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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. EL SISTEMA NEUROENDOCRINO DIFUSO  

 

Los tumores neuroendocrinos se originan a partir de las células que componen el 

sistema neuroendocrino difuso (SND). Estas células se caracterizan porque producen 

neuropéptidos, neuromoduladores y/o neurotransmisores, contenidos en gránulos de 

secreción en su citoplasma, pero a diferencia de las células nerviosas, carecen de axones 

y conexiones sinápticas. El SND cuenta con aproximadamente 13 tipos de células 

neuroendocrinas diferentes que secretan al menos 33 péptidos y aminas biológicas1 

(Tabla 1).  

Las células del sistema neuroendocrino difuso se encuentran distribuidas de forma 

difusa en el tracto gastrointestinal y en el páncreas, así como en la vía biliar, tracto 

urogenital, timo, tiroides (células C) y en la piel. A pesar de que el porcentaje de células 

neuroendocrinas del tracto gastrointestinal representa el 1% del epitelio, en conjunto 

constituyen el mayor órgano endocrino del organismo2, 3. Fisiológicamente, estas 

moléculas están implicadas en multitud de funciones: la regulación de la homeostasis de 

la glucosa, la secreción pancreática exocrina, la motilidad y el vaciamiento gástrico, y la 

proliferación intestinal4-6. 

Las células neuroendocrinas del aparato respiratorio están distribuidas entre las 

células epiteliales de manera individual o bien formando racimos, llamados “cuerpos 

neuroendocrinos”7, 8. Las células individuales están localizadas en el epitelio 

respiratorio nasal, en la mucosa laríngea y a lo largo de todo el tracto respiratorio, desde 

la tráquea hasta las vías aéreas terminales1. Los cuerpos neuroendocrinos, descritos la 

primera vez por Frölich en 1949, son clusters de 4 a 10 células neuroendocrinas, 

localizados debajo de la membrana basal, tanto en bronquios, bronquiolos como en 

alveolos9. Los cuerpos neuroendocrinos participan en la quimiorrecepción, en la 

vasoconstricción de los capilares en momentos de hipoxia, en la regulación del 

crecimiento localizado, sobre todo en la etapa fetal10, así como en la regeneración de las 

células epiteliales, a través de un mecanismo de secreción paracrina11. 
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En cuanto al origen embriológico, inicialmente se pensó que las células 

neuroendocrinas derivaban del neuroectodermo, ya que se comprobó que compartían 

características comunes con las neuronas: expresaban marcadores de diferenciación 

neural implicados en la biosíntesis de neurotransmisores (detectados por 

inmunohistoquímica) y mostraban propiedades ultraestructurales comunes. Sin 

embargo, los experimentos llevados a cabo posteriormente por el embriólogo francés Le 

Douarin en los años 60, demostraron que las células del SND, eran de origen 

endodérmico12. 

La identificación inicial de estas células se llevó a cabo mediante sales de cromo, 

por las que muestran afinidad (células cromafines). Posteriormente se descubrió su 

afinidad por las sales de plata (condición llamada argirofilia ). Si se hace preciso el uso 

de un agente reductor para la detección de la plata, las células se denominan 

argentafines y, cuando las propias células son capaces de reducir la plata sin necesidad 

de otro agente, se denominan argentorreductoras.  

A nivel molecular, recientes estudios han revelado la importancia de la ruta de 

señalización Notch en el control de la diferenciación neuroendocrina. Entre los factores 

de trascripción que responden a dicha vía destacan Math-1, Neurogenina-3, 

Beta2/NeuroD, Pax4 y Pax6, de tipo bHLH (del inglés basic Helix-Loop-Helix) 13-15. 

 

Tabla 1: Principales tipos celulares y producción hormonal en TNEs 

G Gastrina N Neurotensina 

ECL Histamina Β Insulina 

D Somatostatina Α Glucagón 

EC Serotonina/Substancia 

P/Gaunilina/Melatonina 

P Bombesina (GRP) 

I Colecistokinina (CCK) M Motilina 

K Péptido gastrointestinal (GIP) Gr Grelina 

S Secretina X Amylina 

F Polipéptido pancreático C Calcitonina 

L Enteroglucagón y péptido YY D1/IV Peptido Vasoactivo Intestinal (VIP) 
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1.2. TUMORES NEUROENDOCRINOS 

1.2.1. Definición  

El término “neuroendocrino” hace referencia a un fenotipo celular característico, 

resultado de la acción de múltiples genes expresados en el sistema endocrino y en el 

sistema nervioso. En la comunidad científica muchos investigadores no consideran 

adecuado usar el término “neuroendocrino” para referirse a células o tumores de origen 

embriológico endodérmico. Un ejemplo de ello es que la clasificación de la OMS para 

estas neoplasias16 del año 2000, designaba a los tumores gastroenteropancreáticos de 

esta naturaleza bajo el término de “tumor endocrino”. Sin embargo, la última 

clasificación de la OMS del año 201017 recomienda de nuevo el uso del término 

“neuroendocrino”, ya que define claramente las características fenotípicas de las células 

del SND y a los tumores originados a partir de ellas. 

Los tumores neuroendocrinos fueron identificados por primera vez por 

Kultschitzky a mediados del siglo XIX, como un tipo específico de neoplasias con un 

crecimiento peculiar, de características cromafines en la base de las criptas de 

Lieberkühn del intestino18. Se les denominó en sus inicios como karcinoide, término 

empleado por primera vez en 1907 por Oberndorfer19, quien separó a los carcinoides de 

los adenocarcinomas de intestino, constituyendo un grupo bien definido de neoplasias 

de cierta naturaleza benigna. Uniendo las dos observaciones anteriores, Masson propuso 

por primera vez que los tumores carcinoides eran de naturaleza endocrina20. 

Posteriormente, Feyter consideró que las células descritas por Kultschitzky eran parte de 

un sistema de células endocrinas con una distribución amplia por el organismo de 

características fenotípicas comunes pero con funciones diversas21. 

A nivel morfológico, los TNE se reconocen por su arquitectura histológica 

característica, según la cual se pueden agrupar en 4 tipos diferentes:  

Tipo A, formando empalizada periférica o insular 

Tipo B, formando trabéculas 

Ttipo C, acinar o glandular 

Tipo D, formas mixtas.  

Las células tumorales que los constituyen presentan núcleos monoformos, en 

general redondeados, de cromatina reticulada finamente granular y citoplasma de bordes 
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definidos levemente eosinofílicos, en cuyo interior se suele observar cierta granularidad 

fina, más evidente con tinciones especiales, que revelan los gránulos de neurosecreción 

invariablemente presentes22, 23. Estos se manifiestan a nivel ultraestructural como 

gránulos de neurosecreción electrodensos (> 80nm). 

Aunque son tumores poco frecuentes, han sido siempre motivo de estudio para 

muchos investigadores debido a la dificultad que plantea su diagnóstico, clasificación y 

un tratamiento adecuado al paciente. Esta dificultad se debe fundamentalmente a: 

1. Su heterogeneidad, tanto en la localización como en la histología, lo que dificulta 

disponer de una clasificación uniforme. 

2. La actividad hormonal que a veces pueden presentar algunas neoplasias 

endocrinas, ocasionando síndromes clínicos por hipersecreción hormonal. 

3. La baja correlación existente entre la morfología y el comportamiento biológico, 

que dificulta predecir su pronóstico. 

4. Su baja frecuencia, que hace que el conocimiento y experiencia sobre ellos sean 

limitados. 

1.2.2. Marcadores anatomopatológicos de diferenciac ión neuroendocrina 

Para el diagnóstico anatómico-patológico de TNEs es necesaria la detección 

inmunohistoquímica de marcadores de diferenciación neuroendocrina. Para dicho 

diagnóstico se acepta la necesidad de resultado positivo para al menos dos 

marcadores24. Estos marcadores se pueden clasificar de acuerdo a su localización: 

a) De gránulo neurosecretor 

b) De membrana celular 

c) Citoplásmicos 

d) De citoesqueleto 

e) Nucleares 

a) De gránulo neurosecretor: las cromograninas A, B y C, son glicoproteínas 

solubles identificadas en el interior de los gránulos de neurosecreción grandes (Figura 

1). Su función biológica es poco conocida, pero sí se sabe que contribuye a la 

biogénesis, transporte, almacenamiento y liberación de catecolaminas y otras hormonas 

peptídicas. La más conocida de las graninas es la tipo A, presente en la mayoría de 

tumores neuroendocrinos bien diferenciados y generalmente ausente en los tumores 

pobremente diferenciados25. En los últimos años, ha sido posible detectar la 
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cromogranina A en suero, con el fin de valorar el seguimiento de los pacientes, 

detección de tumores no funcionantes, respuestas a terapias, etc26, 27.  

Entre los marcadores específicos del tipo de secreción, se encuentran las aminas y 

neuropéptidos que estos tumores producen (Tabla 1). En función del tipo de secreción 

unihormonal, se define al tipo de TNE originado a partir de dicha célula como tumor 

funcionante, y a cada uno se le denomina de acuerdo a la hormona que producen. Así, 

los tumores productores de gastrina son denominados gastrinomas; los productores de 

insulina, insulinomas; los productores de glucagón, glucagonoma; etc28. Esta 

hipersecreción hormonal al pasar a la sangre produce los síntomas generales 

característicos que pueden constituir el primer indicio de la presencia del tumor. 

b) De membrana celular 

La sinaptofisina es otra glicoproteína abundante en las membranas de las 

vesículas sinápticas y en las células neuroendocrinas, tanto de estirpe neural como 

epitelial, generando un patrón de membrana y citoplásmico respectivamente. Aunque no 

es específica de TNE es, junto con la cromogranina, un marcador relevante en el 

diagnóstico de rutina de dichos tumores (Figura 1). 

Otra molécula de superficie de membrana es CD56, o NCAM , una proteína de 

adhesión específica del tejido neural. 

c) Citoplásmicos 

La enolasa específica neuronal tipo γ-γ es una enzima presente en células 

nerviosas y neuroendocrinas. Es un marcador de baja especificidad en el diagnóstico de 

los TNE. También destaca PGP9.5, proteasa del grupo de las ubiquitin C-terminal 

hidroxilasas, que está presente en neuronas y en TNE, y de comportamiento similar a la 

enolasa. Su especificidad es baja, ya que puede ser positiva en tumores no 

neuroendocrinos.  

d) De citoesqueleto 

Entre éstos destacan una de las isoformas de la ββββ-tubulina  y la forma fosforilada 

ββββIII tubulina , cuya expresión ha sido descrita en el cerebro en desarrollo y en tumores 

neuroendocrinos derivados del intestino primitivo. Su expresión ha sido asociada con el 

grado de malignidad en los tumores neuroendocrinos pulmonares. También se ha 

asociado con los tumores gastroenteropancreáticos aunque sin correlación con el grado 

tumoral29. 
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e) Nucleares 

Cabe destacar el factor de transcripción CDX2, implicado en el desarrollo del 

intestino y marcador de las células del SND, mientras que TTF1 es un factor de 

transcripción activador surfactante en el pulmón, útil para la identificación del origen 

pulmonar en tumores secundarios (Figura 1). 

 

 

Figura 1: Primera Fila: Tumor Neuroendocrino Gastrointestinal A: H&E, B: Expresión IHQ de 
Sinaptofisina, C: Expresión IHQ de cromgraninaA. Segunda fila: Tumor Neuroendocrino de Pulmón D: 
Expresión IHQ de TTF1, E: Expresión IHQ de Sinaptofisina, F: Expresión IHQ de CromograninaA 

 

1.3. CLASIFICACIÓN DE TUMORES NEUROENDOCRINOS  

1.3.1. Gastroenteropancreáticos  

 

La diversidad funcional existente entre las diferentes células que componen el 

sistema neuroendocrino difuso, su distribución aleatoria, la falta de consenso por parte 

de muchos autores en el uso de la nomenclatura, los escasos conocimientos de la 

biología molecular de TNE, son algunas de las razones por las que la clasificación de 

los TNE ha sido siempre un reto complicado para muchos investigadores. En 1963, 

Williams y Sandler30 clasificaron los TNEGEP en:  
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• tumores del intestino superior (que incluye estómago, duodeno, 

yeyuno superior y páncreas)  

• tumores del intestino medio (yeyuno inferior, íleon, apéndice y 

ciego)  

• tumores del intestino posterior (colon y recto) 

Posteriormente la clasificación de la OMS del año 200016 estaba basada en 

trabajos previos31-33, distinguiendo entre tumores puramente endocrinos y tumores 

mixtos (endocrinos-exocrinos), e identificando cuatro categorías tumorales (1.Tumor 

endocrino bien diferenciado benigno, 2. de comportamiento incierto, 3. Carcinoma 

Endocrino bien diferenciado de bajo grado y 4. Carcinoma Endocrino poco diferenciado 

de alto grado), lesiones que son clasificadas independientemente del sitio de origen, 

basados en la diferenciación histológica, invasión tumoral, angioinvasión e índice de 

proliferación.  

En el año 2010, la OMS publicó la última clasificación para estas neoplasias17. Se 

ha simplificado todo lo publicado hasta ahora, en un enfoque mas patológico, basado en 

datos uniformes y reproducibles para el manejo clínico de pacientes con TNEs34, 35. La 

terminología actual se basa en el grado tumoral, calculado previamente según el índice 

mitótico y el índice de proliferación (% de Ki67). Además, la clasificación los define en 

su conjunto como neoplasias potencialmente malignas, aunque sean de grado bajo o 

intermedio, tal y como ocurre en la clasificación de TNE de pulmón.  

Se distinguen 4 subtipos, definidos por la OMS de la siguiente manera (Figura 2):  

1. Tumor Neuroendocrino (G1) (TNEG1): Neoplasia neuroendocrina bien 

diferenciada, compuesta por células con resgos similares a la célula endocrina 

del SND, que expresan marcadores de diferenciación neuroendocrina 

(Sinaptofisina y cromogranina) con ligera a moderada atipia nuclear y bajo 

índice mitotico (<2 mitosis x10CGA) y bajo índice de proliferación (<2% de 

Ki67).  

2. Tumor Neuroendocrino (G2) (TNEG2): idéntica definición a tipo 1 pero la 

diferencia radica en el índice mitotico (3-20 mitosis x10CGA y 3-20% Ki67).  

3. Carcinoma Neuroendocrino (G3) (CNEG3-CG): Carcinoma 

Neuroendocrino de Célula Grande: Neoplasia neuroendocrina poco 

diferenciada de alto potencial de malignidad, de células grandes, a veces con 
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arquitectura organoide, marcada atipia, necrosis multifocal, con alto indice 

mitótico (>20 mitosis x10CGA) y alto índice proliferativo (>20% de Ki67).  

4. Carcinoma Neuroendocrino (G3), Carcinoma de Célula Pequeña 

(CNEG3-CP) idéntica definición al tipo 3 salvo que las células son de aspecto 

linfocitario (Tipo oat cell), de escaso citoplasma y con extensas zonas de 

necrosis. 

 

 
Figura 2: Subtipos de TNEGEP 

 

En la Tabla 2 se resume esta clasificación y los criterios propuestos por la OMS:  

 

Tabla 2: Criterios de la OMS para la clasificación de TNEGEP 

Tipo 

Tumoral 

Grado Indice 

mitótico 

%Ki67 Tamaño celular Diferenciación Necrosis 

TNE 1 <2 <2 Tipo carcinoide BD - 

TNE 2 3-20 2-20 Tipo carcinoide BD + (focal) 

CNE 3 >20 >20 Grande PD + 

CNE 3 >20 >20 Pequeña PD + 

 

Además, el diagnóstico debe indicar si el tumor es bien diferenciado 

(correspondería a los G1 y G2) o poco diferenciado (correspondería a los G3). Un 

diagnostico de “Tumor Neuroendocrino”, “Neoplasia Neuroendocrina” o “Carcinoma 

Neuroendocrino” sin referencia al grado ni a la diferenciación sería inadecuado para 

establecer un pronóstico y tratamiento adecuado.  

Debido al interés de estandarizar la estratificación y tratamiento de pacientes con 

estas neoplasias y teniendo en cuenta que el comportamiento agresivo de estos tumores 

no se correlaciona con el grado de proliferación, la Sociedad Europea de Tumores 

Neuroendocrinos (ENETS) y por otro lado el Comité Estadounidense para el Cáncer 

(AJCC) desarrollaron hace unos años guías que recogían pautas a seguir en el 
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diagnóstico y tratamiento de dichos pacientes y así establecer el sistema TNM 

(Tumor/Nódulos/Metástasis) en dichos tumores, según el sitio anatómico36 37.  

Es por ello que, la actual clasificación de la OMS para TNEGEP, tras un 

consenso, validó el sistema TNM propuesto para dichas neoplasias.  

En resumen, esta última clasificación recomienda que el diagnóstico de TNEGEP 

sea de acuerdo al grado tumoral, la diferenciación histológica y el estadio sitio-

específico, que definen de forma clara al tumor en cuestión, lo cual facilita una clara 

comunicación entre todos los profesionales involucrados en el tratamiento y 

seguimiento personalizado de cada paciente. 

1.3.2. Pulmonares 

La clasificación de los tumores neuroendocrinos de pulmón también ha resultado 

muy compleja y confusa. A lo largo de cinco décadas, diversos autores han propuesto 

diferentes clasificaciones, en un principio basadas puramente en la morfología y el 

comportamiento clínico. El desarrollo de las técnicas de Biología Molecular, ha 

contribuido a una reestructuración de todos los tipos de tumores con diferentes 

nomenclaturas y nuevas categorías de clasificación. 

La actual clasificación de la Organización Mundial para la Salud (OMS), de 2004, 

para los Tumores Neuroendocrinos de Pulmón38 incluye la propuesta por Travis W. D. y 

col., en la que se establece una definición de los tipos histológicos basada en datos 

morfológicos convencionales (patrón de crecimiento organoide, indice mitótico y 

presencia de necrosis) e inmunohistoquímicos, comunes en todos los tumores 

neruoendocrinos, con implicaciones pronósticas y terapéuticas (Tabla 3). Esta 

clasificación incluye los TNEs de pulmón en las neoplasias epiteliales malignas y 

distingue 4 subtipos tumorales:  

1. Carcinoides típicos (CT): «Tumores neuroendocrinos bien diferenciados, de 

bajo potencial de malignidad. Los núcleos muestran cromatina en “sal y 

pimienta” y típico patrón “organoide” (arquitectura en nidos, trabéculas y 

rosetas) con extensa vascularización». 

2. Carcinoides atípicos (CA): «Tumores neuroendocrinos bien diferenciados de 

potencial de malignidad intermedio, con características morfologicas similares al 

carcinoide típico».  
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3. Carcinoma Neuroendocrino de Célula Grande (CNCG): «Tumores 

neuroendocrinos poco diferenciados de alto potencial de malignidad, con patrón 

neuroendocrino, y de tamaño celular aproximadamente el de 3 linfocitos».  

4. Carcinoma de Pulmón de Célula Pequeña (CPCP): «Tumores 

neuroendocrinos poco diferenciados de alto potencial de malignidad, pérdida del 

patrón neuroendocrino, menor de 2-3 veces el diámetro de un linfocito, con 

marcada maleabilidad nuclear hacia forma en huso o grano de avena (Oat cell)».  

 

En el mismo libro de la OMS, Travis, W.D. y col. presentan un esquema que 

recoge el espectro de proliferaciones neuroendocrinas, incluyendo la hiperplasia de 

células neuroendocrinas con fibrosis y/o inflamación, la hiperplasia de células 

neuroendocrinas adyacente a tumores carcinoides, la hiperplasia de células 

neuroendocrinas idiopática difusa y los “tumorlets”. Estos últimos son 

morfológicamente idénticos a los carcinoides típicos, salvo en el tamaño, siendo los 

tumorlets menores de 5 mm38. 

 

 
Figura 3: Subtipos de TNE de pulmón 

 

Tabla 3: Criterios de la OMS para la clasificación de TNE Pulmonares 

Tipo 

Tumoral 

Patrón 

neuroendocrino 

Tamaño 

celular 

Citoplasma Pleomorfismo 

nuclear 

Mitosis 

(x10 CGA) 

Necrosis 

CT + Grande Abundante - <2 - 

CA + Grande Abundante -/+ 2-10 + (focal) 

CNCG +/- Grande Abundante + >10 + 

CPCP - Pequeño Escaso + >10 + 

 

1.4. EPIDEMIOLOGÍA DE TUMORES NEUROENDOCRINOS  

 

La obtención de datos sobre incidencia para TNEs ha sido siempre difícil debido a la 

baja frecuencia de estas neoplasias, su largo curso clínico, diagnóstico poco específico, 
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escasos registros de tumores y como ya se ha explicado anteriormente, la falta de una 

clasificación clara y objetiva para dichos tumores. En el registro norteamericano del 

programa SEER (Surveillance, Epidemiology and End Results) se recogen datos desde 

1973 y los datos existentes para la población caucásica muestran una incidencia de 2,5-5 

nuevos casos por 100.000 habitantes al año (Carcinoides GI y Broncopulmonares), 

representando el 0,5% del total de tumores39 (Figura A). Aunque se consideran tumores 

de baja frecuencia su incidencia ha aumentado notablemente en los últimos 30 años 

(Figura 4B). Además, la prevalencia de estos tumores es relativamente alta debido a la 

elevada supervivencia que puede llegar a ser del 35% al 60% a 5 años para pacientes 

con enfermedad avanzada. Como ya se expuso anteriormente los TNE más frecuentes 

son los “carcinoides clásicos” que pueden aparecer en diversas localizaciones 

corporales, siendo los pulmonares lo más frecuentes (31% del total de TNE), aunque la 

mayoría de las lesiones están localizadas en el tracto GI (66%), siendo los sitios 

predominantes por orden decreciente, intestino delgado, recto, apéndice, colon y 

estómago (Figura 4A). 

 
Figura 4: A: Distribución de 20.436 carcinoides registrados en la base de datos SEER entre 1973-2005. 

La mayoria corresponden a lesiones localizadas en el tracto digestivo (66%) y los mas frecuentes 

localizados en el sistema broncopulmonar (31%). B: Incremento en la incidencia de tumores carcinoides 

en la población de EEUU en los últimos 30 años [Carcinoides: apéndice (250%), ciego (350%), 

broncopulmonares y de intestino delgado (420-460%), recto (900%) y estómago (1130%)] Base de datos 

NCI SEER. 

1.4.1. Gastroenteropancreáticos 

De los datos del registro SEER, entre 1973 hasta el año 2002, se pudo conocer 

que el 2,2% de un total de 3.122.042 tumores fueron TNE. Resulta notable que los datos 

A B 
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de incidencia según el registro norteamericano han aumentado en las últimas tres 

décadas, aunque en parte este incremento se debe posiblemente a un aumento en la 

concienciación de los clínicos así como en los avances en las técnicas de diagnóstico40, 

siendo de 1,09/100.000 en 1973 a 5,25/100.000 en 2004, datos correspondientes a 

tumores en todas las localizaciones y en diferentes estadios de la enfermedad. Las cifras 

publicadas según el registro de tumores británicos y el registro norteamericano SEER 

muestran una tasa de incidencia ajustada de 0,7/100.000 a 4,2/100.000 habitantes/año 

respectivamente41, 42. Además, los TNEGEP son los segundos tumores de mayor 

prevalencia derivados del tracto digestivo tras el carcinoma colorrectal. En la siguiente 

Tabla 4 se resumen los datos existentes para TNEGEP por localización: 

Tabla 4: Epidemiología y supervivencia de TNEGEP 

 Incidencia x 

100000/año (% del 

total de TNEGI) 

Media de 

edad 

Ratio 

(hombres:mujeres) 

Supervivencia 

(A 5 años) 

TNE Estómago43 
44-46. 

 

0,002-0,1 

(4,5-7%) 
50-60 años 1:2 

TNE Duodeno-

Yeyuno 

proximal 47 44-46 

0,21 y 0,04 resp.  

(6-8 y 1% resp.) 
50-60 años 1,5:1 

TNE Yeyuno 

distal-Íleon47 44-46 

0,41 y 3,2 resp.  

(5-8 y 25% resp.) 
60-70 años 1:1 

TNEBD: 

64% para 

enfermedad 

localizada 

72% regional, 

50% metastásica. 

 

CNPD 10 meses 

TNE Apéndice48 0,15 (17%) 32-43 años 2:1 100% 

TNE Colon y 

Recto49 44 50 

 

0,11-0,76 (30 %) 

 

60-70 años 1:0,6 

TNEBD 

72% enfermedad 

localizada 

39% regional 

5,5% metastásica 

 

CNPD 10 meses 

 

TNE Páncreas44 

 

0,2-2 (3,6-4,5%) 

 

30-60 años 1:1,15 

60-100%: 

enfermedad 

localizada 

40% regional 

25% metastásica 
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Desde 2005 existe en España el Registro Español de Tumores Endocrinos 

Gastroenteropancreáticos (RGETNE) creado por el Grupo Español de Tumores 

Neuroendocrinos (GETNE). Dicho grupo esta compuesto por 46 equipos tanto del 

ámbito universitario como hospitalario, distribuido por todo el territorio nacional. 

Durante estos años estos equipos han proporcionado al registro nacional información 

necesaria, considerando características demográficas, procedimientos en el diagnóstico, 

intervenciones terapéuticas y datos de supervivencias de pacientes con TNEGEP51 . 

El Hospital Universitario Central de Asturias registró hasta Junio de 2010 un total 

de 133 casos, que hace que se convierta en el segundo hospital de ámbito nacional, 

después de Hospital Vall D´Hebron de Barcelona con 147 casos, en número de casos 

registrados en dicho registro nacional. 

Del estudio publicado recientemente por el gurpo GETNE, desde Junio 2001 hasta 

Diciembre de 2008 se registraron 907 tumores de 887 pacientes con edad media de 58 

años. La mayoría correspondieron a carcinoides gastrointestinales (55%), seguido por 

tumores pancreáticos no funcionales (20%) y tumores neuroendocrinos metastásicos de 

primario desconocido (9%). La mayoría de los tumores funcionales, consistieron en 

carcinoides entéricos (10%), insulinomas (8%) y gastrinomas (4%). Los glucagonomas, 

VIPomas o somastotatinomas representaron a <2% de la población.  

De esta reciente revisión se pudieron sacar las siguientes conclusiones: en el 

momento del diagnóstico el 44% de los pacientes presentaban enfermedad extendida 

comparada con el de otras series como la SEER, que era del 21%. Asimismo, existía 

una fuerte correlación entre ambos registros, respecto a la localización del tumor 

primario y el estadio de la enfermedad. Sin embargo, existen algunas discrepancias. 

Según la base de RGETNE, la localización de tumor primario en enfermedad avanzada 

en orden decreciente de frecuencia era: yeyuno/ileon (65%), colon (48%) y recto (40%) 

mientras que en el registro SEER era páncreas (64%), ciego/colon (44%/32%) y 

yeyuno/íleon (30%). El tipo tumoral también se asociaba con el estadio: una alta 

proporción de VIPomas (71%), tumores pancreáticos no funcionales (44%) y 

carcinoides entéricos (41%), presentaron enfermedad en estadio IV, comparado con 

gastrinomas, insulinomas o glucagonomas (22%, 15% y 15% respectivamente). Como 

era de esperar, tumores pobremente diferenciados y los bien diferenciados de estadio IV 

presentaron metástasis a distancia en el momento del diagnóstico (67% y 38%, 

respectivamente). 
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1.4.2. Pulmonares 

 

La epidemiología de los TNE pulmonares también se ha incrementado mucho en 

las últimas décadas gracias al diagnóstico precoz por imagen, aunque una gran mayoría 

son hallados accidentalmente. Del registro de SEER, los carcinoides corresponden al 

1,2% de un total 463.338 tumores primarios de pulmón y su incidencia en EEUU se ha 

incrementado rápidamente los últimos 30 años (6% por año)52, 53 En la tabla 5 se 

recogen los datos epidemiológicos actuales de cada subtipo tumoral. 

Tabla 5: Epidemiología y supervivencia de TNE Pulmonares 

Subtipo 

histológico 

Incidencia relativa (% 

del total de Tumores 

Pulmonares) 

Media de edad Ratio 

(hombres:mujeres) 

Supervivencias 

(A los 5 años, 

aprox.) 

CT 1-2% 55 años 1:1 100%54 

CA 0,2% 30-50 años 1:1 60-70%55 

CNCG 3% 60 años 3:1 25%56 

CPCP 20% 70 años 5:1 <10%57 

 

1.5. MANIFESTACIONES CLÍNICAS DE LOS TUMORES 

NEUROENDOCRINOS  

1.5.1. Gastroenteropancreáticos 

Los TNE constituyen un conjunto de enfermedades neoplásicas que, si bien 

comparten una serie de características histopatológicas comunes, son de una gran 

heterogeneidad clínica, bioquímica y biológica. En primer lugar porque se originan en 

células neuroendocrinas de amplia distribución anatómica, incluyendo células de la 

cresta neural (ganglioneuroma, neuroblastoma, paraganglioma), glándulas endocrinas 

(adenoma de hipófisis, feocromocitoma), islotes endocrinos pancreáticos, tiroideos o 

cutáneos, y células del sistema endocrino difuso (gastrointestinal, broncopulmonar, 

tímico, urogenital).  

En segundo lugar, los síntomas o manifestaciones clínicas causadas por los 

TNEGEP son fundamentalmente debidos a los efectos mecánicos de su presencia, 

crecimiento y metástasis, así como el efecto que produce la sobreproducción endocrina, 

que al pasar a la circulación sanguínea producen síndromes muy variados (serotonina - 
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síndrome carcinoide, gastrina - síndrome de Zollinger-Ellison, VIP - síndrome de 

Verner-Morrison, etc).  

Los tumores neuroendocrinos son generalmente de crecimiento lento y esta 

característica hace que se detecte el tumor después de 4-6 años. Los síntomas clínicos se 

caracterizan por ser muy generales, variables e inespecíficos del tipo tumoral, entre los 

que destaca ardor gástrico, dispepsia, dolor abdominal, diarrea, debilidad muscular, 

pérdida o ganancia de peso, flushing, sarpullido e ictericia entre otros58, 59. La mayoría 

de los pacientes que presentan TNE de Apéndice, cursan con clínica de apendicitis y 

son descubiertos accidentalmente durante intervenciones quirúrgicas de 

apendicectomias60.  

Aproximadamente el 5-10% de los TNEGEP presentan un componente 

hereditario. En este caso, la presencia de estos tumores se debe a mutaciones génicas en 

genes supresores de tumores que dan nombre a un tipo de síndrome específico. Entre 

estos síndromes destacan: la Neoplasia Endocrina Múltiple tipo 1(MEN1), la 

Neurofibromatosis tipo 1 (NF1) y la enfermedad de von Hippel-Lindau (VHL), cuyas 

características clinicopatológicas y genéticas se resumen a continuación61-63 (Tabla 6). 

Tabla 6: Síndromes genéticos relacionados con la presencia de TNEs. 

Gen-Síndrome MEN1 NF1 VHL TSC 

Herencia Autosómico 

dominante 

Autosómico 

dominante 

Autosómico 

dominante 

Autosómico 

dominante 

Localización 

cromosómica 

11q13 17q11.2 3p25 TSC1 9q34 

TSC2 16p13.3 

Estructura 

génica 

10 exones (9Kb) >50 exones 

(300Kb) 

3 exones TSC1 23 exones 

TSC2 42 exones 

Proteína Menina 

(610 Aa.) 

Neurofibromina 

(2818 Aa.) 

pVHL30 (28 KDa) 

pVHL19 (18 KDa) 

TSC1 Hamartina 

(140KDa) 

TSC2 Tuberina 

(200 KDa) 

Prevalencia 1:20000-1:40000 1:2000-1:5000 1:36000 1:10000 

Penetrancia >95% (50 años) 100% (en niños) >95% (60 años) 100% 

Localización 

tumoral 

Duodeno 

(gastrinomas) 

Páncreas 

(No funcionantes, 

insulinomas, 

microadenomas 

Duodeno 

(somastotatinomas) 

Páncreas 

(somastotatinomas 

e insulinotas) 

Páncreas 

(No funcionantes 

de tipo célula 

clara) 

Páncreas 

(insulinomas y 

somastotatinomas) 
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1.5.2. Pulmonares 

 

A diferencia de TNEGEP, los carcinoides de pulmón rara vez se asocian con 

hipersecreción o síndrome carcinoide, el cual ocurre en menos del 2% de pacientes con 

esta neoplasia, en comparación con el 10% de pacientes con TNEGEP64. Al igual que 

TNEGEP, los síntomas son similares, debidos en gran parte a la secreción de serotonina 

y otras productos vasoactivos (diarrea, flushing, sibilancia y cardiopatía). Solo los 

carcinoides surgen en el 5% de los pacientes con Neoplasia Endocrina Múltiple 

(MEN1)65 

Entre los síntomas generales relacionados con la presencia del tumor cabe 

destacar la tos, hemoptisis y neumonía, generados por la obstrucción luminal y 

ulceración del tumor. En varias series de CNCG se vio que un alto porcentaje de los 

casos fueron asintomáticos o bien presentaron síntomas gripales, disnea y sudoración 

nocturna56. 

Por otro lado, la producción ectópica de hormonas y el síndrome paraneoplásico 

son frecuentes en CPCP, incluyendo el síndrome de la secreción inadecuada de 

hormona antidiurética (SIADH) y Síndrome de Cushing (por producción ectópica y 

secretora de ACTH). La frecuente invasión tumoral a tejidos periféricos suele provocar 

disfagia, ronquera y síndrome de vena cava superior66.  

1.6. ALTERACIONES GENÉTICO-MOLECULARES EN TUMORES 

NEUROENDOCRINOS  

1.6.1. Gastroenteropancreáticos 

 

Tres estudios, basados en análisis de microarrays CGH de DNA (CGH del inglés 

comparative genomic hybridization), marcadores de LOH (del inglés “Loss Of 

Heterozygosity) en microsatélite y análisis de mutación génica, han revelado que el 

promedio de cambios genómicos (2,9) es más bajo en TNE gastrointestinales que en los 

de páncreas; asimismo, no hay correlación entre el número de aberraciones y el estadio 

tumoral67-69. En la Tabla 7 se resumen las alteraciones genéticas mas frecuentes en 

TNEGEPs descritas en estos trabajos. En general se evaluaron: LOH en genes 

supresores de tumores, ganancia de función y/o amplificación de oncogenes, metilación 



Introducción 
 

17 

de promotor, inestabilidad genómica, pérdida de la regulación en el ciclo celular, así 

como genes implicados en reparación del DNA.  

 

 

Con el fin de establecer dianas terapéuticas se han caracterizado varias vías de 

señalización. Por una parte, los TNEs se caracterizan también por ser tumores muy 

vascularizados. Consistente con este hecho se ha observado que tanto el factor de 

crecimiento del endotelio vascular (VEGF) como sus receptores (VEGF-R) están sobre-

expresados en un 60-84% de los TNEs tanto entéricos como pancreáticos. Otros 

factores proangiogénicos como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y 

el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), también están involucrados en el 

desarrollo de los TNEs y su progresión75, 76. Algunos autores han correlacionado la 

expresión del VEGF y VEGF-R con un aumento en la angiogénesis, una mayor 

probabilidad de desarrollo de metástasis y una peor supervivencia77. Por otra parte, 

también se ha descubierto la sobre-expresión de receptores oncogénicos diana como el 

EGFR78, 79 y la sobre-expresión del IGFR 80, 81. 

1.6.2. Pulmonares 

 

A nivel genético, el tipo de alteración más frecuente es la pérdida alélica 

(detectable como LOH), cuya frecuencia aumenta con el grado histológico. La tabla 8 

muestra la información referente a las pérdidas alélicas encontradas para diversos loci. 

Tabla 7: Alteraciones genético-moleculares en TNEGEP 

 TNEGI TNE Pancreáticos 

Deleciones cromosómicas  18 (38-88%), 9p (50%)68, 11q(60%) 11q (30%), 3p (30%)70 

Metilaciones de promotor p16 (52%)71, TP53 (25%)72 p16 (9%)70 

Mutaciones y  

deslocalización proteica 

β-catenina (Mut 38%)73(Des l.9%)74, 

APC(1,4%)73, Cadherina-E (Desl 22%)74 

β-catenina (Mut 24%)70 

VHL (1-3%) 

Mecanismos 

 de tumorogénesis 

Ruta CIMP  (CpG island methylator phonotype) Inestabilidad 

cromosómica 
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Se ha descrito una correlación entre LOH y mutaciones en p53 con la severidad 

del tipo tumoral y LOH en 5q21 (genes APC/MCC) con una baja supervivencia en estos 

pacientes 82. 

Se ha observado que los CTs sobreexpresan la proteína proapoptótica Bax y no 

expresan la proteína anti-apoptótica Bcl-2, lo cual indicaría que la respuesta apoptótica 

podría estar mantenida en los CTs, lo contrario de lo que ocurre en los CNCGs y CPCPs 
85. 

1.7. PROGRESIÓN TUMORAL: TRANSICIÓN EPITELIO MESENQ UIMA, 

INVASIÓN Y METASTASIS 

 

El fenotipo celular es el resultado de un equilibrio dinámico entre la maquinaria 

de transcripción-traducción en la célula y su entorno, que controla la proliferación y 

diferenciación celular propias de cada órgano o tejido. En las células tumorales este 

equilibrio se altera como consecuencia del acúmulo de múltiples y sucesivas 

alteraciones genéticas, llevando a una pérdida de la homeostasis, así como de las 

funciones celulares y fisiológicas. Este desequilibrio, en muchos casos, es la causa de la 

malignización celular, condición caracterizada, entre otras, por las siguientes 

propiedades: autosuficiencia proliferativa, insensibilidad a señales inhibidoras de 

crecimiento, capacidad de evasión de los programas de muerte celular, potencial 

replicativo ilimitado, capacidad de inducir angiogénesis, tendencia a invadir tejidos 

adyacentes y a distancia, inestabilidad genómica, desregulación del metabolismo 

energético, relación con la respuesta inflamatoria y capacidad para evadir al sistema 

inmune 86, 87 (Figura 5). 

Tabla 8: Alteraciones genéticas descritas para los TNPs 

LOH Gen 

candidato 

 

CT82, 83 

 

 

CA82, 83 

 

CNCG82-84 CPCP82, 83, 82-84 

3p - 40% 73% 80% 85% 

Inestabilidad 

microsatélites 3p 

- - - 60% 100% 

17p13 p53 10% 45% 72% 90% 

11q13 MEN  44% 50% 46% 86% 

5q21 APC/MCC 0% 25% 46% 86% 
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Adicionalmente, y como consecuencia, al menos en parte, de la inestabilidad 

genómica, a lo largo de la progresión tumoral se genera un conjunto heterogéneo de 

poblaciones celulares. Alguna de ellas será capaz de colonizar un órgano o tejido 

diferente al de origen del tumor primario. Este proceso denominado metástasis, es la 

causa principal de muerte por cáncer y del fracaso de muchas terapias88.  

 
Figura 5: Capacidades adquiridas por las células tumorales (Adaptado de Hanahan & Weinberg, 2011) 

  

La progresión tumoral se puede definir como un proceso multietapa, que tiene 

lugar desde que se forma el tumor primario hasta que las células originan una lesión 

metastásica86. Este proceso está bien establecido para el desarrollo de los carcinomas, 

que constituyen el 90% de tumores de origen epitelial89. La pérdida de organización de 

los epitelios no depende sólo de las alteraciones sufridas por las células tumorales sino 

también de la desorganización de la matriz extracelular (MEC) que las envuelve y las 

sostiene, estableciéndose una estrecha comunicación entre ambos, imprescindible en el 

proceso de progresión tumoral90. 

En la figura 6 se muestra un modelo simplificado de las etapas discretas de la 

metastasis. En cada una de ellas se producen cambios en la expresión génica que 

confieren a la célula funciones concretas. Las primeras etapas destacan por ser procesos 

de alta eficiencia con la formación del tumor primario y de un fenotipo motil. Las 

útlimas etapas son procesos de baja eficiencia, tanto la diseminación hacia órganos 

distantes como el crecimiento de tumores secundarios. 
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Brevemente, las etapas son: 

1. Formación del tumor primario. En la mayoría de los tumores epiteliales, la 

evolución hacia la malignización (de adenoma a carcinoma infiltrante) es 

producto de la acumulación de alteraciones genéticas y epigenéticas que van 

asociados con cambios histopatológicos. 

2. En estados avanzados tiene lugar la rotura de la lámina basal, liberación de las 

células del tumor primario e invasión a través del estroma, lo cual implica una 

interacción con la matriz extracelular y con otras células tipo fibroblastos, 

células endoteliales, etc.  

3. Penetración en los vasos sanguíneos o linfáticos (intravasación) permitiendo su 

transporte hasta órganos distantes.  

4. Diseminación: Las células tumorales han de sobrevivir al ataque del sistema 

inmunológico, así como a las turbulencias de la propia circulación. 

5. Extravasación y formación de micrometástasis y tumores secundarios en 

organos distantes. 

 

 
 

Figura 6: Etapas de la metástasis: En un tumor primario, algunas de las células tumorales pueden invadir 

provocando ruptura de ésta, pudiendo alcanzar los vasos sanguíneos y linfáticos (intravasación), 

permitiendo su transporte pasivo a otros órganos. Al llegar a su destino, las células tumorales pueden 

extravasarse y permanecer solitarias (micrometástasis) o bien formar un nuevo tumor (tumor secundario). 

(Modificado de Peinado H y col. 2007) 
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1.7.1. LA TRANSICIÓN EPITELIO-MESÉNQUIMA: UN PROCES O 

COMÚN EN EL DESARROLLO EMBRIONARIO Y EN LA 

CARCINOGÉNESIS. 

 

El proceso de Transición Epitelio-Mesénquima (TEM), descrito en 1968 por 

Elisabeth Hay, como su nombre indica, hace referencia al cambio fenotípico por el que 

las células con características epiteliales adquieren propiedades de células 

mesenquimales, entre ellas la movilidad y capacidad invasiva.  

Se trata de un proceso crucial en estadios temprano del desarrollo embrionario y 

también constituye la primera fase de la progresión tumoral y cascada metastásica. 

Durante este proceso, las células epiteliales pierden cohesión intercelular, experimentan 

una reorganización del citoesqueleto, con pérdida de la polaridad ápico-basal, de 

manera que cambian a un fenotipo fibroblástico, expresan marcadores mesenquimales y 

adquieren capacidad migratoria y de invasión de la MEC91-93.  

El proceso inverso a la Transición Epitelio-Mesénquima es la Transición 

Mesénquima-Epitelio (TME) y tiene lugar en tejidos de destino u órgano colonizado94-

96.  

Ambos procesos proporcionan una plasticidad dinámica indispensable en: 

� Procesos fisiológicos 

• Estadios específicos del desarrollo embrionario temprano como son: 

- Implantación embrionaria y endodermo parietal97  

- Invaginación del ectodermo a partir de la línea primitiva o gastrulación para 

la formación del mesodermo97 

- Delaminación-Emigración de las células de la cresta neural92, 98 

• Morfogénesis embrionaria como:  

- Palatogénesis99 

-  Generación de cojinetes cardiacos (precursores de las válvulas cardiacas)100 

- Nefrogénesis101 y miogénesis102 

• Respuesta a daños específicos en el organismo adulto: 

-  Reparación de heridas 

� Procesos patológicos 

• Fibrosis de órganos: renal, pulmonar, etc..95 

• Progresión tumoral: invasión y metástasis95, 103-106 
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Los cambios fenotípicos que experimentan las células tumorales en el proceso de 

invasión presentan un gran paralelismo con los del desarrollo embrionario. En ambas 

situaciones, algunas subpoblaciones de células epiteliales pierden su sistema de 

adhesión célula-célula y célula-MEC, para abandonar su entorno y alcanzar sitios 

distantes (metástasis en la progresión tumoral), o bien sufrir diferenciación a distintos 

tipos celulares (desarrollo embrionario)95, 107.  

 
Figura 7: Implicación del proceso TEM, común en desarrollo embrionario, así como en la invasión 

tumoral y metástasis. (Adaptado de Peinado y col. 2007 y Thiery y col. 2009) 

Recientes revisiones han propuesto clasificar el proceso de TEM en tres subtipos 

diferentes, en función del contexto biológico y de las consecuencias funcionales, en un 

intento de reflejar mejor las propiedades distintivas de TEM en el desarrollo. Estos 3 

tipos son: TEM tipo I, propia del desarrollo; Tipo II, en procesos de fibrosis y 

cicatrización de heridas y tipo III, en la carcinogénesis108, 109.  

1.7.1.1. Inducción y regulación de la Transición Ep itelio- 

Mesénquima 

 

Desde hace más de una década, numerosos estudios in vitro han identificado 

diversas señales extracelulares que pueden activar la TEM. Las vías de señalización 

intracelular activadas convergen en sus etapas finales, induciendo el cambio fenotípico. 
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Asimismo, se ha documentado la existencia de una comunicación entre las vías de 

transducción que inducen e inhiben dicho proceso (Figura 8). 

 
Figura 8: Vías de señalización que son activadas por reguladores de la TEM así como una representación 

parcial de las relaciones entre ellas. ETaR ( Receptor de endotelina A); FAK (Quinasa de adhesión focal); 

GSK3β (Glucógeno Sintasa Quinasa 3β); H / E (Spl), amplificador de Split; ILK  (Quinasa unida a 

integrina), MAPK (Quinasa activada por mitógenos); NF-κB (Factor Nuclear κB); Par6 (Proteína 6 

defectiva en la partición), PI3K (Fosfatidilinositol 3 quinasa); PKB (Quinasa proteica B); ROS (Especies 

reactivas derivadas del oxígeno); TAK1 (Quinasa 1 activada por TGF-β); TGFβR (Receptor de TGF-β); 

WntR (Receptor de Wnt) (Adaptado de Thiery y col. 2006). 

Entre las vías de señalización más relevantes en TEM cabe destacar: 

• Via Receptor Tyrosin kinasas (RTK): SF / HGF (del inglés Scatter 

Factor/Hepatocyte Growth Factor), FGF (del inglés Fibroblast Growth Factor), 

EGF (del inglés Epidermal Growth Factor) y PDGF (del inglés Platelet-derived 

Growth Factor). Todos corresponden a factores de crecimiento solubles que se 

unen a RTK específicos de membrana. Dichos receptores, presentan un dominio 

quinasa intracelular que se activa tras la unión del ligando. Tras la fosforilación, 

se reclutan diferentes factores que activan pequeñas proteínas de unión a GTP 

como Ras, Rho y Rac. Dichas GTPasas activan la vía de MAPK y PI3K y 

culminan con la activación de la transcripción de Snail1 y la consiguiente 

desregulación de cadherina-E110. La activación de los RTKs, puede activar otras 

vías independientes de la vía Ras / MAPK, como la de la familia de tirosina 
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quinasas Src, cuya actividad catalítica es necesaria para romper los contactos 

célula-célula dependientes de cadherinas111. 

• Vía TGF-β (del inglés Transforming Growth Factor β): Es la vía de TEM por 

excelencia. Los miembros de la familia de factores de crecimiento TGF-β, 

pueden iniciar y mantener la TEM en una variedad de sistemas biológicos112. Ya 

en los años 90, se establecieron como mediadores de la progresión tumoral113. 

Los factores TGF-β se unen al receptor Ser / Thr quinasa tipo II que, tras la 

unión al ligando, fosforila el receptor Ser / Thr quinasa tipo I, que finalmente 

fosforila a las proteínas citoplasmáticas Smad2 y Smad3. Dichas proteínas 

forman un complejo con Smad4 y se translocan al núcleo donde se unirán a la 

cromatina conjuntamente con otros factores de transcripción, regulando la 

expresión de ciertos genes. Las proteínas Smad pueden actuar tanto como 

represores transcripcionales (inhiben la expresión de los genes Id, conocidos 

inhibidores de la TEM) como de activadores transcripcionales, activando la 

expresión de Zeb1 y LEF1, Twist, Snail1 y Snail2114.  

Alternativamente a la activación de las proteínas Smad, los receptores TGF-β 

pueden activar MAPK, PI3K-Akt, Rho y Scr e inducir las respuestas TEM, 

desorganizando directamente las uniones célula-célula y activando un programa 

genómico crítico para la generación de células con fenotipo mesenquimal115. De 

éstas cabe destacar la dependiente de la vía PI3K-Akt, donde la activación de 

Akt, una quinasa que desencadena toda la cascada de señalización a través de 

PI3K y de mTOR, culmina con la activación de Snail1 y Snail2 y la consiguiente 

desregulación de cadherina-E116, 117. Por otro lado, Akt es capaz de fosforilar a 

GSK-3β, una quinasa que tras unirse y fosforilar a Snail1, provoca su retención 

en el citoplasma y consiguiente ubiquitinización y degradación via proteasoma. 

La fosforilación de GSK-3β por Akt, provoca la degradación de ésta, y por tanto 

la acumulación nuclear de Snail y la consiguiente represión de cadherina-E, 

desencadenando el proceso de EMT118, 119. 

• Vía Wnt: La interacción de las proteínas Wnt con los receptores transmembrana 

Frizzled provoca un bloqueo del complejo Axina-APC-GSK3β y la consiguiente 

estabilización de la β-catenina. La β-catenina se transloca al núcleo donde 

interactúa con los coactivadores TCF/LEF, haciendo que se active la 

transcripción de genes implicados en la TEM (por ejemplo, se ha descrito que 

puede activarse la transcripción de Snail2120y Twist121). 
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• Vía ILK : (del inglés Integrin Linked Kinase): Es una Ser-Thr-quinasa expresada 

en células de mamífero, que interacciona con el dominio citoplasmático de las 

integrinas. Participa en procesos de proliferación, migración, angiogénesis y 

supervivencia celular, transduciendo señales desde la MEC. La actividad 

quinasa de ILK se activa rápidamente por la unión de las integrinas en la MEC y 

es dependiente de PI3K. ILK fosforila GSK3β y la inactiva, promoviendo la 

estabilización de la β-catenina y su translocación a núcleo. ILK induce la 

expresión de Snail1122 y Snail2123 inhibiendo la expresión de MTA3 (del inglés 

Metastasis-associated protein 3), proteína que forma parte del complejo 

inhibidor de la transcripción de Snail1124. 

• Vía Notch: La vía Notch se activa cuando interaccionan ligando (en mamíferos 

son Delta-like y Jagged) y receptor (en mamíferos receptores Notch1-4) de dos 

células vecinas. El receptor se proteoliza y libera un fragmento (IC) que se 

transloca al núcleo. Éste se une a factores de transcripción de la familia CSL. 

Finalmente estos factores de transcripción tales como CBF-1, se activan y 

comienzan la activación y regulación trancripcional de otros factores de 

trascripción de la familia bHLH (HRT/HERP/Hey), familia de proteínas HES, 

IL-4, p21 entre otros125.  

Notch regula directamente la expresión de Snail1 mediante la unión del dominio 

IC de Notch al promotor de Snail1, y en segundo lugar, Notch potencia HIF1α 

por el reclutamiento del promotor la lisil oxidasa (LOX), y eleva la hipoxia 

inducida por la regulación positiva de LOX, que estabiliza a Snail1 y la protege 

de la degradación.126. En este sentido hay que destacar que se ha demostrado que 

una diana directa de HIF1α es Twist, al cual se le asignado un papel clave en 

situaciones de hipoxia en el microentorno tumoral127. 

 

1.7.1.2. Pérdida de la expresión y/o función de la Cadherina-E en la 

Transición Epitelio-Mesénquima 

 

Las células epiteliales de un organismo sano están íntimamente ligadas entre sí 

mediante uniones intercelulares (uniones oclusivas, uniones adherentes y desmosomas) 

que mantienen la integridad de los epitelios128 129.  
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Las cadherinas, descubiertas en 1986 por M. Takeichi, constituyen una 

superfamilia de glicoproteínas transmembranales dependientes de calcio que median en 

las interacciones homotípicas entre células adyacentes 130 131. Además, las cadherinas 

intervienen en procesos más complejos como son el desarrollo de la polaridad celular, la 

formación de tejidos embrionarios y el control de la homeostasis tisular132 133.  

La cadherina-E media las uniones adherentes de las células epiteliales a través de 

la interacción de las regiones extracelulares de dos moléculas pertenecientes a células 

adyacentes. Su dominio citosólico conecta con los microfilamentos de actina del 

citoesqueleto de forma indirecta, a través de las cateninas, proteínas de estructura y 

función muy conservadas entre organismos vertebrados e invertebrados. Existen 3 

cateninas diferentes: α, β y γ (plakoglobina), que difieren entre ellas por la localización 

y por el grado de asociación con la cadherina-E. Así, la catenina-β interacciona con la 

cadherina-E en las uniones adherentes, mientras que la γ-catenina participa 

preferentemente en los desmosomas128 132. Sin embargo, las dos proteínas sirven de 

nexo entre la cadherina-E y la catenina α, que es la responsable de la interacción con el 

citoesqueleto de actina. De esta manera, las células epiteliales que expresan cadherina-E 

junto con el resto de componentes funcionales aseguran el anclaje al citoesqueleto, 

hecho indispensable para el mantenimiento en la estabilidad de las uniones 

intercelulares y la integridad de los tejidos134 135.  

 
Figura 9: Complejo de adhesión cadherina-E-cateninas (Modificado de Paredes y col. 2007253) 

 

Estudios in vitro demuestran que la adición de anticuerpos anti-cadherina-E a 

cultivos de células epiteliales puede truncar las uniones intercelulares e inducir un 

fenotipo mesenquimal136. Se ha establecido una correlación inversa entre la pérdida de 
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cadherina-E y el fenotipo epitelial137 89 138. Otros estudios describen una correlación 

entre la ausencia de función de la cadherina-E y la adquisición de la capacidad de 

invasión durante la TEM tanto en determinadas etapas del desarrollo embrionario 

(gastrulación de organismos como Drosophila139, pollo140 y ratón141) como en la 

progresión tumoral, tal como se observa en los frentes invasivos en la transición de 

papilomas a carcinomas de piel de ratón. Por ello se considera al gen de cadherina-E 

como un gen supresor de invasión y su pérdida funcional es esencial para la TEM142, 143.  

La expresión y funcionalidad de la cadherina-E se mantiene en la mayoría de los 

carcinomas diferenciados de piel, cabeza y cuello, mama, pulmón, hígado, colon y 

próstata, mientras que en los carcinomas más agresivos se detecta pérdida de la 

expresión, existiendo una correlación inversa de la expresión de cadherina-E y el grado 

de malignidad137 89.  

1.7.2. MECANISMOS RESPONSABLES DE LA PÉRDIDA DE 

EXPRESIÓN Y/O FUNCIÓN DE LA CADHERINA-E: REPRESORES  

TRANSCRIPSIONALES 

En los tumores humanos, las alteraciones de cadherina-E a nivel genético son 

poco frecuentes, habiéndose descrito en algunos tipos (carcinomas lobulillar de mama144 

y carcinomas gástricos difusos145) mutaciones somáticas y pérdida de heterocigosidad 

del locus de cadherina-E, con la consiguiente pérdida de expresión y/o función proteica.  

La mayoría de los carcinomas que no presentan expresión de cadherina-E 

conservan el locus de cadherina-E intacto. Esto hace pensar en mecanismos 

transcripcionales que podrían estar jugando un papel importante en la regulación de la 

expresión de la cadherina-E. En los últimos años se ha puesto de manifiesto la 

importancia de las modificaciones epigenéticas, como la hipermetilación de la región 

promotora del gen de cadherina-E, que se ha asociado a la pérdida de su expresión en 

diferentes carcinomas humanos146. Otras modificaciones epigenéticas, como la 

acetilación/desacetilación de histonas podrían colaborar en el mismo sentido147.  

En la mayoría de los casos la regulación de la cadherina-E está mediada por 

represión transcripcional. Existen estudios que han demostrado que la región promotora 

contiene los elementos indispensables para dirigir, al menos en parte, la transcripción 

del gen en células epiteliales y para el silenciamiento en células no epiteliales de 

naturaleza invasiva148.  
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Por otra parte, esta región promotora contiene elementos palindrómicos 

compuesto por tres “cajas E” capaces de unir diversos represores, comúnmente 

expresados en células invasivas y en las que la transcripción del gen está anulada149. En 

los últimos 10 años se han caracterizado diversos factores de transcripción que realizan 

esta función:  

- Proteínas de la familia en dedos de zinc, Snail1149 150 y Snail2151 152 

- Factores con dedos de zinc dobles δEF1/ZEB-1 y SIP-1/ZEB-2153 154 

- Factores de transcripción basic helix-loop-helix (bHLH) E12/E47155 y 

Twist156  

Aún no se conoce bien el papel específico de cada factor ni su participación en 

función del contexto celular. Se maneja la hipótesis de que en las primeras fases de la 

TEM, la represión inicial de la cadherina-E sería llevada a cabo por un represor de alta 

afinidad a las cajas E del promotor, como Snail1, mientras que el mantenimiento de esta 

represión podría ser mediada por otros represores con menor afinidad de unión a las 

cajas E, como E47 o Snail2151, mientras que Twist, activado por Snail2157, intervendría 

en el proceso de intravasación156 y Foxc2 activado a su vez por los anteriores, actuaría 

en el mantenimiento temporal del fenotipo mesenquimal158. 

1.7.2.1. Represores transcripcionales de la familia  Snail 

La superfamilia de proteínas Snail, se caracteriza por presentar una estructura en 

dedos de zinc, a través de los cuales interaccionan con el DNA actuando como 

regulador negativo de la expresión del gen de cadherina-E. La superfamilia Snail, 

presente en vertebrados e invertebrados, engloba a su vez a dos familias que presentan 

homología en la secuencia de los dedos de zinc y la presencia de diversos motivos 

consenso: son las denominadas familias Snail y Scratch. Los miembros de la familia 

Scratch están más relacionados entre sí desde el punto de vista filogenético, a diferencia 

de las proteínas de la familia Snail que constituyen un grupo más heterogéneo159. 

Dentro de la familia Snail, se encuentra Snail1 (Snail), el primero de los descritos, 

en Drosophila melanogaster160, y su homólogo Snail2 (Slug)161. Ambas proteínas son 

esenciales en procesos imprescindibles del desarrollo de vertebrados e invertebrados, 

como la diferenciación del mesodermo, la formación de la cresta neural, asimetría 

izquierda-derecha, desarrollo neuronal, apoptosis, división celular y la 

endorreduplicación162. Además, como ya se ha explicado, interviene en el adulto en los 

procesos de tumorigénesis, desencadenando la TEM93, 149, 150, 161. 
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Los factores de transcripción de la familia Snail mantienen una organización 

estructural similar. La región carboxiterminal de Snail1 y Snail2 está altamente 

conservada y contiene de 4 a 6 dominios de dedos de zinc respectivamente. Los dedos 

de zinc son de los tipos C2H2 donde dos Cys e His coordinan un ión Zinc, responsables 

de su unión al DNA.  

Hay que destacar la conservación de la función represora de las proteínas Snail en 

la evolución162, 163. Monómeros de la proteína Snail1 y Snail2 interaccionan con la 

secuencia consenso de las cajas E del promotor del gen de cadherina-E164. En 

vertebrados, la actividad represora de las proteínas Snail no solo depende de los dedos 

de zinc, sino también del dominio SNAG (SNAIl/Gfi) situado en la región 

aminoterminal165, con alto grado de homología en ambas proteínas . Algunas proteínas 

Snail, no tienen el dominio SNAG (en Drosophila), pero en cambio tienen un motivo 

específico de unión al correpresor, CtBP (del inglés Carboxi-terminal Binding Protein) 

que realizaría estas funciones. En algunos miembros de la superfamilia Snail en 

vertebrados también hay una secuencia consenso parcial de unión a CtBP166.  

Entre los mecanismos posttraduccionales implicados en la regulación de proteínas 

Snail destaca la regulación positiva, la importación o exportación nuclear, así como la 

degradación por la vía ubiquitina/proteosoma. En este sentido, destacan otras regiones 

importantes de la estructura primaria de la proteína, una región rica en serina (SD), 

fosforilable por varias quinasas y una secuencia NES (Nuclear Export Sequence). En el 

caso de Snail2 la región SD se diferencia de la de Snail1, en la presencia de una 

secuencia específica de 29 aminoácidos, conocida como dominio SLUG167.  

Los dominios SD y NES son responsables de la exportación nuclear de la proteína 

y de su estabilidad. Se cree que Snail1 entraría en el núcleo gracias a dos secuencias de 

importación (NLS) localizadas en el dominio N-terninal y C-terminal y ejercería su 

papel como represor transcripcional, uniéndose al ADN. Snail es una molécula muy 

lábil con una vida media de aproximadamente 25 minutos167.  

Entre las moléculas implicadas en la regulación negativa destaca GSK3β, la cual 

fosforila el dominio SD (Ser 96, 100, 104 y 107) en dos motivos. La fosforilación en 

primer lugar del motivo 2, facilitaría la accesibilidad del motivo NES al sistema de 

exportación CRM1/exportina, que facilitaría la salida de Snail1 del núcleo al 

citoplasma. Una vez allí, se produciría la segunda fosforilación en el dominio 1, que 

sería reconocido por TrCPβ y degradado vía ubiquitina/proteosoma118, 168.  
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Snail1 también está regulado positivamente por la fosforilación de la Ser11 y 92 

por las quinasas como PKA, CK2 respectivamente, y por la oxidación de Lys por 

LOXL2 que aumentan el reclutamiento de otros correpresores tipo LSD1 y CoREST en 

el dominio SNAG que intervienen en la estabilidad de la proteína en el núcleo, 

permitiendo la unión a las cajas E del promotor de cadherina-E169-173. Posteriormente 

Snail1 es capaz de reclutar otras enzimas remodeladoras de la cromatina y de las 

histonas, tales como acetiltransferasas de histonas (HATs) o desacetilasas de histonas 

(HDACs) para ejercer su función represora. Concretamente, recluta las desacetilasas de 

histonas HDAC1/2 de clase I y el correpresor Sin3A, tanto in vitro como in vivo174. 

 

 

Figura 10: A: Estructura proteica de Snail1 y Snail2. B: Situación en célula epitelial: Fosforilación de 

Snail1 por GSK3β y exportación nuclear para su degradación. C: Situación en célula mesenquimal, 

estabilización de Snail1 y represión de cadherina-E. (Adaptado de Christofori G, 2010) 

Además, se ha demostrado que GSK3β está regulada a su vez por algunas de las 

vías de señalización que controlan la expresión de Snail1 como la de PI3K/Akt y 

Erk/MAPK. De hecho, se ha propuesto que estas vías de señalización inhibirían GSK-

3β, estabilizando Snail1 y su localización nuclear permitiría la inducción de TEM. Dado 

que GSK3β también regula β-catenina, se podría especular que la inhibición de GSK3β 

por estas vías, estabilizaría tanto Snail1 como β-catenina, induciéndose la migración 

celular, y tumorigénesis de forma coordinada118.  
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A partir de pruebas experimentales en desarrollo embrionario, se ha propuesto un 

modelo según el cual Snail1 y SIP1 se consideran inductores de TEM, mientras que 

Snail2, E47 y δEF1 estarían involucrados en el mantenimiento del mesodermo148. En el 

contexto de la tumorigénesis, Snail1 sería un inductor de la migración tumoral y Snail2, 

E47 y δEF1 mantendrían el fenotipo invasivo/migratorio148, 174.  

Tras la identificación de Snail1 como represor de cadherina-E en la tumorigénesis, 

se ha demostrado su implicación en varios tipos de tumores humanos. La primera 

prueba de la participación de Snail1 en tumores primarios humanos se obtuvo en el 

carcinoma ductal de mama, estudio que analizaba los diferentes mecanismos de 

inactivación de la cadherina-E175. Posteriormente se correlacionó con el grado 

histológico y estado de ganglios linfáticos en carcinoma ductal y lobulillar de mama176, 

en carcinomas de ovario177, de colon178, adenocarcinomas del tracto gastrointestinal179, 

180, hepatocarcinoma181, sarcoma sinovial182 y fibrosarcomas183, TNE de íleon184 y 

recientemente en TNE pulmonares185. 

1.7.2.2. Represor transcripcional Twist 

El factor de transcripción Twist pertenece a la familia b-HLH (del inglés Hélix-

Loop-Helix)186. Twist, identificado por primera vez en Drosophila, es una proteína clave 

en los procesos de desarrollo en condiciones normales y condiciones patológicas186. 

Durante el desarrollo embrionario, Twist es imprescindible tanto en los primeros 

estadios (la gastrulación y en la simetría dorso-ventral)187-189 como en estadios 

avanzados, en los que los diferentes niveles de expresión de Twist son responsables de 

que las células del mesodermo se orienten a los diferentes linajes de diferenciación 

celular 189 Asimismo, coopera con Snail1 en múltiples fases del desarrollo como un 

factor determinante del mesodermo190. Mutantes de Snail1 y Twist presentan fallo en la 

invaginación ventral y ausencia de tejido mesodérmico191. Posteriormente se demostró 

que Twist interviene activamente en la osteogénesis192 y en la neurogénesis193.  

La ruta de señalización Wnt/β-catenina es una de las vías responsables de 

regulación de la expresión de Twist en la migración de células de Xenopus. Wnt1 regula 

la expresión directa de Twist en Drosophila y ratón121. Estos experimentos han 

demostrado que Twist es clave en los procesos de migración y destino celular en la 

morfogénesis del tubo neural-craneal.  

Al igual que ocurre con los miembros de la familia Snail, Twist reprime la 

expresión de cadherina-E por unión a las cajas E (5’-CANNTG-3 ‘) del promotor, e 



Introducción 
 

32 

induce la expresión de genes mesenquimales induciendo TEM e invasión y metástasis194 
179. Asimismo, numerosos estudios han caracterizado a la proteina Twist como un factor 

clave en proceso de invasión e intravasación156 además de poseer propiedades 

angiogenicas195, resistencia de drogas196 etc. La sobreexpresión de Twist se ha asociado 

con la malignización en el proceso de carcinogénesis en una amplia variedad de 

carcinomas, incluyendo el gástrico, próstata, vejiga, ovario, páncreas, hígado y mama y 

colon.96, 156, 197. 

Recientemente se ha demostrado que Twist desencadena TEM en células 

epiteliales a través de la inducción de la expresión de Snail2. Durante este proceso 

Twist se une a regiones conservadas del promotor de Snail2 e induce su transcripción. 

Por un lado, se ha comprobado en modelos murinos que la inducción de Snail2 es 

esencial para que Twist induzca la invasión celular y las metástasis a distancia y por 

otra parte se ha correlacionado significativamente la expresión se ambas proteínas en 

tumores humanos de mama157.  

Twist está implicado en el proceso apoptótico, capaz de inhibir el oncogén ARF y 

la muerte celular dependiente de p53. Estas observaciones han llevado a proponer 

también a Twist como un marcador antiapoptótico198. 

1.7.2.3. “ Switch”  de cadherinas 

Twist induce la expresión de N-cadherina, molécula transmembrana que 

interacciona a través de uniones homofílicas con células vecinas, fundamentalmente en 

el tejido neural, y es esencial en el desarrollo embrionario en el proceso de 

morfogénesis neural y mesodermo. Varios estudios han demostrado mediante el uso de 

embriones de Drosophila -/- para Twist y Snail1, que Twist es esencial para la 

inducción de la expresión de N-cadherina durante la gastrulación, mientras que Snail1 

sería necesario para el aumento de expresión de esta cadherina después de la 

gastrulación156. 

Se ha establecido una clara correlación entre la sobreexpresión de Twist y un 

aumento en la expresión de N-cadherina199 en tumores de estómago179 y próstata200.  

Con todos estos resultados Twist es considerado como el responsable del 

denominado “cambio de cadherinas” (“cadherin switch”), por el cual se produce un 

intercambio de moléculas de cadherina-E por cadherina-N, durante el proceso de 

TEM201, tanto en el proceso carcinogénico como en el desarrollo embrionario en la 
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formación de neuroectodermo202, 203. Para muchos autores dicho switch también se 

aplica a situaciones en que los niveles de expresión de cadherina-E no varían pero si de 

N-cadherina. Varios estudios han demostrado que la expresión de N-cadherina favorece 

la adquisición de motilidad en las células epiteliales y por tanto es considerado 

actualmente como un marcador mesenquimal204-206. 

1.7.2.4. Proteínas Fox 

Las proteínas Fox (del inglés Forkhead box) componen una familia de factores de 

transcripción que regulan la expresión de genes implicados en el crecimiento celular, 

proliferación, diferenciación y supervivencia207-209. 

Estructuralmente se caracterizan por presentar una secuencia de 80-100 

aminoácidos (forkhead box), que adopta forma de horquilla, responsable de unión al 

DNA210.  

La familia Fox se expresa en diversos tejidos y órganos, tanto en el desarrollo 

embrionario como en el individuo adulto211. En concreto la proteína FoxC2, pertenece 

como su nombre indica a la subfamilia “C” y está directamente implicado en el 

desarrollo cardiovascular212, en los primeros estadios de la organogénesis renal, como la 

diferenciación de podocitos y maduración de la membrana basal glomerular213-215. 

Otros autores han demostrado la implicación de Foxc2 en el proceso de 

angiogénesis interaccionando con VEGF y proteínas de la ruta de señalización Notch216, 

induciendo la expresión de integrina β3, contribuyendo a la migración de células 

endoteliales y su adhesión217, 218. Está involucrado activamente en la linfangiogénesis y 

define el fenotipo de los capilares linfáticos y vasos linfáticos colectores. En los adultos 

se expresa abundantemente tanto en los vasos linfáticos como en las válvulas linfáticas. 

Los vasos linfáticos colectores en ratones FOXC2 -/- pierden las válvulas, mientras que 

los capilares linfáticos adquieren recubrimientos ectópicos con componentes de la 

lámina basal y células de músculo liso219, 220. 

En los últimos años, varios estudios han demostrado la implicación de Foxc2 en la 

progresión tumoral. Su sobreexpresión en modelos murinos incrementó el potencial 

invasivo de células tumorales de mama con posterior metástasis pulmonar. Además, la 

sobreexpresión de Foxc2 en células MDCK (del inglés Madin-Darby Canine Kidney) 

desencadenó el proceso de TEM con incremento en la capacidad migratoria e invasiva 

de células epiteliales tubulares. En este estudio se demostró que Foxc2 no es en sí 
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mismo un represor directo de cadherina-E, sino que está inducido por los represores 

clásicos tales como Snail1, Snail2 así como por TGF-β158. Foxc2 no afecta a los niveles 

de RNAm de cadherina-E sino que redirige a las moléculas de cadherina-E hacia el 

citoplasma, impidiendo que las posibles moléculas recién sintetizadas se anclen a la 

membrana. Por este motivo se considera que Foxc2 se encarga de mantener el 

componente mesenquimal en el programa de TEM158.  
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2. HIPÓTESIS 

Por todo lo anteriormente expuesto, planteamos las siguientes hipótesis. 

La capacidad invasiva y metastatizante de los tumores neuroendocrinos es 

consecuencia de un proceso de Transición Epitelio-Mesénquima en el frente de invasión 

del tumor primario. Este proceso es desencadenado por la expresión de factores de 

transcripción como Snail1, Snail2, Twist, Foxc2, represores del gen de cadherina-E. 

Las alteraciones moleculares de estas proteínas pueden servir como marcadores 

diagnósticos o pronósticos en los TNE de pulmón y GEP. 

 

3. OBJETIVOS 

Para contrastar las hipótesis enunciadas, se plantearon los siguientes objetivos 

concretos: 

1. Estudiar la expresión proteica de los factores desencadenantes de la Transición 

Epitelio-Mesénquima (Snail1, Snail2, Twist, Foxc2), así como de las moléculas 

alteradas en dicho proceso (Cadherina-E, β-catenina y Cadherina-N). 

2. Estudiar la expresión génica de dichas moléculas, por análisis RT-PCR en 

muestras congeladas de tumores neuroendocrinos procedentes del Banco de Tumores 

del Hospital Universitario Central de Asturias. 

3. Relacionar los hallazgos moleculares con variables clinicopatológicas como edad, 

sexo, diagnóstico, localización anatómica, tamaño tumoral, índice mitótico y de 

proliferación, desarrollo de metástasis ganglionares y a distancia, estadio, consumo 

de tabaco y alcohol y grado tumoral. 

4. Establecer el valor pronóstico de los hallazgos moleculares, mediante análisis de 

supervivencia univariante (Kaplan Meier) y multivariante (Cox). 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

Para alcanzar los objetivos propuestos, utilizamos el material y la metodología descritos 

a continuación. 

4.1. Selección de pacientes y muestras 

Los pacientes seleccionados para el estudio fueron aquellos diagnosticados con: 

� TNE de pulmón entre los años 1990 y 2009 en el Hospital Universitario 

Central de Asturias (HUCA), Instituto Nacional de Silicosis y Centro 

Médico de Asturias.  

� TNE GEP entre los años 1999 y 2009 en HUCA y el Hospital Virgen del 

Rocío de Sevilla. 

Con el fin de crear una base de datos para estos dos grupos de pacientes, se 

solicitó autorización a la Comisión Oncológica del Centro Hospitalario para revisar las 

historias clínicas facilitadas a través del Registro Hospitalario de Tumores.  

Se recogieron las variables clínicopatológicas de los pacientes y sus tumores, así 

como los datos de evolución de la enfermedad, quedando los casos distribuidos según se 

indica en las Tablas 9 y 10. 

Tabla 9: Frecuencias de Serie de TNEGEP 

 TNEGEP (Excl. Apéndice) 

(%) 

TNE 

Apéndice (%) 

Edad 

 (Media 60 años; 

rango 36-87) 

(Media 40 años; 

rango 10-76) 

<60 años 49(53,8) <40      11 (57,9) 

>60 años 42(46,2) >40        8 (42,1) 

Sexo 

Hombre 49 (53,8) 12 (63,2) 

Mujer 42 (46,2) 7 (36,8) 

Hábitos tabáquicos 

No fumador 26 (28,6) 4 (21,1) 

Fumador 29 (31,9) 2 (10,5) 

Perdidos 36 (39,6) 13 (68,4) 

Hábitos alcohólicos 

No bebedor 31 (27,7) 4 (21,1) 

Bebedor  31 (27,7) 2 (10,5) 

Perdidos  36 (39,6) 13 (68,4) 
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Diagnostico OMS 

TNE G1 (carcinoide) 49 (53,8) 16 (84,2) 

TNE G2 17(18,7) 1 (5,3) 

CNE G3-CG 5 (5,5) 1 (5,3) 

CNE G3-CP 20 (22) 1 (5,3) 

Localización tumoral 

Estómago 18 (19,8) - 

Intestino delgado 28 (30,8) - 

Páncreas  22 (24,2) - 

Colon y recto 23 (24,2) - 

Tamaño tumoral 

< media  2,7 cm 49 (53,8) <1,2     13 (68,4) 

> media  2,7 cm 36 (39,6) >1,2        1(5,3) 

Perdidos  6 (6,6) 5(26,3) 

Diferenciación histológica 

Bien diferenciado 68 (74,7) 18 (94,7) 

Poco diferenciado 23 (25,3) 1 (5,3) 

Estadio 

I 23 (25,3) 8 (42,1) 

IIA 7 (7,7) 3 (15,8) 

IIB 7 (7,7) 1 (5,3) 

IIIA 1 (1,1) - 

IIIB 24 (26,4) - 

IV 21 (23,1) 2 (10,5) 

Perdidos 8(8,8) 5 (26,3) 

Grado tumoral 

G1 49 (53,8) 15 (78,9) 

G2 17 (18,7) 2 (10,5) 

G3 25 (27,5) 2 (10,5) 

Índice mitótico (x 10 CGA) 

< 2 Mitosis 59 (64,8) 16(84,2) 

3-20 Mitosis 16 (17,6) 3(15,8) 

>20 Mitosis 16 (17,6) - 

Índice de proliferación  (Ki67%) 

< 2% 50 (54,9) 15(78,9) 

2-20% 17 (18,7) 2 (10,5) 

>20% 24 (26,4) 2 (10,5) 

Invasión vascular 

Ausente 48 (52,7) 17 (89,5) 

Presente  43 (47,3) 2 (10,5) 
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Afectación ganglionar 

Ausente 59 (64,8) 18 (94,7) 

Presente 32 (35,2) 1 (5,3) 

Necrosis 

Ausente 71 (78) 18 (94,7) 

Presente 20 (22) 1 (5,3) 

Metástasis a distancia 

Ausente 70 (76,9) 17 (89,5) 

Presente 21 (23,1) 2 (10,5) 

Supervivencia media (meses) 

Serie completa  33 26 

Vivos  38 28 

Exitus 23 1 

 

Tabla 10: Frecuencias Serie de TNE de 

pulmón 

 Frecuencia (%) 

Edad 

(Media 56 años; rango 16-87) 

<56 años 62 (46,3) 

>56 años 72 (53,7) 

Sexo 

Hombre 89 (66,4) 

Mujer 45 (33,6) 

Hábitos tabáquicos 

No fumador 52 (38,8) 

Fumador 82 (61,2) 

Diagnóstico OMS 

TC 66 (49,3) 

CA 10 (7,5) 

CNCG 18 (13,4) 

CPCP 40 (29,9) 

Tamaño tumoral (Media 3 cm.) 

<3 cm. 80 (59,7) 

>3 cm. 54 (40,3) 

Afectación ganglionar 

Ausente 84 (62,7) 

Presente 45 (33,6) 

Mitosis (x 10 CGA) 
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<2 Mitosis 64 (47,8) 

3-20 mitosis 11 (8,2) 

>20 mitosis 35 (26,1) 

Necrosis 

Ausente 68 (50,7) 

Presente 45 (33,6) 

Supervivencia media (meses) 

Serie completa 41 

Vivos 47 

Exitus 19 

 

Para este estudio, se reunieron 112 biopsias de TNEGEP y 134 de TNE de 

Pulmón, incluidas en parafina, procedentes de los Archivos del Servicio de Anatomía 

Patológica de cada centro, tras obtener el consentimiento para su utilización en 

investigación por la comisión de Ética Asistencial.  

Tras la revisión de las muestras con el patólogo, se seleccionaron las zonas 

representativas de cada tumor. Para su estadificación se aplicó el sistema TNM según 

las recientes clasificaciones de la OMS de los años 2004 y 2010 para los TNE 

pulmonares y GEP, respectivamente (Tablas 2 y 3). 

4.2. Elaboración de matrices de tejido 

Se reunieron todas las muestras en el Banco de Tumores, donde se procedió a la 

elaboración de las matrices de tejido (TMA, del inglés “Tissue MicroArray”). Se 

repartieron las muestras de zonas representativas del tumor, por triplicado, resultando 

un total de 8 TMAs, de los que se obtuvieron secciones de 4µm de grosor en el 

microtomo, permanecieron en una estufa a 60º C durante 12 horas, con el fin de 

conseguir una adherencia óptima del tejido al portaobjetos. Parte del material cortado 

fue teñido con hematoxilina-eosina y otra parte fue reservada para estudios 

inmunohistoquímicos.  

Las muestras destinadas a la extracción de ARN se obtuvieron del Banco de 

Tumores del HUCA, donde estaban conservadas a –80º C. De los 134 pacientes con 

TNE Pulmonares seleccionados para el estudio, se encontraron disponibles bloques de 

tumores congelados de 38 casos, de los cuales 20 disponían de tejido sano. De los 119 

pacientes con TNE GEP ssolo se recogieron 15 casos, de los cuales 10 disponían de 

tejido sano. 
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4.3. Técnica inmunohistoquímica 

El análisis inmunohistoquímico permite la identificación, sobre muestras tisulares 

o citológicas, de determinantes antigénicos característicos, mediante la aplicación 

directa de anticuerpos policlonales o monoclonales. Desde que A. Coons descubriera la 

técnica en la década de 1940, esta herramienta se ha convertido en una de las técnicas 

más habituales e imprescindibles para muchos laboratorios a través de muchas 

aplicaciones. Su automatización, en el siglo XX aumentó el poder de este método para 

demostrar la presencia de antígenos únicos en los tejidos y células. De esta manera, es 

posible determinar la localización e intensidad de su expresión. 

Las proteínas de interés en el presente trabajo fueron: Snail1, Snail2, Twist, 

Foxc2, Cadherina-E, β-catenina, Cadherina-N, Vimentina, CD68. 

Una variante en la técnica inmunohistoquímica es la inmunodetección indirecta, la 

cual se basa en la aplicación sobre el tejido de un anticuerpo primario cuya región Fc es 

reconocida por un segundo anticuerpo marcado. Este método es mucho más sensible 

que la inmunodetección directa (sin anticuerpo secundario) ya que el anticuerpo 

primario es reconocido por más de una molécula de anticuerpo secundario, que se 

traduce en una amplificación de la señal. Lo más habitual es el uso de estos anticuerpos 

secundarios conjugados con estreptavidina-peroxidasa de rábano (HRP) que, mediante 

una reacción enzimática, cataliza la oxidación por peróxido de hidrógeno de 3,3 ‘-

tetrahidrocloruro diaminobencidina (DAB), generándose un precipitado insoluble de 

color marrón que puede ser visualizado. Este cromógeno actúa como donante de 

electrones mientras que el peróxido de hidrógeno es el sustrato de la peroxidasa. 

En nuestro estudio, se ha utilizado un sistema de anticuerpo secundario libre de 

biotina basado en la tecnología de multímeros, denominado OmniMap™ anti-Rabbit 

(Ventana Medical Systems, Arizona). Se compone de un multímero de alto peso 

molecular, conjugado covalentemente con un gran número de moléculas de enzima (por 

ejemplo peroxidasa de rábano, hasta 100 moléculas por cadena) y de anticuerpo 

secundario (hasta 20 moléculas por cadena). Este marcaje permite disminuir el tiempo 

de incubación y la concentración de uso de los anticuerpos, con una mejora en la 

amplificación de la señal si la comparamos con el sistema biotina-avidina. Proporciona 

fondo limpio en combinación con una mayor especificidad y sensibilidad, lo que 

aumenta la relación señal / ruido. Están diseñados para usarse en conjunto en el sistema 

automático de tinción DISCOVERY® (Ventana Medical Systems, Arizona), 
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proporcionando resultados reproducibles y comparables. El procedimiento se inició en 

este equipo tras el desparafinado de las muestras con EZ Prep (Ventana Medical 

Systems, Arizona). En todos los casos fue necesaria la recuperación antigénica, 

procedimiento por el cual se logra el desenmascaramiento del antígeno, eliminando los 

enlaces cruzados y los iones calcio, generados por el uso de fijadores, como el formol. 

Para ello, se trataron las muestras a elevada temperatura en tampón citrato CC2 

(Ventana Medical System, Arizona), a pH 6ª 100ºC para las incubaciones del anticuerpo 

anti-Snail1, anti-Snail2, anti-Foxc2, anti-Twist y anti-β-catenina durante 8 minutos. 

Para las incubaciones de anti-cadherina-E, anti-cadherina-N y anti-Vimentina, la 

recuperación antigénica se realizó en tampón Tris-EDTA CC1 (Ventana Medical 

System, Arizona) a pH 9 a 100ºC durante 8 minutos.  

El tratamiento utilizado para bloquear y eliminar la actividad peroxidasa endógena 

fue la incubación con peróxido de hidrógeno al 3% (Ventana Medical System, Arizona) 

durante 4 minutos. Por otra parte, para evitar las uniones inespecíficas del anticuerpo se 

utilizó como bloqueante, caseína al 1% (Ventana Medical System, Arizona) durante 30 

minutos. La incubación para todos los anticuerpos se realizó de 37ºC. En la tabla 11 se 

recogen los anticuerpos primarios utilizados, la casa comercial, dilución aplicada y 

tiempo de incubación. 

Tabla 11 

Anticuerpo Especie  Casa comercial Dilución Tiempo de incubación 

Snail1 Conejo Abcam Cambridge, UK 

(ab63371) 

1:300 60 min. 

Snail2 Conejo Abcam Cambridge, UK 1:100 60 min. 

Twist Conejo Abcam Cambridge, UK 

(ab50581) 

1:1000 30 min 

Foxc2 Conejo ABR Affinity Bioreagents, 

Colorado USA 

1: 600 30 min 

Cadherina-E Ratón DakoCytomation, Glostrup, 

Denmark 

1:100 20 min. 

β-catenina Ratón Sigma, Missouri, USA 1:1000 20 min. 

Cadherina-N Ratón Becton Dickinson, NJ, 

USA 

1:200 30 min. 

Vimentina Ratón Ventana Medical System, 

Arizona 

1:100 20 min. 

CD68 Ratón DakoCytomation, Glostrup, 

Denmark 

1:2000 60 min 
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Tras la incubación con el anticuerpo secundario correspondiente (a temperatura 

ambiente durante 15 minutos) se llevó a cabo el revelado añadiendo a las muestras el 

cromógeno (DAB) y peróxido de hidrógeno (ChromoMap, Ventana Medical System, 

Arizona), responsables de la reacción cromogénica. 

Se realizó una tinción con Hematoxilina (Ventana Medical System) en todas las 

preparaciones, proporcionando contraste a la reacción, para finalmente deshidratar y 

montar las preparaciones con Entellan® (Merck, Alemania).  

4.4. Técnica de inmunofluorescencia 

La inmunofluorescencia indirecta (IF) es una técnica que, al igual que la 

inmunohistoquímica indirecta, emplea anticuerpos secundarios conjugados con 

fluorocromos. Los fluorocromos son moléculas que, al ser excitadas con la energía de 

una determinada longitud de onda, son capaces de emitir energía de una longitud de 

onda mayor.  

Mediante el uso de dos marcadores fluorescentes que emiten energía de longitud 

de onda diferente, es posible determinar simultáneamente en una preparación la 

localización de dos antígenos, con el fin de detectar una posible colocalización espacial 

de dos proteínas. 

Esta técnica se ha utilizado para demostrar la expresión de Snail1 en macrófagos 

activos. Para ello utilizamos el marcador específico de macrófagos, CD68. El 

procedimiento fue idéntico a la técnica inmunohistoquímica hasta la incubación de 

ambos anticuerpos primarios, la cual se realizó conjuntamente durante 60 min a 37ºC en 

el sistema automático de tinción DISCOVERY® (Ventana Medical Systems, Arizona). 

Transcurrido este tiempo las muestras se lavaron con tampón fosfato y se incubaron con 

los siguientes anticuerpos secundarios fluorescentes: Policlonal Alexa Fluor® 488 

(Invitrogen, USA) y Monoclonal Alexa Fluor® 546 (Invitrogen, USA) durante 60 min 

cada uno, en oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente las muestras fueron 

montadas en medio acuoso (SoutherBiotech, USA) con DAPI (Invitrogen, USA). 

La colocalización se visualizó en el equipo microscopio confocal, Leica TCS SP2, 

utilizando las siguientes fuentes de iluminación para la excitación de cada fluorocromo: 

láser Argon/Krypton 488nm, láser Helio/Neon 543nm y Diodo Azul-violeta 405nm 

respectivamente.  
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4.5. Valoración de las tinciones inmunohistoquímica s 

La evaluación de cada muestra se realizó conjuntamente con el patólogo al 

microscopio óptico, de la manera siguiente:  

Respecto a los factores de transcripción, se valoraron tanto la intensidad de la 

tinción nuclear (en una escala 0-3), como el porcentaje de núcleos positivos (0%-100%). 

El producto de ambos parámetros proporcionó una puntuación para cada caso. Con fines 

estadístico, cada una de las variables se dicotomizó en función del valor de la mediana 

para la población en estudio. El mismo criterio se aplicó a la valoración de las tinciones 

de cadherina-E, cadherina-N y β-catenina, para las cuales se consideró también su 

localización, en función de su presencia o ausencia de la membrana. Para el caso de la 

expresión de vimentina solo se tuvo en cuenta la presencia o ausencia de la tinción. 

4.6. Aislamiento de ARN 

El ARN total se extrajo mediante el método de extracción fenólica con TRIZOL 

(Reagent InvitrogenTM Ambion) de Chomczynski y Sacchi 221, basado en el uso de 

una solución monofásica de fenol e isotiocianato de guanidina para la lisis de las células 

y la separación de la muestra en dos fases (acuosa y orgánica), seguida de la extracción 

con cloroformo y precipitación del ARN total con isopropanol, a partir de la fase 

acuosa. 

El tejido se homogeneizó mecánicamente en 1 ml de TRIZOL y se centrifugó a 

12000 rpm durante 15 minutos a 4 ºC, tras lo cual el ARN, que se localizaba en la fase 

superior acuosa, se transfirió a un tubo con 500 µl de isopropanol, donde fue 

precipitado. Las muestras se conservaron a –20 ºC hasta su utilización. 

4.7. Determinación de la concentración e integridad  del ARN 

Tras la extracción de ARN, su integridad se evaluó normalmente observando las 

dos bandas mayoritarias correspondientes al ARN ribosomal: 18S y 28S mediante 

métodos electroforéticos, en geles de agarosa en condiciones desnaturalizantes.  

Para valorar la calidad del ARN en este estudio, se utilizó la tecnología del Agilent 

2100 Bioanalyzer y ARN Nano Labchip (Agilent Technologies). Se trata de un 

dispositivo que combina una electroforesis microcapilar de microfluidos y detección 

fluorescente, proporcionando un electroferograma que relaciona la medida de la 

fluorescencia con los tamaños moleculares. Con la ayuda de un programa informático, 
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se determinó la relación entre las bandas de ARN ribosomal, la concentración de la 

muestra y el RIN (del inglés “RNA Integrity Number”) cuyo valor indica el estado en el 

que se encuentra el ARN 222. Se considera que el ARN es de buena calidad cuando su 

RIN se encuentra por encima de 6 y el ratio 28S:18S es próximo a 2. De los 38 casos de 

TNE de Pulmón inicialmente disponibles, se descartaron 8 por no proporcionar un ARN 

de calidad aceptable para el estudio. 

De los 15 casos de TNEGEP solo 2 casos presentaron ARN de calidad, por lo que 

se decidió descartar esta serie para el análisis de expresión de ARNm. 

4.8. Retrotranscripción y PCR cuantitativa (RT-Q-PC R) 

Para los casos que mostraban un ARN de calidad apropiada, se obtuvo el cDNA 

mediante RT-PCR. Esta se llevó a cabo con GeneAmp ARN-PCR (Applied 

Biosystems), para la cual se utilizó 1 µg de ARN total y hexámeros aleatorios como 

cebadores hasta un volumen final de 20 µl. Las condiciones de RT-PCR utilizadas 

fueron las siguientes:  

1. 15 min. a 42 ºC (retrotranscripción) 

2. 5 min. a 99 ºC (desnaturalización)  

3. 5 min. a 5 ºC. 

Para comprobar la calidad del cDNA, se realizó una PCR control en condiciones 

estándar, utilizando BioTaq DNApol (Bioline) y los oligonucleótidos específicos 

(Thermo Scientific) para la amplificación del gen que codifica β-actina, que genera un 

fragmento de 353 pb. Las reacciones de PCR se realizaron en termocicladores ABI9700 

(Applied Biosystems) y Mastercycle epgradient (Eppendorf). El resultado de la 

reacción se comprobó mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,4%. 

La PCR cuantitativa se llevó a cabo para cuantificar la expresión génica del factor 

de transcripción Snail1 (gen SNAI1), de la cadherina-E (gen CDH1), de Twist (gen 

TWIST1), de Foxc2 (gen FOXC2) y de cadherina-N (gen CDH2), de todas las muestras 

tumorales seleccionadas y de tejido sano peritumoral disponible, empleando GAPDH 

como gen endógeno.  

Para llevar a cabo la técnica, se utilizó TaqMan® Gene Expresión Assays 

(Applied Biosystems) que contiene los cebadores directo y reverso específicos del gen 

en cuestión junto con la sonda TaqMan MGB (6-FAM). Este tipo de sonda se 



Materiales y Métodos 
 

45 

caracteriza por poseer en el extremo 5´ un fluoróforo (6-carboxi fluoresceína o FAM) y 

en el extremo 3´ un “quencher” no-fluorescente asociado a un motivo de unión al surco 

menor de la doble hélice del ADN (MGB, del inglés “Minor Groove Binder”). Este 

diseño permite que la sonda sea más corta y más específica con la misma Tm. 

Las reacciones de PCR para los seis genes (SNAI1, CDH1, TWIST1, FOXC2, 

CDH2 y GAPDH) se realizaron en un volumen final de 20 µl con 0,3 µl de cDNA, 10 

µl de TaqMan Universal PCR Master Mix (con AmpErasa® UNG, que evita 

contaminaciones con productos de PCRs anteriores) (Applied Biosystems) y 1 µl de 

TaqMan® Gene Expresión Assays y fueron llevadas a cabo por duplicado en placas de 

96 pocillos (Applied Biosystems). Las condiciones de amplificación fueron las 

siguientes: 2 min. a 50 ºC (temperatura de activación de la AmpErasa® UNG), 10 min. 

a 95ºC (activación de la DNA pol) y 40 ciclos de 15 s a 95ºC y 1 min. a 60ºC 

(amplificación). Todas las reacciones se realizaron con el sistema de detección 7900 

Real-Time PCR System (Applied Biosystems). 

La cuantificación de la amplificación se realizó de la siguiente manera: 

• Cálculo de Ct (del inglés “threshold cycle”, ciclo umbral en el que se detecta por 

primera vez el producto de amplificación): tomando el valor medio de los 

duplicados llevados a cabo para los genes diana (SNAI1, CDH1 TWIST1, 

FOXC2, CDH2) y el gen control (GAPDH) en todas las muestras tumorales y en 

las muestras de tejido normal disponibles.  

• Cálculo de ∆Ct: diferencia entre el Ct de los genes a estudio (SNAI1, CDH1, 

TWIST1, FOXC2, CDH2) y el Ct del gen endógeno (GAPDH) en cada muestra 

(T, tumoral, N, sana). 

• Cálculo de ∆∆Ct: diferencia entre ∆Ct del tumor (T) respecto al tejido sano (N), 

en los casos disponibles. 

• Q, determina la magnitud del cambio (“fold change”). Los cambios fueron 

considerados cuando Q≥2.  
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4.9. Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico de los resultados moleculares y parámetros clínico-

patológicos, se aplicó el test Chi-cuadrado (χ2) (con la corrección de Yates en caso 

conveniente). Se utilizó el test t de Student o U de Mann-Whitney para la comparación 

de variables numéricas continuas paramétricas o no paramétricas, respectivamente, con 

otras variables categóricas dicotómicas, con la ayuda del programa del paquete 

estadístico SPSS 19.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL). Con este mismo programa se 

calcularon las curvas de supervivencia mediante el método de Kaplan-Meier. Las 

diferencias entre los tiempos de supervivencia se analizaron mediante el método de log-

rank. Se llevó a cabo un análisis multivariante (para examinar el impacto relativo de las 

variables que dieron resultados significativos en análisis univariante) mediante el 

método de regresión de Cox (Forward Wald). Los valores p corresponden a test 

bilaterales. Se consideró significativo un valor p ≤ 0,05.  
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5. RESULTADOS 

 
Valoración inmunohistoquímica de la expresión proteica  

 

La valoración de la inmunotinción de cadherina-E, cadherina-N y β-catenina se 

realizó considerando la intensidad de la señal (débil vs. elevada) y su patrón (membrana 

vs. citoplasma, con la salvedad de que β-catenina puede presentar además de los 

patrones descritos, localización nuclear.  

Para los represores transcripcionales, solo se tuvo en cuenta la expresión, débil o 

elevada (para la serie de pulmón) y ausente o presente (para la serie GEP) de la señal 

nuclear, puesto que es en el núcleo donde están activos, ejerciendo la función represora.  

La valoración de la inmunotinción de Vimentina se realizó considerando la 

presencia o ausencia de señal en las células tumorales.  

En la Figura 11 y 12 se muestran un ejemplo representativo de todos los patrones 

de tinción de cada marcador. 
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Figura 11: A: Intensidad elevada y de membrana de cadherina-E; B: Intesidad débil de cadherina-E; C: 

Intensidad elevada y de membrana de β-Caterina; D: Patrón nuclear de β-Caterina; E: Intesidad elevada y 

de membrana de cadherina-N; F: Intesidad débil y citoplásmica de cadherina-N; G: Inmunotinción 

negativa de Vimentina; H: Inmunotinción positiva de Vimentina 
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Figura 12: A: Expresión negativa de Snail1; B Expresión positiva de Snail1. C: Expresión negativa de 

Snail2; D: Expresión positiva de Snail2; E: Ausencia de Twist1, F: Expresión positiva de Twist1; G: 

Expresión negativa de Foxc2; H: Expresión positiva de Foxc2 

5.1. ANÁLISIS DE LA SERIE DE TNE DE PULMÓN 

5.1.1. Análisis inmunohistoquímico en el epitelio r espiratorio sano 

En las muestras normales de epitelio respiratorio sano, cadherina-E (Fig.13-B) y 

β-catenina (Fig. 13-C) presentaban una tinción elevada con un patrón lineal de 

membrana, mientras que se detectó señal nuclear débil o nula de Snail1 (Fig. 13-D), 

Snail2 (Fig. 13-E), Twist (Fig. 13-F) y Foxc2 (Fig. 13-G). Tanto la cadherina-N como 

Vimentina resultaron negativas (Fig. 13 H-I respectivamente). 
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Figura 13: Expresión de los marcadores implicados en TEM en el epitelio respiratorio sano 

5.1.2. Frecuencias de las valoraciones moleculares en los TNE de pulmón 

La serie de TNE de pulmón constaba de 134 muestras. Del análisis 

inmunohistoquímico de cada marcador, se obtuvieron las siguientes frecuencias, 

recogidas en la tabla 12:  

Tabla 12 

  Frecuencias 

(%) 

Débil 71 (53) Expresión 

cadherina-E Elevada 63 (47) 

Membrana 65 (48,5) Patrón  

cadherina-E Citoplasma 57 (42,5) 

Débil 66 (49,3) Expresión 

β -catenina Elevada 68 (50,7) 

Membrana 75 (56) 

Citoplasma 31 (23,1) 

Patrón 

β -catenina 

Núcleo 8 (6) 

Íntegro 51 (38,1) Integridad del  

complejo 

cadh-E/β-cat. 

Alterado 83 (61,9) 
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Débil 67 (50) Expresión 

cadherina-N Elevada 67 (50) 

Membrana 45 (33,6) Patrón 

cadherina-N Citoplasma 56 (41,8) 

Débil 73 (54,5) Expresión 

Snail1 Elevada 61 (45,5) 

Débil 77 (57,5) Expresión 

Snail2 Elevada 57 (42,5) 

Débil 71 (53) Expresión 

Twist Elevada 63(47) 

Débil 92 (68,7) Expresión 

Foxc2 Elevada 42 (31,3) 

Negativa 126 (94) Expresión 

Vimentina Positiva 7 (5,2) 

 

5.1.3. Asociaciones entre las variables clínico-pat ológicas y valoraciones 

moleculares en TNE de Pulmón 

Los tumores de alto potencial de malignidad (CNCG y CPCP) presentaron una 

expresión reducida tanto de cadherina-E, β-catenina, como de cadherina-N, en 

comparación con los tumores de bajo grado (Carcinoides) (p=0,0001)  En el modelo 

aceptado para TEM – asociado a malignidad tumoral - se describe un cambio de 

expresión de cadherinas, llamado “switch” de cadherinas, según el cual se produciría un 

aumento en la expresión de cadherina-N con o sin reducción de la expresión de 

cadherina-E. En la serie estudiada no observamos dicho cambio, es más, la cadherina-N 

no solo no aumenta su expresión con el desarrollo tumoral, sino que disminuye, 

siguiendo una tendencia paralela a la de la cadherina-E. 

Tanto la cadherina-E como la β-catenina se encontraban localizadas en el 

citoplasma con mayor frecuencia en los tumores de alto grado de malignidad, respecto a 

los de bajo grado, por lo que en aquellos tumores se perdía la integridad del complejo 

cadherina-E/β-catenina en la membrana (p=0,0001).  

Adicionalmente, la integridad del complejo cadherina-E/β-catenina se encontraba 

perdida en las categorías desfavorables de las siguientes variables clínico-patológicas: 

tamaño (p=0,006), afectación ganglionar (p=0,0001), necrosis (p=0,0001), IM (p= 

0,0001) y consumo de tabaco (p=0,0001).  
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En cuanto a los represores transcripcionales (Snail1, Snail2, Twist y Foxc2), todos 

mostraron una expresión proteica superior en los tumores de alto grado (p=0,0001), al 

igual que el marcador mesenquimal Vimentina (p=0,012). Para Twist se observó esta 

asociación también a nivel de ARNm (p=0,0006).  

Tumores con niveles elevados de proteína Snail1, Snail2, Twist y Foxc2 aparecían 

con mayor frecuencia en pacientes fumadores, con afectación ganglionar, y cuyos 

tumores presentaban necrosis y un elevado índice mitótico. Snail1, además se expresaba 

en niveles superiores en los tumores de mayor tamaño. 

En la tabla 8.1 del ANEXO se recogen las correlaciones estadísticas entre todas 

las variables consideradas. 

Figura 14 y 15 muestran la expresión de los marcadores implicados en TEM en 

los subtipos tumorales en TNE de pulmón. 

 

Figura 14: H&E, expresión IHQ de cadherina-E, de β-catenina y cadherina-N en los subtipos tumorales 

de TNE de pulmón 
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Figura 15: Expresión IHQ de Snail1, Snail2, Twist1  y Foxc2 en los subtipos tumorales de TNE de 

pulmón 

5.1.3.1. Diagnóstico diferencial entre subtipos tumorales de TNE de Pulmón 

Con el fin de identificar variables moleculares que discriminasen entre subtipos 

tumorales, se establecieron comparaciones de cada variable estudiada sobre los grupos 

de interés (CT vs. CA y CNCG vs. CPCP): 

1. Entre las variables que discriminaron CTs de CAs, se observaron diferencias 

significativas en los patrones de las diferentes moléculas de adhesión: Patrón de 

cadherina-E (p=0,0001), patrón de β-catenina (p=0,032) y patrón de cadherina-N 

(p=0,011), así como en la integridad del complejo cad-E/β-cat (p=0,009).  

2. En cuanto a las variables que permitieron diferenciar a CNCG de CPCP, se 

encontraron diferencias significativas de la expresión elevada de Snail1 (p=0,0001), de 

Snail2 (p=0,0001) y de Twist (p=0,001), así como expresión reducida de cadherina-E 

(p=0,001), β-catenina (p=0,0001) y patrón citoplásmico de cadherina-N (p=0,001), más 

frecuentes CPCP que en CNCG.  
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5.1.4. Asociación entre las variables moleculares  

Se observó una correlación inversa entre la expresión de cadherina-E y la 

expresión de Snail1 (p=0,02) y de Snail2 (p=0,001) aunque no con la expresión de 

Twist (p=0,209). Este resultado es el esperado, teniendo en cuenta la represión 

transcripcional ejercida por Snail1 y Snail2 sobre cadherina-E. 

Asimismo, el patrón de cadherina-E era de membrana cuando la expresión de los 

marcadores de TEM era reducida: Snail1 (p=0,0001), nivel de RNAm Snail1 (p=0,053, 

t Student), Snail2 (p=0,0001), Twist (p=0,013).  

En cuanto a Foxc2, se observó que no afectaba a los niveles de cadherina-E, 

(p=0,306), pero sí a su localización, encontrándose en el citoplasma en aquellos casos 

con niveles elevados de Foxc2 (p=0,002). Este resultado concuerda con el papel 

descrito para Foxc2. 

Considerando la variable que refleja la integridad el complejo cadherina-E/β-

catenina en la membrana, se observó que ésta se perdía con mayor frecuencia en los 

tumores con niveles elevados de Snail1 (p=0,0001) y de Snail2 (p=0,0001).  

Cabe destacar la observación de una correlación inversa entre la expresión de 

cadherina-N y de Snail2 (p=0,055). Además, la pérdida de la integridad del complejo 

cadherina-E/β-catenina se producía con mayor frecuencia entre los casos con una 

expresión de cadherina-N reducida (p=0,020). Es más, sí se observó una correlación 

directa entre la localización citoplasmáica de cadherina-N en la expresión elevada de 

Snail1 (p=0,000), Snail2 (p=0,009), Twist (p=0,005) y Foxc2 (p=0,045). Es decir, tanto 

cadherina-E como –N parecen seguir cursos paralelos, más que inversos, lo cual 

apuntaría de nuevo a una ausencia de llamado “switch” de cadherinas.  

La expresión de Vimentina se correlacionó significativamente con aumento en la 

expresión de Snail1 (p=0,03) y Snail2 (p=0,019) pero no con la expresión de Twist 

(p=0,595) ni con la de Foxc2 (p=0,510). 

En la tabla 8.2 del ANEXO se recogen las correlaciones estadísticas entre todas 

las variables moleculares estudiadas. 
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5.1.5. Análisis de la expresión ARNm mediante RT-PC R cuantitativa: 

correlaciones 

Disponíamos de ARNm de buena calidad de 30 tumores y de 20 tejidos sanos. 

Tras llevar a cabo las reacciones de RT-Q-PCR, se obtuvieron los valores ∆Ct para cada 

muestra y diana, tomando GAPDH como gen control. Dado que no disponíamos de 

muestra de tejido sano para el total de los casos, optamos por considerar el valor ∆Ct 

medio de las 20 muestras de tejido sano, para cada diana, como referencia para los 30 

tumores. Así, obtuvimos los siguientes resultados, recogidos en la Tabla 13, en términos 

de cambios de expresión (“fold change”) en el tejido tumoral respecto al sano: 

Tabla 13 

N=30 Inalterado Elevado en 

tumor 

Reducido 

en tumor 

CDH1 15 3 12 

CDH2 9 17 4 

SNAI1 12 0 18 

FOXC2 3 1 26 

TWIST1 19 1 10 

 

Casi la mitad de los tumores (12/30) presentaban una expresión de ARNm de 

cadherina-E reducida, en comparación con los tejidos sanos. Y más de la mitad de los 

tumores (17/30) mostraban una expresión de ARNm de cadherina-N superior a los 

tejidos normales. 

En cuanto los represores transcripcionales estudiados, observamos una reducción 

en los niveles ARNm de SNAI1 (18/30), TWIST1 (10/30) y FOXC2 (26/30) en los 

tumores. 

Se observó una correlación entre los niveles de ARNm y proteína de cadherina N 

(p=0,0114, t Student). 

El nivel de ARNm de SNAI1, FOXC2 y TWIST1 era semejante en los tumores que 

expresaban niveles bajos (∆Ct medio 8,19; 9,7 y 10,35, respectivamente) y altos (∆Ct 

medio 8,17; 9,47 y 10,82, respectivamente) de las correspondientes proteínas, lo cual 

sería compatible con una regulación a nivel posttranscripcional. 



Resultados 
 

56 

Análogamente, el nivel de ARNm de CDH1 era semejante en los tumores que 

expresaban niveles bajos (∆Ct medio 2,32) y altos (∆Ct medio 2,79) de la proteína 

cadherina-E, lo cual sería compatible con una regulación a nivel posttranscripcional. 

El nivel de ARNm de CDH1 es similar en los casos en los que la integridad del 

complejo se mantiene (∆Ct medio 2,97) y en los que se pierde (∆Ct medio 2,44), lo cual 

sería compatible con la existencia de mecanismos posttranscripcionales que 

contribuyesen a la alteración del complejo, afectando a la estabilidad de cadherina-E 

(ARNm y/o proteína) o a su interacción con β-catenina. 

5.1.6. Análisis de Inmunofluorescencia (IF) de la e xpresión proteica de 

Snail1 en el tejido normal pulmonar 

 
Analizados los resultados de PCR cuantitiativa, y teniendo en cuenta la reducción 

del nivel de ARNm de Snail1 observada en las muestras tumorales frente a las sanas – 

resultado contradictorio con las observaciones registradas a nivel de proteína -, 

pensamos en la posibilidad de que la existencia de un infiltrado inflamatorio pudiera ser 

la fuente de la señal registrada (ya que RT-PCR se lleva a cabo sobre un lisado 

procedente de todas las células presentes en el tejido, tanto epiteliales como 

inflamatorias). Mediante inmunotinción con marcadores específicos de células 

inflamatorias (CD3, CD8, MLX, CD68, datos no mostrados), constatamos que la 

proporción de células inflamatorias respecto al total de células era superior en los 

tejidos sanos que en los tumorales, ya que en éstos, la abundancia de células tumorales, 

la proporción del componente inflamatorio se reduce. De ser así, dicho infiltrado 

inflamatorio, rico en macrófagos, estaría distorsionando el resultado obtenido en las 

muestras de tejido sano. 

Con el fin de comprobar si dichos macrófagos expresaban Snail1 se llevó a cabo 

un análisis de doble inmunofluorescencia, con el marcador de macrófagos anti-CD68 

(glicoproteína expresada en la membrana plasmática de los macrófagos) y anticuerpo 

anti-Snail1, sobre 3 muestras representativas de tejido sano pulmonar. Las imágenes 

obtenidas sugieren una colocalización de ambas proteínas, por lo que podríamos 

concluir que los macrófagos expresan Snail1 en tejido pulmonar sano (Figura 16). 
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Figura 16: A H&E de tejido pulmonar sano y macrófagos. B: Detección de macrófagos con 

inmunotinción de CD68; C Expresion de Snail1 en macrógafos. D: Colocalización de Anti-Snail1 y Anti-

CD68. E: IF de Anti-CD68 en macrófagos; F: IF de Anti-Snail1 en macrófagos 

5.1.7. Análisis de supervivencia en TNE de Pulmón 

 
El tiempo de seguimiento medio para esta serie fue de 90 meses, con un rango de 

12-242 meses. 

Se analizó el impacto que pudieran tener las diversas alteraciones moleculares 

estudiadas sobre los tiempos de supervivencia de los pacientes. La tasa de supervivencia 

de la población global a los cinco años fue del 62,4% (Figura 17). 

. 

 
Figura 17: Análisis Kaplan-Meier que muestra la supervivencia de la población global en función del 

tiempo (meses) 

La supervivencia difería significativamente (p=0,003) entre los pacientes cuya 

edad era mayor o menor que la media (56 años). Así, aquellos pacientes por debajo de 
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56 años mostraban una supervivencia acumulada a los 5 años de 69% frente al 42 % de 

los mayores de 56 años [supervivencia media de 150 meses (SE, del inglés Standard 

Error:15, frente a los 75 meses (SE:15) de los pacientes mayores de 56 años] (Figura 

18). 

 

 
Figura 18: Funciones de supervivencia, estratificando los pacientes de acuerdo a la edad (Media 56 años) 

 

 

La tasa de supervivencia acumulada de los pacientes estratificados en función del 

diagnóstico fue significativamente mayor en CT y CA [179 meses (SE:13) y 67 meses 

(SE:18) meses de media, respectivamente] que en los CNCG y CPCP [27 meses 

(SE:12) y 28 meses (SE: 6) meses de media, respectivamente] (Figura 19). 

 

 
Figura 19: Funciones de supervivencia, estratificando los pacientes de acuerdo al diagnóstico 

 

En cuanto a la afectación ganglionar y al índice mitótico, la tasa de supervivencia 

acumulada de los pacientes con ganglios libres era significativamente mayor que 
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aquellos con ganglios afectados por el tumor [155 meses de media (SE:13) frente a 27 

(SE:7); p=0,0001], así como en pacientes con índice mitótico de <2 mitosis por 10CGC 

[188 meses de media (SE:10)] de pacientes con 3-20 mitosis por 10 CGA [56 meses de 

media (SE:17)] frente a pacientes con >20 mitosis por 10CGA [24 meses de media 

(SE:7), p=0,0001] (Figuras 20 y 21). 

 

  

Figuras 20 y 21: Funciones de supervivencia, estratificando los pacientes de acuerdo a la presencia o 

ausencia de metástasis ganglionares y respecto al índice mitótico 

 

De la misma manera, se observó que pacientes no fumadores mostraban una tasa 

de supervivencia acumulada mayor que los pacientes fumadores [185 meses de media 

(SE:14) frente a 48 (SE:7), (p=0,0001)] (Figura 22). 

 

 
Figura 22: Funciones de supervivencia, estratificando los pacientes de acuerdo al consumo de tabaco 
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Estos resultados muestran que la serie de tumores estudiada se ajusta al 

comportamiento esperado desde el punto de vista de la evolución de los pacientes, y 

apunta a que se trata de una serie representativa.  

A continuación se analizó el impacto de los niveles de expresión proteica 

estudiados sobre los tiempos de supervivencia de los pacientes. Así, aquellos con 

expresión elevada de Snail1 (p=0,0001), Snail2 (p=0,0001) y Foxc2 (p=0,039) 

presentaron una tasa de supervivencia acumulada reducida; en cambio la expresión 

elevada de Twist (p=0,304) no afecta a la supervivencia de los pacientes con TNE de 

Pulmón (Figuras 23-26). 

 

 

 

Figuras 23-26: Funciones de supervivencia, estratificando los pacientes de acuerdo con el nivel de 

expresión de Snail1, Snail2, Twist  y Foxc2 
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Asimismo, la expresión reducida y deslocalizada de la membrana de cadherina-E, 

de cadherina-N, de β-catenina así como la alteración del complejo cadherina-E / β-

catenina, afectaban a la supervivencia de los pacientes. (Figuras 27-33)  

 

 
Figuras 27-28: Funciones de supervivencia, estratificando los pacientes de acuerdo con el nivel de 

expresión y patrón de cadherina-E 
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Figuras 29-33: Funciones de supervivencia, estratificando los pacientes de acuerdo con el nivel de 

expresión y patrón de β-Caterina, integridad del complejo cadh-E-β-cat, y nivel de expresión y patrón de 

cadherina-N 

 

En la tabla 14 se recogen los datos de supervivencia de los pacientes atendiendo a las 

valoraciones moleculares. 

 

Tabla 14 

Variable  Media 

(meses) 

SE IC 

(95%) 

% 5 

años 

p 

Débil 96 15 ±29 47 Expresión de 

cadherina-E Elevada 87 9 ±19 63,1 

0,045 

Membrana 160 15 ±31 79,3 Patrón de 

cadherina-E Citoplasma 36 6 ±13 28,5 

0,0001 

Débil 83 14 ±27 39 Expresión de 

β-catenina Elevada 95 9 ±19 73 

0,001 

Membrana 145 15 ±31 71 

Citoplasma 24 6 ±12 19,5 

Patrón de 

β-catenina 

Núcleo 27 11 ±22 25 

0,0001 

Integro 177 14 ±28 82 Integridad del 

complejo 

cad-E/ β-cat 
Alterado 72 13 ±26 38,7 

0,0001 

Débil 87 15 ±30 45,4 Expresión de 

cadherina-N Elevada 116 12 ±25 62,5 

0,052 

Membrana 176 14 ±28 83 Patrón de 

cadherina-N Citoplasma 84 14 ±27 43 

0,005 

Expresión de Débil 170 13 ±27 83,2 0,0001 
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Snail1 Elevada 34 6 ±12 26,1 

Débil 161 13 ±26 78 Expresión de 

Snail2 Elevada 35 6 ±12 27 

0,0001 

Débil 116 16 ±32 60 Expresión de 

Twist Elevada 68 9 ±18 47 

0,304 

Débil 126 14 ±27 60 Expresión de 

Foxc2 Elevada 45 7 ±14 42 

0,039 

Negativo 109 12 ±24 54 Expresión de 

Vimentina Positivo 44 15 ±29 44 

0,853 

  

En el análisis multivariante de supervivencia (Cox) se incluyeron las siguientes 

variables, que resultaron significativas en análisis univariante (Kaplan-Meier): edad, 

diagnóstico, afectación ganglionar, índice mitótico y todas las variables moleculares. La 

única variable con valor pronóstico independiente fue el índice mitótico (p=0,075) 

confiriendo un riesgo 2,3 veces superior de muerte a causa del tumor. 

 

5.1.7.1. Análisis de supervivencia de Carcinoides Típicos 

El seguimiento medio de esta serie de tumores fue de 106 meses (rango 14-242). 

Tras observar el resultado de supervivencia en relación al diagnóstico, decidimos 

profundizar en el estudio de los casos con carcinoide típico (CT), cuya evolución es, en 

principio, más favorable que el resto de los grupos (tasa supervivencias a los 5 años de 

90%). Sin embargo, la realidad clínica indica que algunos de estos casos muestran un 

curso desfavorable, sin que sea posible, en la actualidad, conocer a qué grupo 

pertenecerá un paciente concreto. Por ello, nos planteamos estudiar si alguna de las 

variables manejadas en este estudio era útil en la identificación del grupo de pacientes 

con carcinoide típico de peor pronóstico. 

Se observaron diferencias en las tasas de supervivencias a los 5 y a los 10 años, en 

función del sexo (p=0,006) y de la integridad del complejo cadherina-E/β-catenina 

(p=0,03) (Figuras 34-35). Este resultado proporcionaría herramientas que podrían 

ayudar al clínico en la identificación de pacientes con CT de peor pronóstico, 

susceptibles de recibir tratamientos adicionales o de someterse a seguimientos más 

exhaustivos. Ninguna otra variable, anatomopatológica o molecular, permitió esta 

discriminación. 
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Tabla 15: Análisis de supervivencia a los 5 y 10 años de pacientes con carcinoides 

típicos, en base a las variables sexo e integridad del complejo cadherina-E/β-catenina. 

 

Tabla 15 

Supervivencia específica de enfermedad 5 años 10 años p 

Serie Carcinoides Típicos 87% 80 %  

Mujer 100% 100% Sexo 

Hombre 75% 37% 

0,006 

Íntegro 94% 94% Complejo cad-E/β-cat 

Alterado 75% 56% 

0,03 

 

 

 

Figuras 34 y 35: Funciones de supervivencia en pacientes con carcinoides típicos, estratificando según el 

sexo y en función de la integridad del complejo cad-E/β-cat. 

5.2. ANÁLISIS DE LA SERIE DE TNE-GEP  

La serie de TNE GEP constaba de 110 casos, distribuidos en las siguientes 

localizaciones anatómicas: estómago (18), intestino delgado (28), páncreas (22), colon y 

recto (23) y apéndice (19). Un análisis inicial de la supervivencia de estos pacientes, en 

función de la localización del tumor, mostró una clara diferencia entre los pacientes con 

TNE de apéndice frente al resto (Fig. 36), mostrando una tasa de supervivencia 

acumulada a los 5 años de 94,4%. 
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Figuras 36: Funciones de supervivencia, estratificando los pacientes de acuerdo a la localización del 

TNEGEP 

Estas acusadas diferencias de pronóstico se podrían deber a: 

La propia localización anatómica, que determina que los pacientes con TNE de 

apéndice cursen con clínica de apendicitis y sea posible una detección precoz del tumor. 

 Las características clínicopatológicas de estos tumores: en su mayoría son G1, 

presentan un tamaño <1 cm, menos de 2 mitosis x10 CGA y una expresión de ki67 

menor del 2%. Estas observaciones podrían sugerir que la biología subyacente al 

desarrollo de los TNE de apéndice podría diferir de la del resto de TNE, motivo por el 

cual se decidió excluir estos casos de la serie y se estudiaron por separado. Con el fin de 

detectar variables moleculares (entre las planteadas en nuestro estudio) que pudieran 

contribuir a explicar estas diferencias biológicas sospechadas, los comparamos con los 

tumores de peor pronóstico según localización (colorrectal + estómago).  

La tabla 16 recoge las correlaciones estadísticas observadas al comparar dichos 

grupos de TNE: 

 

Tabla 16 

 TNE apéndice vs. 

TNE colon-recto+estómago 

p, test Chi-cuadrado (χ2) 

Observaciones 

TNE de apéndice 

Edad 0,001 Más jóvenes 

Diagnóstico OMS 2010 0,043 Carcinoides G1 

Tamaño tumoral 0,011 Pequeño, < 3 cm 

Índice mitótico 0,024 <2 mitosis x10 CGA 
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% Ki67 0,034 <2 % 

Grado tumoral 0,021 G1 

Diferenciación Histológica 0,007 Bien diferenciados 

Estadio 0,033 Estadio I-II 

Invasión vascular 0,037 No 

Necrosis 0,036 No 

Afectación ganglionar 0,036 No 

Expresión de Snail1 0,0001 Negativos 

Expresión de Snail2 0,048 Negativos 

Expresión de Foxc2 0,0001 Negativos 

Expresión de Cadherinas 0,001 Elevado 

 

Como se observa, los TNE de apéndice están asociados a categorías clínico-

patológicas favorables. Asimismo, las observaciones moleculares apuntan en el mismo 

sentido: son tumores que conservan la expresión de cadherina-E y no expresan 

marcadores propios de TEM o mesenquimales, lo cual podría contribuir a justificar su 

comportamiento biológico poco agresivo.  

Por otro lado, consideramos la opción de realizar el análisis de los TNE de forma 

independiente según su localización. Sin embargo, ésta quedó excluida debido al 

número de casos en cada serie, no suficiente como para extraer conclusiones 

estadísticamente robustas. 

A continuación se describen los resultados obtenidos del análisis de la serie de 

TNE GEP¸ una vez excluidos los de apéndice (N = 91). 

5.2.1. Análisis inmunohistoquímico en el epitelio i ntestinal sano 

Tal y como se observó en el epitelio respiratorio, la inmunotinción de cadherina-E 

(Fig. 37-A) y de β-Caterina (Fig. 37-B), se detectaba en la membrana con patrón lineal, 

ya que ambas forman parte del complejo cadherina-E-β-catenina, indispensable en el 

mantenimiento de la homeostasis tisular.  

Para todos los represores transcripcionales se detectó señal nuclear nula (Snail1-

Fig 37-D; Snail2-Fig. 37-E; Twist-Fig 37-F, Foxc2-Fig 37-G) así como para la 

cadherina-N como para Vimentina (Fig. 37 H-I respectivamente). 
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Figura 37: Expresión de marcadores implicados en TEM, en el epitelio intestinal sano 

5.2.2. Frecuencias de las valoraciones moleculares en los TNE GEP 

Una vez realizado el análisis inmunohistoquímico, se obtuvieron las siguientes 

frecuencias para cada marcador en la serie de TNE GEP (Tabla 17). 

Tabla 17 

  Frecuencias 

(%) 

Débil 48 (52,7) Expresión 

cadherina-E Elevado 43 (47,3) 

Membrana 70 (76,9) Patrón  

cadherina-E Citoplasma 17 (18,7) 

Débil 45 (49,5) Expresión 

β -catenina Elevado 46 (50,5) 

Membrana 60 (65,9) 

Citoplasma 7 (7,7) 

Patrón 

β -catenina 

Núcleo 7 (7,7) 

Íntegro 52 (57,1) Integridad del  

complejo 

cadh-E/β-cat. 

Alterado 37 (40,7) 

Expresión Débil 30 (33) 



Resultados 
 

68 

cadherina-N Elevado 61 (67) 

Membrana 8 (8,8) Patrón 

cadherina-N Citoplasma 18 (19,8) 

Negativo 45 (49,5) Expresión 

Snail1 Positivo 45 (49,5) 

Negativo 51 (56) Expresión 

Snail2 Positivo 40 (44) 

Negativo 48 (52,7) Expresión 

Twist Positivo 43 (47,3) 

Negativo 39 (42,9) Expresión 

Foxc2 Positivo  52 (57,1) 

Negativo 81 (89) Expresión 

Vimentina Positivo 10 (11) 

5.2.3. Asociación entre las variables clínico-patol ógicas y valoraciones 

moleculares en TNE GEP 

De todos los tumores, los TNE G3 (Célula grande y Célula pequeña) presentaron 

las siguientes alteraciones en la expresión IHQ de los marcadores de TEM, con mayor 

frecuencia que los TNE G1 y G2: patrón citoplásmico de cadherina-E (p=0,001), 

expresión débil de β-catenina (p=0,038), así como expresión elevada de Foxc2 

(p=0,015) y una tendencia con nivel elevado de Snail1 (p=0,076). (Figura 38 y 39) 

Con respecto a la localización anatómica, cabe destacar la diferencia observada en 

cuanto a la expresión de Snail1, Snail2 y Foxc2 en tumores de intestino delgado, que 

fue débil en la mayoría de los casos, frente a la expresión de dichos marcadores en 

tumores de estómago, colon-rectal y páncreas (p<0,05 para las tres proteínas). Estos 

resultados concuerdan con la supervivencia más favorable encontrada para el 

subconjunto de pacientes con TNE de intestino (Ver figura 36). 

La presencia de necrosis y el grado tumoral se asociaban a patrón citoplásmico de 

cadherina-E (p=0,047, p=0,001, respectivamente), expresión débil de cadherina-N 

(p=0,004, p=0,003, respectivamente), expresión elevada de Snail1 (p=0,043, p=0,035, 

respectivamente), y expresión elevada de Foxc2 (p=0,004, p=0,005, respectivamente).  

En esta serie, al igual que en la de TNE de pulmón, no se observó un cambio en el 

patrón de expresión de cadherinas. Al contrario, cabe destacar la asociación de la 

expresión elevada de cadherina-N con las categorías favorables de las siguientes 

variables clínico-patológicas: necrosis –ausencia- (p=0,004) y grado -G1- (p=0,0001). 
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Por otro lado, la localización citoplasmática de cadherina-N se asocia con ausencia de 

afectación ganglionar (p=0,04) y estadios tempranos, I-II (p=0,049). 

Los tumores de los pacientes con hábito alcohólico mostraban alteración del 

complejo cadherina-E/β-catenina (p=0,01).  

En la tabla 8.3 del ANEXO se recogen las correlaciones estadísticas entre todas 

las variables estudiadas. 

Figuras 38 y 39 muestran la expresión de los marcadores implicados en TEM en 

los subtipos tumorales en TNE de pulmón. 

Figura 38: H&E, Ki67, expresión IHQ de cadherina-E, de β-catenina y cadherina-N en los subtipos 

tumorales de TNEGEP 
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Figura 39: Expresión IHQ de Snail1, Snail2, Twist1 y Foxc2 en los subtipos tumorales de TNEGEP 

5.2.3.1. Diagnóstico diferencial entre subtipos tumorales de TNEGEP 

Al igual que en la serie de TNE de pulmón, se establecieron comparaciones de 

cada variable molecular estudiada sobre los grupos de interés en TNEGEP (TNEG1 vs 

TNEG2 y CNEG3-CG vs CNEG3-CP) con el fin de encontrar variables moleculares que 

discriminasen entre subtipos tumorales. 

1. Ninguna de las variables consideradas permitía dicriminar los TNEG1 vs. TNEG2  

2. En cuanto a las variables que permitieron diferenciar a CNEG3-CG vs. CNEG3-

CP: se encontraron diferencias significativas de la expresión débil de β-catenina y de 

cadherina-N más frecuentes en los CNEG3-CP que en los CNEG3-CG. (p=0,009 y 

p=0,002 respectivamente). 

5.2.4. Asociaciones entre las valoraciones molecula res en TNE GEP 

Entre las variables moleculares analizadas en la serie de TNEGEP, hay que 

destacar que no se observó asociación entre los niveles de expresión de Snail1 y 

cadherina-E, aunque sí entre la expresión elevada del represor y la localización 



Resultados 
 

71 

citoplasmática de la cadherina-E (p=0001) y, por tanto, con la pérdida de la integridad 

del complejo con β-catenina (p=0,028).  

Cabe destacar también que la expresión elevada de cadherina-N se asociaba con la 

preservación de la integridad del complejo cadherina-E/β-catenina (p=0,04).  

Aunque no se observó el cambio de patrón de expresión de cadherinas, sí se 

observó asociación del nivel elevado de Twist, inductor del cambio, con la expresión 

elevada de cadherina-N (p=0,021) y con su presencia en la membrana (p=0,007).  

Los niveles de expresión de Foxc2 se asociaban con niveles elevados de Snail1 

(p=0,0001), Snail2 (p=0,002) y Twist (p=0,001).  

En la tabla 8.4 del ANEXO se recogen las correlaciones estadísticas entre todas 

las variables moleculares consideradas. 

5.2.5. Análisis de supervivencia en TNE GEP 

En esta serie, el tiempo de seguimiento medio fue de 58 meses (rango 1-130) y la 

tasa de supervivencia acumulada a los cinco años fue del 56,8%. (Figura 40) 

 

 
Figura 40: Análisis Kaplan-Meier que muestra la supervivencia de la población global en función del 

tiempo (meses) 

Las figuras 41-44 muestras las curvas de supervivencia de la serie TNE GEP 

estratificadas según las siguientes variables clínico-patológicas: diagnóstico, edad, 

necrosis, diferenciación histológica. De todas las variables analizadas se omiten las 

gráficas de superviviencia respecto al grado, índice mitótico y %ki67 puesto que van 

implícitas en la variable Diagnóstico. 

Los valores de supervivencia a los cinco años correspondientes a las diferentes 

categorías se recogen en la Tabla 18. Aunque estos resultados no aportan información 
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novedosa, sí que son útiles como reflejo del ajuste de la serie en estudio al 

comportamiento esperado desde el punto de vista clínico. 

 

 

 

 

Figuras 41-44: Funciones de supervivencia, estratificando los pacientes de acuerdo al diagnóstico, edad, 

diferenciación histológica y presencia o ausencia de necrosis 

 

Tabla 18: Variables clínico-patológicas que afectan a la supervivencia de pacientes con TNEGEP. 

Variable  Media 

(meses) 

SE IC 

(95%) 

Sup acum a los 5 años 

(%) 

p 

TNE G1 96 7 ±15 76,5 

TNE G2 58 6 ±13 54 

CNEG3-CG 38 19 ±38 40 

0,0001 Diagnóstico 

CNEG3-CP 27 7 ±13 17,8  

<60 86 7 ±14 67,8 Edad 

>60 54 8 ±16 45 

0,002 

G1 95 7 ±15 76,5 

G2 58 6 ±13 54 

Grado tumoral 

G3 29 6 ±13 21,5 

0,0001 



Resultados 
 

73 

<2 94 7 ±14 75 

3-20 55 7 ±14 45,2 

Índice mitótico 

>20 21 7 ±13 

 

16,1 

0,0001 

<2 93 7 ±15 72 

2-20 57 7 ±14 63 

% Ki67 

>20 30 7 ±13 23 

0,0001 

BD 89 7 ±13 70,1 Diferenciación 

PD 29 6 ±13 21,1 

0,0001 

(-) 83 7 ±14 68 Necrosis 

(+) 35 8 ±15 24 

0,002 

 

En cuanto a las variables moleculares derivadas de la determinación de la 

expresión proteica, cabe destacar el nivel elevado de Snail1 (p=0,023), la pérdida de 

integridad del complejo (p=0,039), el patrón citoplasmático de cadherina-E (p=0,005) y 

la expresión reducida de cadherina-N (p=0,055) tienen un impacto negativo en la 

supervivencia de los pacientes (Tabla 19) (Figuras 45-48). 
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Figuras 45-48: Funciones de supervivencia, estratificando los pacientes de acuerdo a la integridad del 

complejo cadherina-E-β-catenina, expresión de cadherina-N, expresión de Snail y patrón de cadherina-E 

 

 

Tabla 19: Variables IHQ que afectan a la supervivencia de los pacientes con TNEGEP 

Variable  Media 

(meses) 

SE IC 

(95%) 

Sup acum a los 5 años 

(%) 

p 

Int 85 8 ±16 60,8 Integridad del 

complejo 

cad-E/ β-cat 
Alt 54 8 ±15 49,3 

0,039 

D 53 9 ±17 37,2 Expresión de 

cadherina-N E 82 7 ±15 66,5 

0,055 

M 81 7 ±14 61,2 Patrón de 

cadherina-E C 43 11 ±22 42,8 

0,005 

D 82 7 ±14 70 Expresión de 

Snail1 E 59 9 ±19 42 

0,023 

 

En el análisis multivariante de supervivencia (Cox) en la que se incluyeron las 

variables significativas en el análisis Kaplan Meier, tales como, edad, índice mitótico, 

%Ki67, grado tumoral, diferenciación histológica y todas las variables moleculares, 

mostró que las únicas variables con valor pronóstico independiente eran el índice 

mitótico, con riesgo de muerte por enfermedad 2,6 veces superior, y la expresión de 

Snail1, con un riesgo de muerte por enfermedad 2,17 veces superior (p=0,0001 y 

p=0,054, respectivamente). 

5.2.5.1. Diferencias en la supervivencia entre Carcinoides TNE G1 

Los TNE G1 muestran la particularidad de que el grado de diferenciación 

histológica no se correlaciona con la invasión tumoral y metástasis. Dado que 

constituían un grupo numeroso en esta serie TNEGEP (N=49), lo sometimos a análisis 

de supervivencia, con el fin de identificar alguna variable que tuviese impacto en el 

curso de la enfermedad. De todas las incluidas en el análisis univariante, la edad inferior 

a 60 años (p=0,041) y el nivel de expresión elevada de β-catenina (p=0,037) fueron las 

únicas variables que identificaban subgrupos de pacientes con mejores tasas de 

supervivencia (Figuras 49-50). Del análisis multivariente, se observó una tendencia en 

la expresión elevada de β-catenina con valor pronóstico independiente, con un riesgo 

6,8 veces superior (p=0,073).  
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Figuras 49-50: Funciones de supervivencia, estratificando los pacientes con TNE G1, de acuerdo a la 

edad y expresión de β-Catenina 
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6. DISCUSIÓN 

Los tumores neuroendocinos (TNEs) constituyen un grupo heterogéneo de 

neoplasias poco frecuentes, cuya incidencia ha aumentado en los últimos 30 años. 

Presentan una localización variada en el organismo, a lo largo de las mucosas de origen 

endodérmico, así como variados grados de malignidad. En muchas ocasiones es difícil 

establecer este potencial de malignidad, sobretodo en los TNEGEP, ya que no se 

observa una correlación entre la diferenciación histológica del tumor y su agresividad 

desde el punto de vista clínico. En el caso de los TNEs de pulmón, sí existe una 

correlación clara entre los hallazgos histológicos y el potencial de malignidad. Estas 

observaciones podrían ser reflejo de una compleja biología, que determinaría el escaso 

conocimiento alcanzado hasta la fecha de las bases moleculares subyacentes a su 

desarrollo. 

Nuestro trabajo en los últimos años se ha centrado en el estudio del proceso de 

Transición Epitelio-Mesénquima (TEM) en estas neoplasias. Las TEM se producen en 

el organismo de forma fisiológica, siendo imprescindibles en el desarrollo embrionario 

y la curación de heridas. Su activación patológica, durante la carcinogénesis, favorece la 

invasión tumoral que inicia el proceso de metástasis.  

Aunque son numerosos los estudios centrados en el papel de la TEM en invasión 

tumoral, buena parte de ellos abordan la cuestión con estrategias in vitro, de utilidad 

indiscutible para el avance del conocimiento. Nuestro trabajo cuenta con el valor 

añadido de basarse en el estudio de series representativas con un número significativo 

de muestras humanas, lo cual permite detectar la existencia de parámetros, bien 

anatomopatológicos o moleculares, con potencial aplicación en el ámbito clínico (con 

valor diagnóstico y/o pronóstico).  

En los últimos años, estudios previos han puesto de manifiesto que durante los 

primeros pasos de invasión tumoral se produce la alteración del complejo de adhesión 

intercelular cadherina-E/β-catenina143, 223, 224, implicado en el mantenimiento de la 

integridad de los epitelios sanos. Uno de nuestros objetivos perseguía comprobar si la 

integridad de dicho complejo se perdía en los TNEs de pulmón y GEPs, así como la 

posible contribución de los represores transcripcionales del gen cadherina-E en esta 

alteración, con el fin de esclarecer el mecanismo de invasión utilizado por estas 

neoplasias. 
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Para ello, en primer lugar valoramos la expresión de estas moléculas en los tejidos 

normales, observando que el complejo cadherina-E-β-catenina presentaba una 

distribución de membrana tanto en el epitelio respiratorio como intestinal, con un patrón 

lineal y un nivel de expresión elevado para ambas moléculas. Esta observación es 

compatible con la función de dicho complejo en la mediación de las uniones adherentes 

intercelulares y en el mantenimiento de la integridad de los epitelios225.  

Con el fin de determinar la importancia de la preservación de la integridad del 

complejo cadherina-E-β-catenina en la membrana de los tumores, se dividieron los 

casos en dos grupos: aquellos que retenían la expresión de los dos componentes en la 

membrana, y aquellos en los que al menos uno de ellos estaba ausente. Así, la integridad 

se perdía en el 62% de los TNE de pulmón. Además en esta serie, se observaba una 

asociación significativa de esta alteración con variables clínicas desfavorables (ganglios 

afectados, índice mitótico elevado, presencia de necrosis y consumo de tabaco). Estos 

resultados difieren de los descritos por Clavel y col226, quienes no encontraron 

correlación entre la expresión del complejo con parámetros histopatológicos, 

probablemente debido al número limitado de casos. 

La pérdida de la integridad del complejo cadherina-E/β-catenina fue menos 

frecuente en la serie de TNEGEP (43% de los casos) y no se observó asociación con 

ninguna variable clínico-patológica, salvo con el consumo de alcohol, observación 

descrita también por el grupo de Wang y col. 227 Tan solo el patrón citoplásmico de 

cadherina-E se asoció significativamente con los tumores de alto grado (CNE G3 de 

Célula grande y pequeña), resultados acordes a Kawahara y col.228 

Estos resultados sugerirían que la alteración del complejo podría contribuir de 

forma diferencial al desarrollo y agresividad de los TNE de localización diversa 

(pulmón vs GEP). 

Muchos autores han puesto de manifiesto la asociación entre la expresión y/o 

función de la cadherina-E y la capacidad invasiva de los tumores, proponiendo al gen 

CDH1 como supresor de invasión142, 143. En nuestro estudio, comprobamos que los 

pacientes con TNE de pulmón con niveles reducidos de cadherina-E, mostraban 

afectación ganglionar con mayor frecuencia que los que presentaban niveles elevados. 

Análogamente, los pacientes sin cadherina-E en la membrana, presentaban también 

ganglios afectados con mayor frecuencia que los que mantenían el patrón de membrana 

de cadherina-E. Estos resultados, junto con los descritos por Salon y col.229 y Pelosi y 
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col.230 en series de TNE de pulmón, apoyan la idea de la función del gen de CDH1 

como gen supresor de invasión en este tipo de tumor.  

A diferencia de estos resultados encontrados en la serie de TNE de pulmón, en la 

de TNEGEP ni la expresión débil de cadherina-E ni un patrón deslocalizado de la 

membrana se asociaron con afectación ganglionar.  

Un hallazgo común en ambas series de TNE, fue la inexistencia del llamado 

“switch” de cadherinas (definido como el aumento de expresión de cadherina-N, con o 

sin reducción de cadherina-E), un proceso también descrito en el desarrollo 

embrionario, así como en los procesos de carcinogénesis y metástasis de otros tipos 

tumorales como mama, próstata, vejiga, melanoma199, 201. Nuestros resultados muestran 

que la expresión de cadherina-N no aumenta con la malignidad del tumor, sino que 

tiende a disminuir, en paralelo a la cadherina-E (de forma significativa en la serie GEP). 

Resultados semejantes se han descrito para osteosarcomas231, en los cuales niveles 

elevados de cadherina-N se asocian con inhibición de la migración celular y metastasis. 

Otro equipo observó que los niveles de cadherina-N eran independientes de la 

malignidad tumoral en astrocitomas, aunque sí parecía facilitar la diseminación de los 

tumores recidivantes.232 

Es decir, nuestros resultados reflejan que los niveles elevados de ambas 

cadherinas se observan con mayor frecuencia en los tumores de bajo potencial de 

malignidad y con variables clínicas favorables. Resultados en el mismo sentido han sido 

descritos por Zynger y col.233 en TNE de pulmón. 

Con el propósito de profundizar en el conocimiento de los sucesos moleculares 

asociados a la pérdida de la integridad del complejo cadherina-E/β-catenina en los 

TNEs, decidimos valorar la expresión de los factores de transcripción responsables de 

reprimir el gen de cadherina-E y, por tanto, de favorecer el proceso de Transición 

Epitelio-Mesénquima. Estos factores de transcripción, Snail1, Snail2, Twist y Foxc2, 

han sido ampliamente estudiados en los últimos años después de que se descubriera su 

participación, tanto estudios in vitro como in vivo, en la progresión de muchos tipos 

tumorales. Nuestro grupo publicó en el año 2010, por primera vez, la participación de 

Snail en la malignización de TNE de pulmón185 y son pocos los trabajos que han 

revelado la participación de estos factores en los TNEGEP.  

Conviene apuntar algunas limitaciones de los resultados publicados, algunos de 

los cuales proceden de una valoración inadecuada de la señal obtenida tras la 
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inmunotinción. En concreto, hay trabajos que solo han tenido en cuenta la tinción 

citoplásmica de estos factores, incompatible con la localización fisiológica de estas 

proteínas. Entre los estudios que verdaderamente han valorado la presencia de Snail1 en 

el núcleo, mediante el uso de anticuerpos específicos, destacan aquellos en tumores de 

mama176, melanoma234, colon178, fibrosarcomas183 y en cáncer gastrointestinal180. 

En el presente estudio comprobamos que los tejidos normales de epitelio 

respiratorio e intestinal, la inmunotinción para estos factores resultó negativa. Sin 

embargo, observamos que las células de los TNE de pulmón expresaban Snail1 y 

Snail2, y dicha expresión mostraba un patrón inverso respecto a la expresión de 

cadherina-E, lo cual es compatible con el papel descrito para Snail1 y Snail2 como 

represores transcripcionales de la cadherina-E. No se observó lo mismo para la 

expresión de Twist ni de Foxc2. Además, en los casos con niveles elevados de Snail1 y 

Snail2 se observaba una pérdida de la integridad del complejo cadherina-E-β-catenina 

en la membrana, con aumento en la expresión la proteína mesenquimal vimentina, tal y 

como describen Kokkinos y col. y Satelli y col. en estudios in vitro e in vivo235, 236. 

Respecto a la afectación ganglionar, es importante destacar que también 

observamos niveles elevados de Snail1, Snail2, Twist, Foxc2, y Vimentina con mayor 

frecuencia en los pacientes con ganglios metastáticos tal como se ha correlacionado en 

varios estudios158, 176, 197, 237. Estos resultados apoyan el modelo según el cual se propone 

a Twist como desencadenante directo de la intravasación y a Foxc2 como encargado del 

mantenimiento del fenotipo mesenquimal, mientras que Snail1 y Snail2 intervendrían 

como desencadenantes del proceso de TEM, reprimiendo directamente el gen de 

cadherina-E194 179 156. 

Cabe destacar que estas observaciones no se constataron en los TNEGEP. En 

estos tumores, de los cuatro factores de transcripción implicados en TEM, solo la 

expresión elevada de Snail1 se asoció con el patrón citoplásmico de cadherina-E tal y 

como describió también el grupo de Fendrich y col.184. Además, en estos tumores se 

observó una correlación entre los niveles de Twist y de cadherina-N, así como con su 

localizada en el citoplasma, lo cual concuerda con el papel descrito para Twist como 

inductor directo de cadherina-N200. Estas relaciones no se presentan en los TNE de 

pulmón. 

Foxc2 fue el único de los factores de transcripción cuya expresión elevada se 

asoció con el potencial de malignidad, siendo mas frecuentes en los CNE G3. 
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En cuanto a la localización anatómica, cabe destacar el diferente patrón de 

expresión de estos factores de transcripción en los TNE de intestino (expresión 

reducida), en comparación con los de estómago, colorecto y páncreas.  

La dificultad técnica de disponer de ARNm de alta calidad para los TNEGEP 

limitó el abordaje de la valoración de los niveles de expresión de ARNm a la serie de 

tumores de pulmón. 

Tras el análisis de los niveles de ARNm en el tejido tumoral vs tejido normal de 

pulmón, observamos que, sorprendentemente, los niveles de ARNm de los diferentes 

marcadores de TEM fueron en general superiores en el tejido normal que en el tumoral, 

datos contrarios a los hallazgos obtenidos por IHQ. Estos resultados se podrían deber, al 

menos en parte, a la presencia del abundante infiltrado inflamatorio en las muestras 

normales de pulmón, en las que había un predominio en macrófagos activos – que 

forman parte del lisado tisular sometido al análisis de RT-PCR cuantitativa -. Con las 

técnicas de colocalización visualizamos la expresión de Snail1 en los macrófagos 

activos, tal y como se ha demostrado recientemente por Hotz y col238. Además, no 

debemos olvidar que en los tumores, la expresión de Snail1 es transitoria y localizada en 

los frentes de invasión. Estas consideraciones podrían explicar ese aumento de señal de 

ARNm en los tejidos normales respecto a los tumorales. 

Al comparar los niveles de ARNm y proteína de cada marcador, los resultados 

mostraron que los niveles de ARNm tanto para SNAI1, FOXC2 y TWIST1 eran 

semejantes en los tumores que expresaban niveles bajos y altos de las correspondientes 

proteínas, hecho que sería compatible con una regulación a nivel posttranscripcional de 

los mismos, mecanismo descrito recientemente169. Algo similar se constató para el nivel 

de ARNm de CDH1, que era independiente del nivel de la proteína cadherina-E. Este 

resultado también sería compatible con la existencia de mecanismos 

posttranscripcionales y/o posttraduccionales que afectarían a la estabilidad de la 

proteína y, como consecuencia, a la estabilidad del complejo con β-catenina. Estudios in 

vitro, han descrito que las fosforilaciones de residuos Tyr de cadherina-E provocan la 

pérdida de los contactos intercelulares en células MDCK y A431 (utilizando inhibidores 

de tirosina-fosfatasas239, estimulando la fosforilación en Tyr, por activación de quinasas 

de la familia Src y varios receptores de factores de crecimiento240, 241 así como por 

fosforilaciones por CK2242). También se han descrito N- y O-glicosilaciones de la 

molécula, que favorecerían su acumulación en el citoplasma243, 244. 
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El hecho de haber encontrado indicios de una hipotética contribución de 

regulación posttranscipcional de CDH1 a la malignidad de los TNE de pulmón, es 

compatible con la existencia de regulación transcripcional de CDH1 que se produce en 

las TEM, de manera que ambos niveles de regulación no serían excluyentes, sino que se 

sumarían para justificar la pérdida de expresión de cadherina-E asociada a malignidad. 

No hay que olvidar que TEM es un proceso muy dinámico en el tiempo y de 

localización puntual en la masa tumoral (en el frente invasivo). También conviene 

apuntar que estos resultados, derivados del análisis de ARNm mediante RT-PCR 

cuantitativa deben ser considerados con cautela, debido a la “contaminación” de las 

muestras con el infiltrado inflamatorio. 

De estos resultados también se puede concluir que se hace imprescindible la 

aplicación de técnicas IHQ en los estudios de TEM, ya que permiten la identificación y 

localización proteica en el frente invasivo. 

Con el fin de encontrar variables moleculares que discriminasen distintos subtipos 

tumorales, facilitando el diagnóstico anatomopatológico, se compararon los resultados 

de expresión proteica en tumores CT vs CA y en CNCG vs CPCP en la serie de TNE de 

pulmón, así como en TNE G1 vs TNE G2 y en CNE G3 de célula grande vs célula 

pequeña en la serie de TNEGEP.  

Entre las variables que discriminaron CT vs CA cabe destacar los patrones 

citoplásmicos de cadherina-E y β-catenina (así como la alteración de la integridad del 

complejo) más frecuentes en CA que en CT. Los niveles bajos de expresión de ambas 

moléculas, así como la expresión elevada de Snail1, Snail2 y Twist, resultaron más 

frecuentes en CPCP vs. CNCG, por lo que la detección inmunohistoquímica de todos 

estos marcadores podría tener un valor en el diagnóstico diferencial de los mencionados 

subtipos tumorales. 

En cuanto a los TNEGEP, la expresión débil de cadherina-N y de nuevo de β-

catenina discriminaba entre CNE G3 de Célula Grande vs CNE G3 de Célula Pequeña. 

Este resultado es novedoso y aporta una información molecular no descrita hasta la 

fecha.  

Estos resultados resaltan la importancia práctica de β-catenina como un marcador 

molecular que discriminaría entre subtipos de TNE tanto de pulmón como GEP. 

Respecto al análisis de supervivencia de pacientes con TNE de pulmón, las 

variables clínico-patológicas que tuvieron impacto sobre la supervivencia de los 
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pacientes fueron la edad, índice mitótico, afectación ganglionar y el consumo tabaco y 

todas las variables moleculares. Esta observación ya ha sido descrita en trabajos previos 

de esófago245, vejiga246, gástricos247, así como en tumores de célula no pequeña248-252. 

Del análisis multivariante, el índice mitótico fue la única variable con valor pronóstico 

independiente.  

El subconjunto de casos con diagnóstico de CT atrajo especialmente nuestra 

atención. Se trata de un grupo de tumores cuya evolución es imprevisible, con algunos 

casos que presentan características anatomopatológicas favorables y un curso clínico 

desfavorable. Por ello, intentamos detectar alguna variable que permitiese identificar a 

los pacientes con curso clínico adverso, es decir, con supervivencia reducida. Para ello, 

valoramos el impacto que tenían los parámetros clínicopatológicos, así como las 

alteraciones moleculares estudiadas en las tasas de supervivencia de los CTs.  

Observamos una diferencia significativa en cuanto a la influencia del sexo: 

mientras que el 100% de las mujeres permanecían vivas a los 10 años, sólo lo conseguía 

el 37% de los hombres. Además, cuando el complejo cadherina-E/β-catenina estaba 

alterado, la supervivencia a los 10 años era del 56%, frente al 94% de aquellos pacientes 

en cuyos tumores el complejo permanecía íntegro. Ninguna otra variable 

anatomopatológica ni molecular mostró impacto en la supervivencia de los CT. Estos 

resultados resaltan el potencial valor de la determinación inmunohistoquímica del 

estado del complejo cadherina-E/β-catenina para poder identificar a los pacientes con 

CT con un pronóstico peor y así poder someterles a exámenes más exhaustivos o a 

tratamientos adicionales. Todo ello redundaría sin duda en un mejor resultado clínico. 

En la serie de TNEGEP, como era de esperar, las variables clínicopatológicas 

como índice mitótico, Ki67, grado, diferenciación, necrosis, afectaban 

significativamente a los tiempos de supervivencia. Entre las alteraciones moleculares, la 

alteración de complejo cadherina-E/β-catenina, así como la expresión elevada de Snail1 

y el patrón citoplásmico de cadherina-E, reducían las tasas de supervivencia de los 

pacientes con TNEGEP. 

En resumen, nuestros resultados apuntan a la importancia diferencial de la pérdida 

de la integridad del complejo cadherina-E/β-catenina en el desarrollo de los TNE según 

la localización anatómica, con especial papel en los tumores localizados en el pulmón, 

en los que encontramos indicios de la presencia de TEM asociada a malignidad, así 

como de mecanismos postranscripcionales que contribuirían a la desestabilización de 
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cadherina-E. Asimismo, este trabajo aporta herramientas moleculares de potencial 

utilidad clínica tanto en el manejo de TNE de pulmón como GEP, ayudando en el 

diagnóstico diferencial y aportando información sobre el pronóstico. 

Como continuación de los estudios presentados, nos proponemos ahondar más en 

el conocimiento de las bases moleculares implicadas en el desarrollo de estos tumores, 

con atención a vías de señalización intracelulares de especial importancia, como la 

mediada por PI3K/Akt, que podría aportar nuevos marcadores de utilidad clínica, tanto 

para el refinamiento en el diagnóstico, como de pronósticos de la evolución clínica o de 

la respuesta al tratamientos. 
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7. CONCLUSIONES 

 

Considerando los resultados obtenidos y el papel descrito por los represores del 

gen de cadherina-E en la inducción de la Transición Epitelio-Mesénquima en los 

procesos de carcinogénesis, proporcionando a las células tumorales propiedades 

invasivas, extrajimos las siguientes conclusiones: 

 

1. Los niveles elevados de Snail1 y Snail2 y la represión de cadherina-E con 

aumento de Vimentina citoplásmica, justifican la activación del programa de TEM en 

los TNE de pulmón con una participación en el proceso neoplásico más evidente que en 

los TNEGEP. 

2. En los TNE de pulmón, además de la regulación transcripcional del gen de 

cadherina-E por los represores transcripcionales, podrían estar presentes mecanismos de 

regulación posttranscripcional.  

3. El cambio de patrón de expresión de cadherinas (“switch”), relacionado 

comúnmente con invasión y metástasis en muchos tipos tumorales, no se produce al 

aumentar la malignidad de los TNE. Al contrario, el nivel de expresión de cadherina-N 

sigue un curso parelalo con el de cadherina-E. 

4. La detección inmunohistoquímica de β-catenina podría ser útil en la labor del 

diagnóstico, ya que contribuye a diferenciar anatomopatologicamente subtipos 

tumorales como CNCG y CPCP en TNE de pulmón y CNEG3-CG y CNG3-CP de 

TNEGEP. 

5. La detección IHQ de la pérdida de integridad del complejo cadherina-E/β-

catenina podría ser útil como marcador de pronóstico adverso en los TNEs.  

6. En TNE de pulmón, el sexo y la pérdida de la integridad del complejo 

cadherina-E/β-catenina, ayudarían a indentificar a los pacientes con CT de pronóstico 

adverso, mientras que en TNEGEP, la expresión débil de β-catenina permitiría 

identificar los casos con TNE G1 con peor pronóstico 
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TABLA 8.1.  Edad Sexo Sublocal. Tamaño Ganglios Necrosis IM Diagnóstico Hábitos tabáquicos 

  <57 >57 ♀ ♂ Ct P A <3cm >3 cm (-) (+) (-) (+) <2 3-20 >20 CT CA CNCG CPCP (-) (+) 

D 33 38 19 52 58 12 1 39 32 32 34 24 32 23 4 22 24 4 8 35 20 51 

E 34 29 26 37 41 15 7 41 22 52 11 44 12 41 7 13 42 6 10 5 32 31 
Expresión 

cadherina-E 
p 0,387 0,076 0,026 0,232 0,000 0,000 0,031 0,000 0,007 

M 41 24 29 36 45 14 6 49 16 54 11 53 10 50 3 7 52 2 5 6 39 26 

C 22 35 13 44 42 13 2 24 33 25 29 12 29 11 7 25 11 7 13 26 9 48 
Patrón  

cadherina-E 
p 0,007 0,011 0,444 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

D 30 36 15 51 55 8 3 31 35 26 35 20 30 18 2 23 20 2 8 36 16 50 

E 37 31 30 38 44 19 5 49 19 58 10 48 14 46 9 12 46 8 10 4 36 32 
Expresión 

β -catenina 

p 0,3 0,009 0,046 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 

M 42 33 32 43 50 18 7 52 23 61 14 51 20 50 8 13 50 7 9 9 41 34 

C 12 19 6 25 24 7 0 12 19 11 18 6 17 5 2 14 5 2 7 17 3 28 

N 4 4 2 6 7 0 1 3 5 3 5 0 1 0 1 3 0 1 1 6 0 8 

Patrón 

β -catenina 

p 0,269 0,06 0,224 0,006 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

Ínt 33 18 24 27 33 12 6 38 13 46 5 43 8 42 3 5 42 2 4 3 33 18 

Alt 34 49 21 62 66 15 2 42 41 38 40 25 36 22 8 30 24 8 14 37 19 64 

Integridad del  

complejo 

cadh-E/β-cat. p 0,008 0,010 0,049 0,006 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

D 30 37 12 55 51 13 3 32 35 40 24 30 22 26 6 22 28 5 9 25 21 46 

E 37 30 33 34 48 14 5 48 19 44 21 38 22 38 5 13 38 5 9 15 31 36 
Expresión 

cadherina-N 

p 0,227 0,000 0,731 0,005 0,536 0,542 0,26 0,26 0,076 

M 31 14 25 20 28 15 2 35 10 35 10 29 11 28 8 8 28 8 7 2 21 24 

C 25 31 18 38 46 7 3 30 26 30 22 25 20 25 0 15 25 0 6 25 21 35 
Patrón 

cadherina-N 
p 0,015 0,018 0,041 0,012 0,036 0,105 0,006 0,000 0,353 

D 44 29 36 37 52 17 4 51 22 61 12 55 14 52 9 10 54 9 9 1 44 29 

E 23 38 9 52 47 10 4 29 32 23 33 13 30 12 2 25 12 1 9 39 8 53 
Expresión 

Snail1 
p 0,009 0,000 0,606 0,009 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

D 46 31 35 42 51 21 5 51 26 66 11 57 17 53 7 14 55 7 13 2 43 34 

E 21 36 10 47 48 6 3 29 28 18 34 11 27 11 4 21 11 3 5 38 9 48 
Expresión 

Snail2 

p 0,009 0,001 0,048 0,073 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

D 37 34 26 45 45 21 5 44 27 57 14 45 20 41 8 17 43 7 12 9 37 34 

E 30 33 19 44 54 6 3 36 27 27 31 23 24 23 3 18 23 3 6 31 15 48 
Expresión 

Twist 

p 0,604 0,429 0,010 0,569 0,000 0.03 0.214 0,000 0.001 

D 48 44 37 35 68 20 4 57 35 64 25 58 22 56 6 20 57 6 11 18 43 49 

E 19 23 8 34 31 7 4 23 19 20 20 10 22 8 5 15 9 4 7 22 9 33 
Expresión 

Foxc2 
p 0,456 0,016 0,436 0,431 0,016 0,000 0,001 0,000 0,005 

(-) 65 61 43 83 91 27 8 67 49 81 40 67 1 63 10 34 65 9 18 34 50 76 

(+) 2 5 1 6 7 0 0 2 5 40 5 41 2 1 0 1 1 0 0 6 1 6 
Expresión 

Vimentina 
p 0,236 0,278 0,267 0,088 0,039 0,314 0,812 0,012 0,179 
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 TABLA 8.2.  
Expresión de  

cadherina-E 

Patrón de  

cadherina-E 

Expresión de 

 β-catenina 

Patrón de 

 β-catenina 

Integridad del complejo  

cadherina-E/ β-catenina 

Expresión de  

cadherina-N 

Patrón de  

cadherina-N 

Expresión de 

Vimentina 

Expresión de  

Snail1 

Expresión de  

Snail2 

Expresión de 

 Twist 

  D E M C D E M C N Ínt Alt D E M C (-) (+) D E Dl E D E 

M 26 39                      

C 34 23                      
Patrón de  

cadherina-E 

P 0,030                      

D 52 14 21 35                    

E 19 49 44 22                    
Expresión de 

 β-catenina 

P 0,000 0,001                    

M 29 46 51 21 17 58                  

C 21 10 4 25 24 7                  

N 5 3 0 6 7 1                  

Patrón de  

β-catenina 

p 0,017 0,000 0,000                  

Ínt 17 34 51 0 9 42 51 0 0               

Alt 54 29 14 57 57 26 24 31 8               

Integridad del  

complejo  

cadh-E/ β-cat 
p 0,000 0,000 0,000 0,000               

D 35 32 28 33 38 29 31 18 6 19 48             

E 36 31 37 24 28 39 44 13 2 32 35             
Expresión de  

cadherina-N 

p 0,863 0,102 0,08 0,08 0,020             

M 22 23 24 19 11 34 30 11 1 20 25 13 32           

C 33 23 27 22 35 21 20 15 4 22 34 21 35           
Patrón de 

 cadherina-N 

p 0,314 0,945 0,000 0,36 0,601 0,363           

(-) 65 61 63 54 60 66 71 29 6 50 76 62 64 44 52         

(+) 5 2 2 3 6 1 3 2 2 1 6 5 2 0 4         
Expresión de 

Vimentina 

p  0,306 0,543 0,050 0,065 0,179 0,252 0,07         

D 32 41 51 19 26 47 52 10 1 42 31 32 31 37 22 71 1       

E 39 22 14 38 40 21 23 21 7 9 52 35 26 8 34 55 6       
Expresión de  

Snail1 

P 0,020 0,000 0,001 0,000 0,000 0,118 0,000 0,030       

D 31 46 50 24 27 50 54 14 0 41 36 33 44 34 28 75 1 61 16     

E 40 17 15 33 39 18 21 17 0 10 47 34 23 11 28 51 6 12 45     
Expresión de  

Snail2 

P 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,055 0,009 0,019 0,000     

D 39 37 42 24 31 40 45 13 1 32 39 40 31 28 19 67 3 49 22 53 18   

E 37 26 23 33 35 28 30 18 7 19 44 27 36 17 37 59 4 24 39 24 39   
Expresión de  

Twist 

P 0,209 0,013 0,169 0,017 0,076 0,119 0,005 0,595 0,000 0,000   

D 46 46 53 32 40 52 55 20 1 41 51 46 46 35 33 87 4 62 30 62 30 59 33 

E 25 17 12 25 26 16 20 11 7 10 32 21 21 10 23 39 3 11 31 15 27 12 30 
Expresión de  

Foxc2 

p 0,306 0,002 0,048 0,002 0,022 1 0,045 0,51 0,000 0,001 0,000 
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TABLA 8.3.  Edad Sexo Localización Tamaño Ganglios Invasión vascular Necrosis Grado tumoral Estadio Diagnóstico Hábitos tabáquicos Hábitos alcohólicos 

 
 <57 >57 ♀ ♂ Esto Int. Del Col-Rec Pánc <2,7cm >2,7 cm (-) (+) (-) (+) (-) (+) G1 G2 G3 I-II III-IV 

TNE 

G1 

TNE 

G2 

CNEG3 

(CG) 

CNEG3 

(CP) (-) (+) (-) (+) 

D 22 26 28 20 8 15 12 13 23 24 33 15 25 23 37 11 26 10 12 22 24 26 10 3 9 12 16 14 14 

E 17 26 21 22 10 13 11 9 26 12 26 17 23 20 34 9 23 7 13 15 22 23 7 2 11 14 13 13 14 
Expresión de 

cadherina-E 

p 0,544 0,364 0,834 0,071 0,409 0,893 0,819 0,787 0,507 0,84 0,504 0,891 

M 33 37 33 37 13 23 15 19 39 26 48 22 36 34 57 13 43 14 13 30 34 43 14 4 9 22 19 24 17 

C 4 13 14 3 4 4 7 2 8 9 8 9 9 8 10 7 4 2 11 6 11 4 2 1 10 4 9 2 11 
Patrón de 

cadherina-E 

p 0,077 0,009 0,261 0,337 0,097 0,911 0,047 0,001 0,393 0,001 0,15 0,007 

D 16 29 24 21 8 14 11 12 21 24 28 17 22 23 34 11 26 6 13 20 24 26 6 0 13 17 22 20 19 

E 23 33 25 21 10 14 12 10 28 12 31 15 26 20 37 9 23 11 12 17 22 23 11 5 7 9 7 7 9 
Expresión de  

β -catenina 

p 0,164 0,923 0,933 0,03 0,606 0,466 0,574 0,431 0,865 0,038 0,393 0,612 

M 27 33 30 30 14 18 18 10 32 23 40 20 32 28 45 15 31 11 18 26 28 31 11 5 13 19 15 20 14 

C 2 5 3 4 1 1 1 4 2 5 4 3 6 1 6 1 5 0 2 4 3 5 0 0 2 2 2 2 2 

N 4 3 6 1 2 1 2 2 5 2 5 2 2 5 4 3 2 2 3 2 5 2 2 0 3 2 3 0 5 

Patrón de 

β -catenina 

p 0,555 0,173 0,336 0,232 0,84 0,097 0,455 0,503 0,529 0,497 0,793 0,049 

Ínt 25 27 24 28 12 17 13 10 29 18 37 15 27 25 41 11 30 10 12 24 22 30 10 4 8 16 11 18 9 

Alt 13 24 24 13 6 10 9 12 19 18 20 17 20 17 28 9 18 6 13 13 24 18 6 1 12 10 18 9 19 

Integridad del  

complejo 

cadh-E/β-cat. 
p 0,224 0,081 0,52 0,341 0,098 0,843 0,724 0,459 0,121 0,242 0,08 0,01 

D 11 19 20 10 8 6 10 6 17 13 18 12 14 16 18 12 12 3 15 13 17 12 3 0 15 13 17 12 18 

E 28 33 29 32 10 22 13 16 32 23 41 20 34 27 53 8 37 14 10 24 29 37 14 5 5 13 12 15 10 
Expresión de 

cadherina-N 

p 0,403 0,085 0,237 0,893 0,498 0,415 0,004 0,003 0,864 0,0001 0,522 0,14 

M 3 5 3 5 2 0 2 4 4 4 7 1 3 5 8 0 5 2 1 6 2 5 2 0 1 5 3 5 3 

C 5 13 11 7 2 9 2 5 8 10 8 10 8 10 15 3 14 2 2 6 12 14 2 0 2 9 9 11 7 
Patrón de 

cadherina-N 

p 0,62 0,265 0,103 0,793 0,04 0,741 0,22 0,644 0,049 0,644 0,555 0,946 

D 22 23 21 24 8 22 9 6 27 13 30 15 21 24 39 6 28 10 7 17 22 28 10 1 6 9 13 11 11 

E 16 29 27 18 10 5 14 16 21 23 28 17 26 19 31 14 20 7 18 20 23 20 7 4 14 17 16 16 17 
Expresión de 

Snail1 

p 0,2 0,205 0,001 0,067 0,66 0,291 0,043 0,035 0,791 0,076 0,44 0,912 

D 22 29 25 26 8 22 11 10 25 22 31 20 22 29 40 11 27 12 12 20 28 27 12 3 9 14 18 15 17 

E 17 23 24 16 10 6 12 12 24 14 28 12 26 14 31 9 22 5 13 17 18 22 5 2 11 12 11 12 11 
Expresión de  

Snail2 

p 0,951 0,297 0,039 0,355 0,361 0,038 0,915 0,344 0,532 0,475 0,531 0,698 

D 24 24 26 22 7 19 14 8 26 18 33 15 25 23 38 10 27 10 11 18 26 27 10 1 10 13 17 13 17 

E 15 28 23 20 11 9 9 14 23 18 26 17 23 20 33 10 22 7 14 19 20 22 7 4 10 13 12 14 11 
Expresión de  

Twist 

p 0,146 0,948 0,074 0,78 0,409 0,893 0,781 0,569 0,475 0,462 0,522 0,349 

D 20 19 18 21 4 24 7 4 24 10 26 13 18 21 36 3 25 10 4 15 19 25 10 1 3 7 9 9 7 

E 19 33 31 21 14 4 16 18 25 26 33 19 30 22 35 17 24 7 21 22 27 24 7 4 17 19 20 18 21 
Expresión de 

Foxc2 

p 0,16 0,202 0,0001 0,049 0,751 0,275 0,004 0,005 0,944 0,015 0,737 0,496 

(-) 32 49 43 38 18 26 18 19 45 31 52 29 43 38 62 19 42 16 23 31 42 42 16 4 19 22 27 22 27 

(+) 7 3 6 4 0 2 5 3 4 5 7 3 5 5 9 1 7 1 2 6 4 7 1 1 1 4 2 5 1 
Expresión de  

Vimentina 

p 0,06 0,679 0,137 0,397 0,717 0,854 0,332 0,542 0,295 0,543 0,313 0,075 
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TABLA 8.4. 
 

Expresión de  

cadherina-E 

Patrón de  

cadherina-E 

Expresión de 

β-catenina 

 

 

Patrón de  

β-catenina 

Integridad del complejo  

cadh-E/ β-cat 

Expresión de  

cadherina-N 

Patrón de 

 cadherina-N 

Expresión de  

Vimentina 

Expresión de 

 Snail1 

Expresión de  

Snail2 

Expresión de  

Twist 

  D E M C D E M C N Ínt Alt D E M C (-) (+) D E D E D E 

M 36 34                      

C 10 7                      
Patrón de  

cadherina-E 

P 0,584                      

D 29 16 32 11                    

E 19 27 38 6                    
Expresión de 

β-catenina 

P 0,027 0,16                    

M 28 32 52 8 27 33                  

C 5 2 4 3 4 3                  

N 4 3 3 4 1 6                  

Patrón de 

β-catenina 

p 0,428 0,007 0,221                  

Ínt 23 29 52 0 21 31 52 0 0               

Alt 25 12 18 17 24 13 8 7 7               

Integridad del  

complejo  

cadh-E/ β-cat 
p 0,029 0,0001 0,023 0,0001               

D 13 17 20 9 20 10 18 3 5 13 17             

E 35 26 50 8 25 36 42 4 2 39 20             
Expresión de  

cadherina-N 

p 0,207 0,056 0,021 0,085 0,039             

M 4 4 7 1 4 4 7 0 0 7 1 0 8           

C 12 6 15 3 16 2 10 1 0 8 10 1 17           
Patrón de  

cadherina-N 

p 0,42 0,786 0,03 0,412 0,04 0,497           

(-) 41 40 62 16 40 41 53 7 7 46 33 28 53 6 16         

(+) 7 3 8 1 5 5 7 0 0 6 4 2 8 2 2         
Expresión de 

Vimentina 

p  0,247 0,501 0,971 0,406 0,915 0,355 0,365         

D 24 21 40 2 22 23 31 1 2 30 13 12 33 4 7 42 3       

E 23 22 29 15 23 22 28 6 5 21 24 18 27 4 11 38 7       
Expresión de  

Snail1 

P 0,833 0,001 0,833 0,096 0,028 0,18 0,597 0,18       

D 29 22 40 10 29 22 34 4 2 28 22 17 34 2 14 48 3 32 19     

E 19 21 30 7 16 24 26 3 5 24 15 13 27 6 4 33 7 13 26     
Expresión de  

Snail2 

P 0,375 0,9 0,1 0,364 0,599 0,933 0,011 0,079 0,006     

D 26 22 39 8 26 22 31 2 5 27 21 21 27 0 10 43 5 29 18 32 16   

E 22 21 31 9 19 24 29 5 2 25 16 9 34 8 8 38 5 16 27 19 24   
Expresión de  

Twist 

P 0,774 0,521 0,342 0,274 0,652 0,021 0,007 0,854 0,02 0,031   

D 24 15 31 6 19 20 24 2 2 23 15 6 33 1 10 34 5 31 7 29 10 29 10 

E 24 28 39 11 26 26 36 5 5 29 22 24 28 7 8 47 5 14 38 22 30 19 33 
Expresión de 

 Foxc2 

p 0,146 0,501 0,904 0,73 0,729 0,002 0,04 0,629 0,0001 0,002 0,0001 
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Tabla 8.1.: Correlaciones estadísticas entre las va riables clínico-patológicas y valoraciones molecula res de IHQ en TNE de Pulmón. 

Tabla 8.2.: Correlaciones estadísticas entre las di stintas valoraciones moleculares por IHQ en TNE de Pulmón 

Tabla 8.3.: Correlaciones entre variables clínico- patológicas y valoraciones moleculares por IHQ en T NEGEP 

Tabla 8.4.: Correlaciones estadísticas entre las di stintas valoraciones moleculares por IHQ en TNEGEP 

 

Abreviaturas: D: débil; E:elevada; M: membrana; C:citoplasma; N:nuclear; Int: íntregro; Alt: alterado; (-): ausente; (+): presente; Est: estómago; Int Del: intestino delgado; ColRec: colon-recto; Panc: 

páncreas; Ct: central; P: periférico; A: ambas. 
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