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RESUMEN (en espariol)

El carcinoma escamoso de cabeza y cuelle es la sexta neoplasia mas frecuente en el mundo,
siendo la histologia mas frecuenie el carcinoma epidermoide. El origen de dichos tumaores
implica gran numero de alteraciones genéticas y moleculares. De entre ellos, un gen
recieniemente estudiado en carcinoma epidermeide es el gen SCOX2, implicado en la
embringéneasis y desdiferenciacion celular. Su papel en cabeza y cuelio esta ain por definir, y
los estudios realizados hasta el momento son contradictonios.

En nuestro trabajo se estudiaron las muestras procedentes de 220 pacientes con carcinoma
escamoso de cabeza y cuello, teniendo en cuenta las siguientes localizaciones: hipofaringe,
laringe y senos paranasales. Se emplearon las técnicas de inmunohistoguimica y FISH. En
este estudio se analizaron no solo vanables clinico-patolégicas, sino también la relacidn con
otros genes conocidos: cMYC, B-catenina y p53.

El estudio de concordancia entre FISH e inmunohistoguimica mostrd una elevada concordancia
en lumores nasosinusales, no asi en tumores de hipofaringe, lo cual parece indicar que en el
caso de estos GHimos parece haber olras rutas sin origen ni causa gQénica que causen
sobreexpresion de dicha proteina. La ganancia de funcion de SOX2 no tuvo asociacion
significativa con las vanables clinico-patoldgicas.

En el estudio inmunohistoquimico aparecio un grado de sobreexpresion similar en tumores
faringeos y laringeos, con bastante menor sobreexpresion en tumores nasosinusales. Al
estudiar las tres localizaciones de forma conjunta, se objetivd relacion significativa con dos
variables clinicas: diferenciacion histoldgica pobre o moderada y avanzada clasificacion M.
Minguno de estos datos tuvo implicaciones prondsticas.

Las conclusiones extraidas de nuesiro grupo de casos no permiten conocer el papel exacto de
S0OX2 en la aparician y desamallo tumoral, aungue al analizar los datos, ni el gen ni la proteina
parecen jugar un papel lundamental en la oncogénesis. Por este molivo, por el momeanto SOX2
no parece ser una diana terapéutica destacada en casos de tumores epidermoides de cabeza y
cuello.
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RESUMEN (en Inglés)

Head and neck squamous cell cancer is the sixth most frequent neoplasia worldwide, and
corresponding most of cases to squamous cell cancer. The origin of these neoplasms implies
many genetic and molleculary changes.

A recently studied gene involved in squamous cell cancer is SOX2, with a role in
embryogenesis and cellulary stemness. His role in head and neck cancer remains unclear, and
the small number of published studies reached contradictory conclusions.

In our work we studied 220 samples from patients diagnosed of head and neck squamous cell
cancer, implying the following sublocations: hipopharynx, larynx and paranasal sinuses. The
techniques used were FISH and immunohistochemistry, and we analised both clinico-
pathological features and the relationship of SOX2 with other well-known oncogenes: cMyc, B-
catenin and p53.

Concordance studies between immunohistochemistry and FISH showed high concordance
between amplification of gene SOX2 and proteic expression for sinonasal cancer, but not for
hypopharyngeal cases. This could indicate that in these last cases there may be another routes
for overexpression that do not involve origin or genetic cause. These SOX2 gaining did not have
any association with the clinicopathological features.

Immunohistochemistry showed a similar overexpression of the SOX2 protein for laryngeal and
hypopharyngeal cancer, significantly higher than the observed in paranasal sinuses. When all
locations taken, there were two variables significantly associated to SOX2 overexpresssion:
histological grade (moderate and poor) and advanced N stage. None of them had prognostic
relevance.

Our conclusions from the studied serie do not allow us to know the role of SOX2 in the tumor
origin and development, but if we analyse data, neither the gene nor the protein seem to play an
important role in oncogenesis. For all of these reasons, in this moment we cannot assevere that
SOX2 is an important target of theraphy in head and neck squamous cell cancer

SR, PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE INVESTIGACION EN CANCER
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Bases previas

Esta tesis doctoral es fruto de la linea de investigaciéon sobre carcinomas
epidermoides de cabeza y cuello que el grupo de Otorrinolaringologia del Instituto
Universitario de Oncologia del Principado de Asturias (IUOPA) ha desarrollado en los
altimos afios. Sus resultados estan apoyados por sucesivas aportaciones cientificas que

se exponen a continuacion por orden cronolégico.

Comunicaciones a Congresos

1.Titulo:SOX2 in squamouscell carcinoma of the head and neck.

Autor/es:R. Gonzalez Mérquez, ]J. L. Llorente Pendas,, J. P. Diaz Molina, M.

Costales Marcos, M. Morato Galan, C. Suarez Nieto, M. Hermsen.
Congreso:1stCongress of SE-ORL-HNS, 62 Congreso Nacional de la SEORL-PCEF.
Lugar y fecha:Barcelona, 2011

2. Titulo:Anélisis de la expresiéon de SOX2 en carcinoma escamoso de cabeza y

cuello

Autor/es:R. Gonzélez Marquez, J. L. Llorente Pendas, M. Hermsen, J. P. Rodrigo
Tapia, J. M. Garcia Pedrero, C. Suarez Nieto.

Congreso:63 Congreso Nacional de la SEORL-PCEF.

Lugar y fecha:Oviedo Asturias,Octubre de 2012.

(6]



Articulos

Gonzalez-Marquez R, Llorente JL, Rodrigo JP, Garcia-Pedrero JM, Alvarez-Marcos
C, Suarez C, Hermsen MA: SOX2 expression in hypopharyngeal, laryngeal, and
sinonasal squamous cell carcinoma. Hum Pathol 2014, 45(4):851-857.

(7]



Abreviaturas

CECC: Carcinoma escamoso de cabeza y cuello

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico (“EpidermalGrow Factor

Receptor”). El gen se denomina tambiénHER1 y ERbB1
FISH: Hibridacién in situ con fluorescencia (“Fluorescente in situ Hybridization”)
IHQ: Inmunohistoquimica
OMS: Organizacion Mundial de la Salud
ORF:Open readingframe

p53: Proteina tumoral 53 (“Tumor protein 53”). También puede encontrarse como

TP53
QT: Quimioterapia
RT: Radioterapia

SOX: Genes relacionados con la region determinante del sexo del cromosoma Y
(SRY), en la regién que codifica la regién de alta movilidad (“highmobilitygroupbox” o
HMG-box)

TA: “Tissue array”
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Introduccion

El carcinoma escamoso de cabeza y cuello es la sexta neoplasia mas frecuente en el
mundo [2]. Aparece con mayor frecuencia en el sexo masculino, con una incidencia que
segln las regiones, puede ser superior al 20/100.000 habitantes; sin embargo se esta
incrementando su incidencia en el sexo femenino, principalmente por el aumento del
habito tabaquico en dicho sexo. El 90-95% de las veces aparece en la cavidad oral y la
laringe.La histologia mas frecuente es el carcinoma de células escamosas, que
representa cerca de un 95% de los casos. También pueden aparecer sarcomas,

condrosarcomas, adenocarcinoma, linfomas, etc.

1.1 Epidemiologia

La epidemiologia de los tumores estudiados en esta tesis (hipofaringe, laringe y

senos paranasales) es como sigue:

1.1.1 Carcinoma de hipofaringe

En el caso del cancer de hipofaringe, la mayor parte de las bases de datos suelen
considerarlo conjuntamente con el cancer de eséfago cervical o la orofaringe, dada la
proximidad anatémica de ambas estructuras. En la base de datos mundial Globocan de
la OMS de 2008 el cancer de hipofaringe es considerado junto con el orofaringeo a
efectos epidemioldgicos. Globalmente y para ambos sexos, la tasa de incidencia es de 2
casos por cada 100.000 habitantes/afo, siendo mucho mdés frecuente en paises
desarrollados [2]. De todo el mundo, es en Europa donde se registra la incidencia mas
alta (2.6 casos/100.000 hab./afio), presentando Hungria, Luxemburgo y Francia las
tasas mas altas. Por el contrario, la tasa de mortalidad es mas alta en los paises poco
desarrollados: 1.5 muertes/100.000 habitantes/afio frente a 1.2 muertes/100.000

hab./afno en los paises desarrollados.

Nuestro pais presenta una incidencia relativamente baja al compararla con el resto
de Europa. La tasa de incidencia ajustada por edad es de 2.7 casos por cada 100.000
habitantes/afio para ambos sexos, y la tasa de mortalidad ajustada por edad es de 1.3

casos por cada 100.000 habitantes/afio.

Como ocurre con otros tumores relacionados con los habitos de vida, la incidencia
es notoriamente mayor en hombres que en mujeres, con una proporcion estimada de

4:1, aunque esta diferencia ha disminuido por el aumento del tabaquismo en
[10]



Introduccion

mujeres[3]. Esto no se cumple para los tumores retrocricoideos, que predominan en el
género femenino [4] y en cuya etiologia se ha descrito una importante relacién con el
sindrome de Plummer-Vinson. La baja incidencia en mujeres puede retrasar el
diagnostico por el bajo indice de sospecha, con las consecuentes implicaciones

negativas en el pronostico [5].

Estos tumores se presentan tipicamente entre la quinta y sexta década de la

vida[4], y se ha descrito un pico de incidencia entre los 59-60 afios [5].

1.1.2 Carcinoma de senos paranasales

Las neoplasias nasosinusales son tumores poco frecuentes y representan
aproximadamente el 0,2-0,8% del total de tumores malignos de la especie humana y el
3-6% de los tumores de cabeza y cuello [6-8] En las fosas y senos paranasales se
originan tumores con una gran variedad de tipos histolégicos, aunque predominan los
de estirpe epitelial (mas del 75%). En la mayoria de las series el més frecuente es el

carcinoma epidermoide (CENS), que representa entre el 40-80% del total [8, 9].

En nuestro dmbito la incidencia es de 0,8-1 caso por 100.000 habitantes y afio [7]
Los CENS se presentan con mayor frecuencia en varones, con una relaciéon de 2-3/1.
Esta proporciéon es menor que en el resto de neoplasias de cabeza y cuello,
probablemente porque en las fosas y senos paranasales los factores de riesgo tipico,
como alcohol y tabaco, no tienen un potencial carcinogénico tan demostrado como en

el resto de la via aerodigestiva superior [8].

La edad de apariciéon se sitta entre la sexta y séptima década de la vida,

aumentando a partir de ese momento el nimero de casos de forma gradual [8].

El lugar mas habitual de origen de los CENS es la cavidad nasal, siendo el seno
maxilar la segunda localizaciéon maés frecuente. No obstante, dada la proximidad de
estas regiones anatomicas y que, frecuentemente, los CENS se presentan en estadios
avanzados, no es facil identificar el lugar exacto de su origen. Ademds, un nimero
significativo de tumores afecta a mas de un sitio contiguo en el momento del

diagnostico.

[11]
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Dentro de los tumores estrictamente sinusales los méas frecuentes son los tumores
del seno maxilar, constituyendo el 60-80% de los CENS[6, 10]. Los tumores etmoidales

les siguen en frecuencia y los frontales y esfenoidales son excepcionales.

1.1.3 Carcinoma de laringe

El carcinoma de laringe supone un 0,8% de todos los canceres diagnosticados [11]
y es el tumor mas frecuente en el drea de cabeza y cuello ocupando el sexto lugar entre
las neoplasias malignas del sexo masculino. Espafia presenta una incidencia elevada
con una tasa en varones de 18 casos/100.000 habitantes/afio y en mujeres de 4
casos/100.000 habitantes/afio. La mortalidad es paralela a la incidencia con 10
casos/100.000 habitantes/afio, aunque se ha producido un ligero descenso en el dltimo
decenio. La edad de maxima incidencia se sitta entre los 60 y 70 afios y la
supervivencia global estimada a los 5 afios es del 67% [12]. A pesar de la sofisticacion
de las técnicas diagndsticas y de los procedimientos terapéuticos de los tltimos afios el
diagnostico sigue siendo tardio y la supervivencia se ha modificado poco, no
alcanzando las expectativas previstas. La variable que mas influye en la supervivencia
es la presencia de metéstasis en los ganglios linfaticos locorregionales y es frecuente el
desarrollo de segundas neoplasias en la via aerodigestiva, pulmén y eséfago en

probable relacién con la existencia de un campo de cancerizacién [13].

1.2 Factores etiologicos conocidos
1.21 Carcinoma de hipofaringe

Como en la mayor parte de los carcinomas de cabeza y cuello, el factor de riesgo
mas importante es el consumo de alcohol y de tabaco, aunque también influyen

factores ocupacionales, genéticos y alimentarios.

En diversos estudios se ha sugerido que el consumo de bebidas alcohdlicas parece
ser el mas importante de dichos factores de riesgo, haciendo que el riesgo relativo de
padecer cancer de cavidad oral o faringe sea hasta 13 veces superior a los no bebedores
[14], y aumentando segun la cantidad de alcohol ingerida [15]. El consumo combinado
de tabaco y alcohol puede aumentar el riesgo de cancer del tracto aerodigestivo

superior hasta 100 veces [3]. La hipétesis mds consistente es que el alcohol de por si, y
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no el resto de componentes de las bebidas, es el responsable directo de la

carcinogénesis [16].

El tabaquismo se considera el factor de riesgo mas importante en los carcinomas
de cabeza y cuello, dado el efecto carcinogénico tanto de sus componentes como del
humo inhalado. Existe una relacién directa entre el riesgo de desarrollar un tumor y la
cantidad de tabaco consumido y la duracion del hébito tabaquico [15], asi como con la
asociacion con otros factores de riesgo (exposicion a asbesto [17], alcoholismo [18]). El
cese de su consumo reduce gradualmente el riesgo de cancer [15, 19], pero este efecto

no se ha confirmado en el consumo de alcohol [20].

Existen diversos estudios que han demostrado un aumento del riesgo de
carcinoma escamoso de hipofaringe en trabajadores de la industria del metal,
construccion, alimentaria y trabajadores de la madera [21, 22]; asi como una probable
relacion entre el desarrollo de cancer y la exposicion a disolventes organicos, asbestos,

carbén y formaldehidos [23, 24].

La relacion entre el carcinoma de hipofaringe y la infeccién por el virus del
papiloma humano ha sido mencionada por diversos autores [25, 26], aunque en todo

caso, su papel seria notablemente menos importante que en el carcinoma de orofaringe.

1.2.2 Carcinoma de senos paranasales

El mecanismo etiopatogénico exacto de los CENS es desconocido, aunque se han
descrito diferentes agentes carcinogénicos en relacién a su desarrollo. El riesgo relativo
de padecer un CENS aumentaria en aquellas personas con exposicién crénica al polvo
de maderas blandas (abeto, pino) [27, 28]. Diversos agentes quimicos como el asbesto,
los cromatos, el niquel y el arsénico podrian estar también implicados [29, 30]. Asi por
ejemplo, se calcul6 que la exposiciéon al niquel incrementaria 900 veces el riesgo de
desarrollar un CENS respecto a la poblacién no expuesta [31, 32]. Otros agentes como
las fibras de algodén y algunas harinas de cereales, cuando estan retenidas en la
mucosa hasal, podrian favorecer la aparicion de los CENS [31]. No obstante, el tiempo
de latencia entre la exposicion al carcinégeno y la apariciéon del tumor suele ser de mas

de 30 anos [7, 29].
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A diferencia del resto de los CECC, especialmente en faringe y laringe, el alcohol y
el tabaco no parecen jugar un papel importante en el desarrollo de los CENS. No
obstante, hay cierta relaciéon epidemiolégica [33, 34] y en algunos estudios se indica que
los grandes fumadores desarrollar un carcinoma epidermoide con un riesgo triple que

en la poblacion general [33, 34].

El Virus del Papiloma Humano (VPH), sobretodo los serotipos 16 y 18 y, en menor
medida los serotipos 6 y 11, han sido aislados en el tejido tumoral de los CENS. Esta
asociacion se ha intentando demostrar en el proceso de malignizaciéon de los papilomas
invertidos a carcinoma escamoso, halldndose en el mejor de los estudios una
implicacion del VPH del 10% [34-38]. Por ello el papel del VPH en la carcinogénesis de
los CENS no parece tener gran importancia, aunque en aquellos tumores que lo
presentan el prondstico a 5 afios es mejor [39]. Otro virus relacionado como el de

Epstein-Barr parece tener atin menos importancia [40, 41].

Otro factor que si parece tener especial relevancia en la génesis de los CENS es el
antecedente de patologia nasosinusal previa, observdndose hasta en el 25% de los
casos. Una posible explicacion a esta relacion seria la metaplasia escamosa del epitelio
respiratorio y su posterior progresién a carcinoma epidermoide ante el estimulo

inflamatorio crénico.

1.2.3 Carcinoma de laringe

Son multiples los factores que se han relacionado con la etiologia del cédncer de
laringe. Asi, se ha estudiado el papel del reflujo gastroesofagico, algunas infecciones
virales, el abuso de bebidas alcohdlicas, la dieta, factores ocupacionales y hormonales,

factores inmunolégicos y sobre todo y fundamentalmente el habito tabaquico.

El tabaco es el factor etiolégico que parece tener mas relacion con la aparicién del
cancer de laringe y por lo tanto el mds estudiado. Se estima que un 90% de los
pacientes que presentan esta neoplasia son fumadores de cigarrillos, y que el consumo
superior a 40 cigarrillos/dia puede aumentar el riesgo de desarrollar cancer de laringe
13 veces respecto a un no fumador. El riesgo se mantiene elevado hasta los 10 afios de
haber abandonado el consumo de tabaco, y los fumadores pasivos también pueden

tener aumentado el riesgo de cancer de laringe [42]. Al lado del tabaco ha aparecido
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siempre el consumo de alcohol como otro factor favorecedor del CECC. La mayoria de
estudios demuestran una mayor incidencia de cancer de laringe en las personas que,

ademads de ser fumadoras, tienen alta ingesta de alcohol [43].

Las diferencias a nivel geografico en la incidencia del cancer de laringe se deben a
algo més que a la variabilidad en los factores de riesgo descritos. Se cree que existen
otros factores etiol6gicos implicados en la génesis tumoral, como la exposicion laboral
a ciertas sustancias entre las que destacan el polvo y gas de las minas de carbén, polvo
de madera, fibras de vidrio y textiles, barnices y pinturas. Ademads la susceptibilidad a
la acciéon mutagénica de los carcinégenos ambientales puede ser variable de unos
individuos a otros [44], lo que explicaria por ejemplo el desarrollo de tumores en
pacientes jovenes no fumadores, a diferencia de otros grandes fumadores que nunca

llegan a desarrollar una neoplasia.

1.3 Clinica
1.3.1 Carcinomas de hipofaringe

Suelen ser asintométicos durante largo tiempo, con lo que la mayor parte de los
pacientes que se diagnostican ya tienen afectacion linfatica o tumores muy avanzados.
Muy a menudo, la tnica clinica que aparece es dolor de garganta, disfagia leve o
sensacion de cuerpo extrafio, sintomas todos ellos altamente inespecificos y que

pueden confundirse con la enfermedad por reflujo gastroesofagico.

Al crecer la lesién, puede haber disfagia mdas grave acompafiada de pérdida
ponderal. La afectacién laringea puede conllevar disfonia o disnea. Asimismo, la
apariciéon de hemoptisis o signos de obstruccion de las vias aéreas se consideran como

sintomas de mal pronéstico, al estar la neoplasia en estado més avanzado.

1.3.2 Carcinomas nasosinusales

Los CENS en los estadios iniciales (mientras estan confinados en la cavidad del
seno) no suelen dar sintomas que permitan sospechar una neoplasia y pueden simular
un proceso inflamatorio: dolor local, rinorrea, epistaxis, hiposmia y sensacién de
presion y ocupacién facial. S6lo cuando alcanzan dimensiones significativas o se

extienden a estructuras vecinas como la piel de la mejilla, la mucosa oral, la 6rbita, la

[15]



Introduccion

fosa infratemporal y la cavidad craneal aparece clinica mas llamativa. Esta consiste en
tumoracion y deformidad facial, tlceras palatinas, desviacion ocular y algias o parélisis
de pares craneales [6]. Por ello, debido su clinica inicial silente, los CENS se

diagnostican frecuentemente en estadios avanzados (més del 50% T3 y T4) [6, 45].

La afectacion ganglionar al diagndstico es poco frecuente (2-12%) [6, 45-51]. De
igual modo, la recidiva a nivel regional es infrecuente (5-15%) [6, 9, 50, 51], siendo
excepcionales las recidivas en los ganglios linfaticos con la enfermedad controlada a

nivel local (menos del 5%).

1.3.3 Carcinomas de laringe

La laringe se divide en tres zonas tomando como referencia la parte central, que
son las cuerdas vocales: la regién supraglotica, la glotis propiamente dicha y la
subglotis. Se consideran tumores transgléticos aquellos que afectan al menos a dos de
los tres niveles de la laringe. En el caso de estos tumores la intensidad y tiempo de

aparicion de la sintomatologia depende de la localizaciéon del tumor primario [52]:

— Tumores gléticos: El 99% se presentan como disfonia persistente y progresiva en

pacientes con factores de riesgo. Si se diagnostica en estadios avanzados, puede
haber disnea asociada, hemoptisis y estridor. Estos tumores producen adenopatias

en aproximadamente el 3% de los casos.

— Tumores supragléticos: predominan los sintomas deglutorios, que orientan hacia
afectacion del vestibulo laringeo, sobre los fonatorios, cuya aparicién debe hacer
sospechar infiltracion del pie de la epiglotis y los ventriculos laringeos. Presentan
afectacion linfatica en el momento de diagndstico en el 40% de las ocasiones.

— Tumores subgléticos: Es la localizacion menos frecuente, con una clinica inicial de

disnea. Al ser muy progresiva, en el momento del diagnéstico suele aparecer
infiltraciéon en profundidad y aparecer metastasis ganglionares en el 50%,
afectando tanto a ganglios cervicales como paratraqueales y mediastinicos.

— Carcinomas transgldticos: Se denomina asi a los tumores con afectacién de los

planos glético y supraglotico. Su clinica inicial suele ser disfonia por afectacion de
las cuerdas vocales, presentando la cuarta parte de ellos adenopatias en el

momento del diagnéstico.
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1.4 Diagnostico

Ya hemos referido previamente que la clinica puede ser muy inespecifica, siendo
por ello muy importante la sospecha clinica, sobre todo en pacientes con factores de
riesgo conocidos (historia previa de tabaquismo, enolismo o ambos) en los que debe
descartarse una neoplasia. En todo caso, existe un predominio de lesiones avanzadas

justificable por el retraso en el diagnéstico [6].

La fibroendoscopia permite la visualizaciéon de cavidad nasal, nasofaringe, base de
la lengua, hipofaringe y laringe. Asi, también es ttil para valorar la movilidad de las

cuerdas vocales y la permeabilidad de las vias aéreas.

Los estudios de imagen (TC, RMN, PET) son ttiles para determinar la extension
del tumor asi como afectaciéon linfatica [53]. Otra técnica de imagen vélida es la
tomografia por emision de positrones (PET), que detecta los estadios primarios
tumorales mediante la distribucién de un radiotrazador, el FDG, basdndose en el
mayor consumo de glucosa de los tejidos tumorales respecto de los inmediatamente
adyacentes. La PET es al menos tan sensible y especifica como TC y RMN para detectar
el tumor primario de cabeza y cuello, asi como superior en el diagndstico de metastasis

ganglionares ocultas y segundos tumores primarios [53-55].

La combinacién de PET con TC ha demostrado clara superioridad al uso de TC,
RMN y PET aislados, segtin diversos estudios [56-58], sirviendo ademads para detectar
metastasis cervicales ganglionares ocultas, metéstasis a distancia y lesiones sincrénicas.
La PET y la PET-TC podrian ademas ser ttiles para evaluar la eficacia del tratamiento

en cuanto a persistencia o recurrencia de la enfermedad.

Finalmente, el diagndstico histolégico es imprescindible para conocer la estirpe
histolégica y planificar el tratamiento. En el caso de la aparicién de masas cervicales,
puede emplearse la puncién-aspiraciéon con aguja fina (PAAF), que cuenta con una

sensibilidad y especificidad que oscilan entre el 89-98% segtin los estudios [59, 60]

Para clasificar estos tumores se siguen de modo habitual las directrices del

American Joint Committee on Cancer (AJCC), quienes recientemente han publicado su
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séptima edicion [61]. Se basa en tres categorias: extensiéon tumoral (T), afectacién de

ganglios linfaticos regionales (N) y existencia de metastasis a distancia (M).

Una de las lineas de investigacion mdas prometedoras es la investigacion sobre
marcadores tumorales. Diferencias en la expresiéon de ciertos genes podria hacer
cambiar la clasificacion, pronéstico y tratamiento de gran parte de estas neoplasias.
Existen algunos estudios [62, 63] que sugieren que los tumores primarios de cabeza y
cuello podrian tener ciertos cambios moleculares que induzcan mayor susceptibilidad

a la invasién tumoral o a la diseminacion linfatica.

1.5 Tratamiento
1.5.1 Carcinomas faringolaringeos

En general, el tratamiento estdndar para tumores en estadios iniciales (I y II)
consiste en cirugia o radioterapia, sin que se hayan constatado diferencias en cuanto a
la supervivencia entre estos tratamientos [64]. A pesar de que suele alcanzarse un buen
control locorregional de la enfermedad las recurrencias son frecuentes, siendo
predominantemente locales en tumores tratados con radioterapia y regionales en
tumores tratados quirdrgicamente. Las recurrencias a nivel ganglionar también son

frecuentes [65].

En estadios avanzados (Il y IV) clasicamente el tratamiento ha sido
eminentemente quirdrgico, siendo precisa la realizacion de una laringectomia total, en
muchos casos acompafiada de faringectomia, dependiendo siempre de la extension
tumoral. Sin embargo, en los Gltimos afios han cobrado importancia las terapias que
permiten la conservacion laringea, con la consecuente mejora en la calidad de vida
pero sin resultados superiores en cuanto a supervivencia. Sin embargo, una posible
excepcion son los tumores que invadan cartilago (estadio IVa), en los que se ha descrito
que dicha invasiéon puede comprometer la eficacia del tratamiento conservador e
incrementar la probabilidad de radionecrosis, con lo que estaria recomendada una
técnica quirdrgica radical [66, 67]. Sin embargo, otros estudios mas recientes [68-
70]restan importancia a estos hallazgos y siguen recomendando las técnicas
conservadoras como tratamiento estdndar, dejando la laringectomia total como opcién

de rescate.
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Las técnicas conservadoras mds empleadas son la quimiorradioterapia
(concurrente o secuencial) y técnicas quirtrgicas conservadoras, como la cirugia parcial
o la cirugia minimamente invasiva, que pueden ser combinadas o no con quimio y
radioterapia dependiendo de las condiciones del paciente. Sin embargo, en pacientes
ancianos o pluripatolégicos la toxicidad y comorbilidad asociadas a las técnicas
conservadoras pueden hacer que se prefiera la realizacion de una laringectomia
total[71-74], seguida de radioterapia en caso de bordes quirtrgicos afectos, invasién

vascular o perineural o afectacion ganglionar.

En los tumores avanzados el riesgo de metdstasis ganglionar es elevado, con lo que
se recomienda el tratamiento del cuello, bien mediante vaciamiento ganglionar o

mediante radioterapia.

1.5.2 Carcinomas nasosinusales

No hay un consenso establecido respecto del tratamiento 6ptimo de los CENS.
Esta situacion se debe a varios motivos entre los que destacan el reducido ntimero de
pacientes, la gran variedad histolégica de los tumores nasosinusales y, por altimo, que
la complejidad anatémica de la region hace que los tratamientos generen casi siempre

morbilidad asociada, lo que condiciona sus continuos replanteamientos [8].

La opcién terapéutica mds utilizada es la cirugia seguida de la RT postoperatoria
[6, 50]. En los CENS es imprescindible el control local de la enfermedad mediante su
exéresis amplia con unos margenes de seguridad suficientes [10]. Los abordajes
quirargicos varian en funcién de la localizacién tumoral, de su extensién y de las

posibilidades reconstructivas [51].

La RT se utiliza, sobre todo, tras la cirugia debido a que la mayor parte de los
pacientes presentan tumores en estadios avanzados y al reducido control de los
margenes quirargicos. Algunos autores no aconsejan su uso en estadios precoces [75],
pero los pacientes con tumores T3 6 T4 se beneficiarian de su aplicacién postoperatoria

[45].

Existen estudios [76-78] , hechos en Japon donde la incidencia de los CENS es més

elevada, que defienden el uso de la QT en diversos esquemas de administracién, intra-
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arterial o sistémica y neoadyuvante o concomitante. Estos autores propugnan que su
uso, aunque aumenta la supervivencia, permite mejores resultados funcionales y

estéticos.

La presencia de adenopatias en los CENS, como se ha dicho, es infrecuente y el
tratamiento del cuello de manera profilactica es controvertido. Los pacientes NO al
diagnostico se beneficiarian de un tratamiento profilactico con RT si el riesgo de
enfermedad cervical subclinica excediese el 15-20%, es decir si se afectara la mucosa
oral, mejilla, rinofaringe o fosa infratemporal [50]. En los pacientes con ganglios

positivos el tratamiento quirtargico, con RT o combinado del cuello es obligatorio [79].

1.6 Prondstico
1.6.1 Carcinomas faringolaringeos

El carcinoma de hipofaringe tiene mal pronéstico, con una supervivencia a los 5
afios que oscila entre el 17 y el 30% [3, 61]. A pesar de las diversas técnicas de
tratamiento, dado el aumento de la incidencia del carcinoma de hipofaringe también
estd aumentando la mortalidad por el mismo. A este aumento de la mortalidad
contribuye el diagndstico tardio, ya que se ha descrito [3] que aproximadamente el 75%

de los pacientes se diagnostican en estadios III-IV.

La supervivencia a 5 afios del cancer de laringe en su conjunto es del 76% para el
estadio I, 66% para el estadio II, 52 % para el estadio III y 35% para el estadio IV [61].
En pronéstico generalmente es mejor para los tumores localizados en la glotis, dado
que la manifestacién clinica es mas precoz (por la afectaciéon temprana de cuerdas

vocales) y por tanto el diagnéstico se realiza mas frecuentemente en estadios iniciales.

1.6.2 Carcinomas nasosinusales

El pronéstico [6, 10, 50, 51, 76] de los CENS en su conjunto es malo, con una
supervivencia global a los 5 afios del 30-50%. A diferencia de otros tipos histolégicos,
los pacientes fallecen tempranamente pues la recidiva local, generalmente, no puede

ser controlada.

El peor pronéstico [6] aparece en el carcinoma epidermoide etmoidal con una
supervivencia del 48% a los 5 afios, frente al 62% en el seno maxilar y al 77% en la fosa
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nasal. La mayor supervivencia en el carcinoma de fosas nasales esté relacionada con su

diagnostico precoz [45].

La supervivencia a 5 afios esta intimamente relacionada con el tamafio tumorali:
80-90% para los T1, 55% para los T2, 50% para los T3 y 27% para los T4, aunque las
cifras varian segtn las series publicadas [6, 51]. La invasion de la base del craneo,
cavum y pterigoides se considera de mal pronéstico [7, 10, 50, 80]. La presencia de
metastasis ganglionares es un factor de muy mal prondstico con supervivencias de 6 a

12 meses [10, 50].

Las metéstasis a distancia son excepcionales (menos del 5%), siendo su prondstico

ominoso [51].

1.7 Anomalias genéticas en el carcinoma escamoso
de cabeza y cuello

La carcinogénesis de los tumores escamosos de cabeza y cuello consta de un gran
namero de alteraciones genéticas y moleculares, que afectan a multiples oncogenes,
genes supresores de tumores y genes que intervienen en la reparacion del DNA,
pudiendo citar como ejemplos genes que regulan el ciclo celular (Ciclina D1, p53 o
cMyc), mitogénesis (EGFR, HER?2), angiogénesis (VEGF), diferenciaciéon (e-cadherina),
muerte celular (regulacién al alza de Bcl-xL y Bcl-2) o metaloproteasas de matriz

extracelular (MMP2, MMP9).

Es por eso que se han realizado gran ntimero de estudios buscando qué genes son
los que se alteran en estos casos, prestando especial atencion a los oncogenes y genes
supresores de tumores, creindose multitud de modelos [81, 82]. Sin embargo, en el
caso de laringe y faringe, no se ha encontrado relacion entre anomalias cromosémicas y
supervivencia libre de enfermedad, estadio clinico o afectacion linfética, excepto 11913,

siendo este un factor pronéstico negativo [83].

Se considera que la afectaciéon tisular consta de varias fases: metaplasia,
hiperplasia, displasia, carcinoma in situ y carcinoma invasivo, pudiendo identificarse
mediante técnicas de Anatomia Patolégica en tejidos adyacentes al tumor que
aparentemente son normales. En las zonas displasicas, que frecuentemente presentan
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las mismas alteraciones moleculares que las del tumor macroscépico, existe una
elevada probabilidad de desarrollar una neoplasia durante los siguientes meses/afios
[84]. Se cree que en estos cambios podria necesitarse que haya alteraciones en 10 o mas

genes para una progresion maligna completa.

La activacion de 11413 es la mas consistentemente descrita, llegando a estar
presente hasta en un 78% de los casos, y podria explicar el comportamiento maés
agresivo de estos tumores, considerdindose como la alteracién genética maés
significativa [85]. En esta region hay varios oncogenes: HST1 e INT2 (ambos
relacionados con factores de crecimiento fibroblastico), CCND1/PRAD1 (que codifica la
ciclina D1) y CTTN, que codifica para una proteina de adhesién celular denominada
cortactina. De todos ellos, los mas probablemente implicados son los dos dltimos. La
ciclina D1 es un oncogén ya conocido, implicado en el ciclo celular en el paso de fase
Gl a S. CCND1esta amplificada y sobreexpresada, sobre todo en casos avanzados. En
cuanto al gen CTTN, por relacionarse a la cortactina con los procesos de interaccién
celular, se cree que su alteracion en este tipo de tumores podria implicar un incremento

en la capacidad metastésica.

Se sabe que la pérdida la region cromosdémica 9p21 es la alteracion mas frecuente
en los CECC (70% casos), produciéndose precozmente en la progresién tumoral. En
esta region se sitGan diversos genes supresores de tumor como pl4, pl5 y plé
(CDKN2A) relacionados con la progresion del ciclo celular y los fenémenos de
senescencia; su pérdida facilita por tanto la progresién hacia fenotipos de malignidad
desde la hiperplasia epitelial. La pérdida de funcién de p16 se ha encontrado hasta en

un 83% de los casos analizados.

Un oncogén frecuentemente amplificado y/o sobreexpresado en los CECC es el
ERBBI, que codifica para el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). La
activacion de este oncogén podria estimular el crecimiento y la proliferacién celular
incontrolada. Las distintas cascadas de sefalizacion originadas en este receptor estan
mediadas asimismo por oncogenes (ej. PI3K,STAT3), que pueden estar activados de
forma independiente; asi, se ha hallado amplificacion y/o sobreexpresion de alguno de

los componentes de estas vias en méas del 50% de los casos.
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El oncogén ERBB2 codifica para un receptor asociado a tirosin-quinasa y pertenece
a la misma familia de receptores que el EGFR. Su alteracion es frecuente en carcinomas
de mama y en algunos carcinomas de pulmén. Dentro de los CECC se ha visto alterado

en el 40% de los carcinomas epidermoides de cavidad oral.

También se han descrito, aunque con menos frecuencia, activaciones de otros
oncogenes como MYC, la familia RAS, BCL-2 y BCL-X51, de vias como la WNT/p-

catenina y ganancias en regiones cromosomicas como 34, 5p y 20q.

El oncogén MYC se sobreexpresa en la mayor parte de las neoplasias humanas, y
juega un papel importante en al menos el 40% de los tumores. Al regular varios grupos
de genes, entre las funciones de cMyc se encuentran el aumento de la poblacién celular
como respuesta a sefiales extracelulares [86] asi como funciones en el metabolismo
celular, diferenciacién y apoptosis [87]; se considera que su interviene en el origen de
las neoplasias mediante el aumento de la celularidad y la disminucién de la apoptosis
[86, 87]. En los tumores de cabeza y cuello aparece amplificado con frecuencia,
llegando a sobreexpresarse hasta en el 40% de los carcinomas escamosos orales. En
dichos tumores se ha propuesto que su expresion elevada junto con la de p53 podria

emplearse para la deteccion de lesiones premalignas [88].

B-catenina, por su parte, juega un papel dual en la carcinogénesis dependiendo de
la localizaciéon en la que se exprese. Si aparece en membrana, la proteina se une al
dominio citoplasmatico de las cadherinas tipo I y mediante esta unién regula la
adhesion celular. Cuando se expresa en el ntcleo celular causa la degradacion de la
subunidad 26S del proteasona, lo cual es inhibido por la ruta de sefializacion Wnt asi
como por mutaciones en la propia B-catenina. Esto produce la acumulacién de
Bcatenina nuclear, lo cual desencadena la expresion de genes diana como la ciclina D1.
En los CECC las mutaciones en B-catenina se consideran eventos poco frecuentes,
siendo la expresion en membrana de la B-catenina la més frecuentemente asociada a
progresion tumoral y malignidad de los tumores de esta localizacién: una pobre
expresion de B-catenina en membrana se ha asociado en diversos estudios a menor
diferenciacién tumoral, mayor probabilidad de metastasis y menor supervivencia
global [89, 90]. Del mismo modo, aparecen estudios que relacionan la expresién nuclear

de B-catenina con mal prondstico en tumores de hipofaringe [91]. En el caso de la
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laringe se ha asociado la expresion de B-catenina citoplasmética a las lesiones

premalignas con mayores probabilidades de evolucion a carcinoma escamoso [92].

El gen supresor de tumores TP53 (17p13) se ha encontrado mutado en una gran
variedad de tumores humanos y se considera que juega un papel crucial en la
patogénesis de muchos, o quizés de todos, los canceres humanos. En los CECC se halla
una funcién anormal de TP53 hasta en el 13-50% de los casos, siendo ademas un
fenémeno de apariciéon temprana en la carcinogénesis de estos tumores, pues ya se
observa en lesiones displésicas [93]. Como ocurre en otras neoplasias humanas, en un
75% de los casos aparece una mutaciéon dep53 en el dominio de unién, y se produce,
por lo general, una ganancia de funcién, aunque atn no se ha llegado a conocer del
todo el mecanismo de dicha ganancia [94]. En la mayor parte de los tumores en los que
dicha mutacién no aparece, la funcion de p53 puede estar inactivada por otros
mecanismos tales como la sobreexpresién o amplificacion de MDM?2 y la expresion de
la proteina E6 del virus del papiloma humano, responsables ambas de degradacién
proteasémica de p53. En general, se admite que la via de p53 esta regulada a la baja en
al menos el 80% de los CECC [95]. Ademés de su papel en el inicio de la tumorigénesis,
la inactivacién de TP53 contribuye al comportamiento clinico de los tumores causando
resistencia a la quimioterapia; por tanto la disrregulacion de TP53 se asocia a peor
supervivencia tanto en tumores tratados quirdrgicamente como con quimio o

radioterapia [96, 97].

Ademas de las alteraciones descritas en los mencionados genes supresores,
también se ha demostrado la existencia de regiones frecuentemente delecionadas en los
CECC, lo que hace suponer que en ellas se localicen genes supresores de tumores.En el
carcinoma escamoso de hipofaringe también se ha descrito mediante técnicas
moleculares un descenso del nimero de copias en el cromosoma 18 en un 15% de
casos, asi como deleciones en el segmento 18q22-q23 hasta en un 55% de los casos [98,
99].0tras regiones con pérdidasdescritas son 3p14-21 (FHIT, RASSF1A9), 4q26-28, 6p,
8p21-23, 11q22-24, 13q14-21 y 14q31-32. Sin embargo, estas son mds frecuentes en

cancer de laringe, y raramente ocurren en tumores de oro o hipofaringe [100].

Aparte de las alteraciones en oncogenes y genes supresores descritas, existen otras

alteraciones frecuentes en los CECC que intervienen en el proceso de la carcinogénesis.
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Asi, por ejemplo, es frecuente la sobreexpresion del factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF), el cual se induce en condiciones de hipoxia y estimula la
angiogénesis, favoreciendo la progresion y la metéstasis tumoral. También ha sido
descrita una reduccién en la expresion de ciertas moléculas relacionadas con la
adhesion celular como CD44 y el complejo E-cadherina-cateninas y la sobreexpresion
de otras como la quinasa de adhesion focal (FAK1, asi como un incremento en la
expresion de moléculas necesarias para la invasion tumoral como las colagenasas y las

metaloproteasas.

Junto con todos estos cambios genéticos, cada vez cobra mas fuerza la hipotesis de
que las stem cells pluripotentes pueden tener un importante papel en la carcinogénesis
mediante las llamadas cancer stem cells, las cuales tienen capacidad de autorrenovaciéon
y son las responsables de la persistencia tumoral y las metastasis a distancia [101]. Otra
cualidad de las cancer stem cells consiste en la posibilidad de realizar la transicién
epitelio-mesénquima, fundamental para la embriogénesis, pero causante de invasién
tisular y metéstasis en los tejidos ya desarrollados. Sin embargo y como ocurre en el
resto de procesos de la carcinogénesis, también juegan un importante papel el medio
ambiente, el envejecimiento celular y los cambios epigenéticos, como la metilacion del
DNA(Figura 1).También la hipoxia resulta relevante en este proceso: la baja
concentraciéon de oxigeno, y con ella un elevado nivel del factor inducido por hipoxia
(HIF) aumenta la expresion de marcadores de pluripotencia (Sox2, Oct4 y Nanog) en

stem cells tumorales [102].
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Figura 1: Esquema de los factores implicados en la autorrenovacion celular y la diferenciacion [1]

1.8 El papel de SOX2 en oncogénesis

El gen que determina el sexo en mamiferos, SRY, codifica para una proteina que

incluye la secuencia HMG-box [103], responsable de la unién especifica al DNA de la

proteina SRY. La HMG-box se encuentra en gran ntimero de proteinas que se unen al

DNA, incluyendo factores de transcripcion [104].

La familia SOX (SRY-relatedHMG-box genes) consiste en un grupo de genes

relacionados con el SRY;, en la region que codifica la HMG box, y que fueron descritos

en ratones por primera vez por el grupo de Gubbay en 1990, describiéndose 4 genes

SOX [105]. La HMG box acttia como dominio de unién que se une en el surco menor de

la hélice de DNA, y reconoce especificamente variaciones en la secuencia consenso

CTTTGTT [106] Se han identificado al menos 24 miembros de la familia SOX,

expresados en diversas células y tejidos, y que se subdividen en subgrupos basados en

la mayor o menos homologia fuera del dominio HMG.

Todos los genes SOX tienen un papel durante la embriogénesis definido,

relaciondndose con la especificidad celular y la diferenciacion [107, 108]. Como ocurre
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con otros factores reguladores del desarrollo, la disfunciéon de los genes SOX se sabe
que estd implicada en diversas neoplasias, pero como ejercen su funcién oncogénica no
estd definido con claridad. Se acepta que, en general, las proteinas de la familia SOX no
poseen la afinidad necesaria para unirse al DNA, con lo que debe unirse a otras
proteinas para crear y estabilizar los complejos de iniciacién de la transcripcion. Por
ello, la especificidad funcional de cada proteina SOX estd definida por su interacciéon

con otras proteinas tisulares [107, 108].

SOX2 estd codificado por un cDNA de 1085 pares de bases, con un ORF(open
readingframe) de 317 aminoacidos, que consta de un solo exén. Se encuentra en el brazo
largo del cromosoma 3, en la localizacién 3q26.3-27 [109], dentro del intrén de otro gen
que se denomina SOX20T (SOX2overlappingtranscript) [110]. SOX20T es un gen no
codificante que carece de ORF. Se cree que podria estar implicado en la regulaciéon

transcripcional de SOX2 [110].

Este gen es uno de los factores de transcripcién fundamentales que se requieren en
la inducciéon de stem cells pluripotentes. Para regular la transcripcién, SOX2 forma un
complejo con el dominio POU de Oct1, que se une al surco mayor de la hélice de DNA
y reconoce la secuencia ATGCTAAT [111]. Diversos autores creen que el papel
principal de SOX2 en estas células es controlar la expresiéon de Oct4 [112, 113], con
quien forma heterodimeros para controlar de modo sinérgico la expresion de genes
especificos de células sterm, como UTF1, Fgf4 [114] y Fbx15 [115]. Por tanto, SOX2 es un
factor fundamental en la indiferenciacién celular, siendo critico para la regulaciéon
transcripcional del fenotipo stem de las células stern embrionarias normales, ya que

controla la autorrenovacién y los procesos de diferenciacion [116].

Al ser un factor de transcripciéon, la proteina SOX2 necesita unirse a otras para
regular la transcripcion del DNA, como ocurre con Oct4 (también denominada
POUSF1) [117]. La relacién entre ambas proteinas es fundamental para el desarrollo
embrionario, pero también para la regulacion de la expresion génica y el
mantenimiento de la pluripotencia en las cancer stem cells [118]. Se cree que SOX2 y
Oct4 regulan positivamente su propia expresiéon, y actian sinérgicamente para

potenciar o reprimir la expresiéon de sus genes diana (figura 2).
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Figura 2: Se cree que Oct 3/4 ejercen su accion junto con diversos genes de la familia
SOX Atin no se ha determinado si SOX4, SOX11 o SOX15 ejercen alguna influencia
en la expresion de los genes Oct 3/4 y SOX2. [1]

SOX2 es uno de los tres genes imprescindibles que cooperan entre si para
reprogramar células diferenciadas y llevarlas a un fenotipo de stem cells pluripotentes:
Oct4, SOX2 y Nanog. Ademads, dentro de su ruta tienen como objetivos cientos de genes
en las stem cells, que pueden ser transcripcionalmente activos o inactivos. Ademas de
otros factores de transcripcion, también se induce la expresion de genes implicados en
la transduccién de sefales, incluyendo componentes de la ruta del TGFf (TDGFI) y la
Wnt (DKK1) [119-121], que a su vez contribuyen asimismo a la pluripotencia celular.
Sin embargo, aquellos que estan implicados en la diferenciaciéon (PAX6, MYF5) estan
inactivos, lo cual implica que la pérdida de expresiéon de SOX2, Nanog y Oct4 supone

el aumento de los genes necesarios para el desarrollo celular [122].

Esta relacién con las vias de indiferenciacién celular podria tener implicaciones
pronosticas, ya que conlleva al desarrollo de tumores mas resistentes al tratamiento
[123, 124] y un descenso en la supervivencia, tanto media como libre de enfermedad en

los carcinomas escamosos de cabeza y cuello [125].

Durante el desarrollo embrionario, SOX2 se expresa en el endodermo del intestino

anterior, desde los arcos faringeos hasta lo que sera el estémago, asi como en varios
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6rganos que derivan del mismo [126]. Es por ello necesario para la diferenciaciéon
adecuada de las células escamosas esofdgicas y células respiratorias, manteniendo su
expresion en el es6fago, traquea y vias aéreas del adulto, donde es imprescindible para
la proliferacion celular y la respuesta al dafio [126]. También estd implicado en la
diferenciacion de las células stem neurales durante el desarrollo del cerebro, asi como
en la regulacion de la diferenciaciéon de las células sensitivas en el neuroepitelio de la

retina y el oido interno [127-129].

SOX2 es el tnico gen que, hasta la fecha, se conoce que causa anoftalmia y
microftalmia [110, 130], apareciendo pérdidas de heterocigosidad en un 10-20% de los
casos, asocidndose con él la mutacién en PAX6 y OTX2 [131, 132] Niveles reducidos de
SOX2 también se relacionan con atresia de eséfago y reduccién de las células basales
positivas para p63 [126], asi como el sindrome AEG (anophtalmia-esophageal-genital),

que se asocia con atresia esofagica y fistula traqueoesofagica [133].

En cada vez mads estudios se resalta la relaciéon entre SOX2 y las diferentes
neoplasias humanas, aunque la principal atenciéon se focaliza en su papel exacto en el
desarrollo embrionario y las stem cells. Mediante técnicas inmunohistoquimicas, se ha
mostrado que SOX2 estd involucrado en fases tardias de la carcinogénesis, como
invasion y metéstasis en cdncer de pancreas [134], estando también presente en cancer
gdstrico, de prostata y de mama [135-138], aunque en ninguno de los casos se trata de
tumores escamosos. Cabe destacar un reciente estudio en glioblastoma [139], en el que
se constatdé un descenso de la expresion de SOX2 tras el tratamiento con Sorafenib, al

inhibir este farmaco de modo selectivo las cancer stem cells.

En general, se afirma que en los carcinomas de células escamosas las alteraciones
en el cromosoma 3 son las mas prevalentes, siendo lo més significativo deleciones en el
brazo corto y ganancias en el brazo largo [140, 141]. El mayor ntiimero de referencias a
la implicacién de SOX2 en carcinogénesis se encuentra en investigacion acerca del
carcinoma escamoso de pulmon, en el que se ha llegado a afirmar que el mayor pico de
amplificacion se encuentra en 3q26.33, sobreexpresandose en el 40-90% de los tumores,
de un modo mucho mads significativo en el carcinoma escamoso que en el
adenocarcinoma, y en fumadores respecto de no fumadores [142, 143]. En general, se

admite que la frecuencia de la amplificaciéon de SOX2 es similar a la que se observa en
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otros oncogenes clasicos, como EGFR, ERRB2 o c-Myc [144]. Por otra parte, se constat6
asimismo que la amplificacién de SOX2 no era suficiente para producir malignidad,
determindndose como los genes més relacionados FOXE1 y FGFR2, pero también otros
genes que producen proteinas marcadoras de diferenciacién a carcinoma de células
escamosas, como TP63 y KRT6A (que codifican para p53 y citoqueratina 6A,
respectivamente). Esta importante presencia de SOX2 en los carcinomas escamosos de
pulmén podria justificarse por la presencia de un elevado ntimero de stem cells
embrionarias en los mismos, que puede estudiarse mediante el anélisis de la expresién
de OCT4/SOX2/NANOG [142, 143, 145].Se demostr6é que la sobreexpresiéon de SOX2
aumenta el crecimiento de colonias y la capacidad de migracion celular, siendo
imposible la supervivencia de las mismas si se inhibe su expresion [145]. Sin embargo,
la sobreexpresion de SOX2parece ser mas frecuente en tumores escamosos de pulmoén
que tienen un comportamiento poco agresivo, logrando relacionarse dicha expresién
con mayor supervivencia [144, 146]. No se hallaron diferencias significativas entre la

expresion de SOX2 y el grado de diferenciacion tumoral.

También se ha encontrado relacién entre la expresion de SOX2 y carcinomas
escamosos del tracto gastrointestinal (TGI) [143, 147], encontrandose en el carcinoma
de es6fago como uno de los genes mas amplificados, junto con CCND1 (el gen de
ciclina D1), EGFR, FGFR1, y 8q24.21 (cerca de MYC y POUS5FBI) [143]. Se ha
demostrado que los niveles de SOX2 en neoplasias escamosas esofdgicas y anales son
paralelos a los niveles de p63 en la tumorigénesis a este nivel, lo cual sugiere la
existencia de un mecanismo de interaccion entre ambas, atin desconocido. También en
esta localizacion se ha constatado un aumento de expresiéon de SOX2 en tumores
escamosos, pero no en adenocarcinomas [147]. Todos los anteriores estudios han
llevado incluso a que algunos autores consideren la amplificacién y expresiéon de SOX2

como un hallazgo comin en los carcinomas escamosos [148].

Finalmente, y centrandonos en los carcinomas escamosos de cabeza y cuello,
existen muy pocas publicaciones acerca de la expresion o la correlacion clinica con este
gen. En carcinomas de la cavidad oral se ha constatado un aumento del nimero de
copias del gen, lo cual se traduce en aumento de la expresiéon del factor de

transcripcion SOX2 en aproximadamente un 50-60% de los casos [149, 150]. Esta

[30]



Introduccion

expresion se ha relacionado con tumores sin afectacion ganglionar [150], asi como con

peor prondstico en estos casos [151].

En tumores de hipofaringe existe un tinico estudio hasta la fecha [117], que analiza
la relacion entre la expresion de SOX2 y la de Oct4 con pardmetros clinico-patolégicos.
En esta serie de pacientes se relaciono la presencia de la proteina SOX2 con carcinomas
escamososbien y moderadamente diferenciados, y la expresiéon conjunta de SOX2 y
Oct4 (aunque no de SOX2 aislado) con mejor supervivencia a los 5 afios. Aun no
existen estudios acerca del papel de SOX2 en pacientes con carcinomas epidermoides

de laringe.

Cabe destacar un reciente estudio publicado que analiza la relacién entre los
tumores nasosinusales y la expresiéon de SOX2 [152], siendo esta de més de 1/3 de los
casos de neoplastias nasosinusales de histologia escamosa e indiferenciada, asi como
en el caso de tumores procedentes de papilomas invertidos malignizados. En el
analisis de los datos se refleja que aquellos pacientes con sobreexpresiéon de SOX2
presentaron un mayor indice de recurrencias, por lo que los autores lo sefialan como

un posible factor pronéstico en tumores de esta localizacion.
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Hipotesis

En nuestra investigacion hemos intentado clarificar el papel que tienen tanto el gen
como la proteina SOX2 en los carcinomas epidermoides de hipofaringe, nasosinusales
y laringeos.A pesar de estar su papel estudiado en carcinomas epidermoides de
pulmoén y eséfago, apenas habia sido estudiado en carcinomas epidermoides de cabeza
y cuello. Por el momento su interés es solamente pronéstico, dada la ausencia de

inhibidores especificos. Para ello nos hemos apoyado en las siguientes premisas:

1. Se ha demostrado que la amplificaciéon del gen SOX2 es un evento frecuente en
carcinomas epidermoides, sugiriéndose ademas una implicaciéon prondstica en

otras localizaciones (pulmoén, lengua...)

2. Al relacionarse SOX2 con la desdiferenciacion de las stem cells pluripotentes,
podria ser determinante para la aparicion o persistencia de cancer stem cells,
responsables de la resistencia a tratamientos con quimio y radioterapia, asi como

del desarrollo de metéastasis a distancia.

3. Dado su diferente origen embrionario, la amplificacién de SOX2 y su expresion
proteica podrian ser diferentes en carcinomas epidermoides nasosinusales,
laringeos y de hipofaringe, dado que estos 3 tipos de tumor tienen unas
caracteristicas bioldégicas propias y un comportamiento clinico-epidemiolégico

distinto.

4. El grado de amplificacion del gen SOX2 y de su expresiéon proteica en tumores
epidermoides de hipofaringe, laringe y nasosinusales, asi como su correlacién con
diversas variables clinico-patolégicas podria afectar al grado de agresividad de
esta neoplasia y por tanto su conocimiento podria servir para seleccionar aquellos

casos que se beneficiarian de potenciales terapias contra este gen y su proteina.

5. Las diferencias pronodsticas entre los carcinomas de hipofaringe, laringe y senos
paranasales podrian deberse a cambios en la expresiéon no solo de SOX2, sino de
otras oncoproteinas ya conocidas, asi como de la expresion conjunta de varias de

ellas.
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Objetivos

Describir los aspectos clinico-patolégicos mds importantes de nuestra poblacion

de pacientes con carcinoma escamoso de hipofaringe, laringe y nasosinusales.

Identificar los casos con alteraciones en el ntimero de copias del gen SOX2
mediante FISH (hibridacion in situ con fluorescencia), en las muestras

tumorales de los pacientes con carcinoma hipofaringeo y nasosinusal.

Determinar, mediante IHQ, la expresiéon de SOX2 en muestras procedentes de

tumores localizados en hipofaringe, laringe y senos paranasales

Determinar también por IHQ la expresion de los productos de otros oncogenes

ya conocidos, tales como:f-catenina, cMyc, y p53.

Relacionar las alteraciones en el nimero de copias de SOX2 con la expresion

proteica.

Relacionar las alteraciones génicas y los patrones de expresién proteica con las
variables clinico-patolégicas, especialmente con el pronodstico de la enfermedad

y la supervivencia de los pacientes.

[35]



4. Material y método

[36]



Material y métodos

4.1 Sujetos a estudio

Se estudiaron de forma retrospectiva 220 pacientes que presentaron un carcinoma
epidermoide tratados en el Servicio de Otorrinolaringologia del Hospital Universitario
Central de Asturias (HUCA), segtn la siguiente localizacion: 102 pacientes tenian un
carcinoma epidermoide de hipofaringe, 67 pacientes un carcinoma epidermoide de

laringe y 51 pacientes con un carcinoma epidermoide de senos paranasales.

Todos los pacientes fueron intervenidos con fines curativos entre noviembre de
2002 y abril de 2010, decidiendo entonces, segin la estadificacion tumoral y del
resultado quirdrgico, la necesidad o no de recibir tratamientos complementarios (RT,
QT o cirugia). Ninguno de los pacientes habia recibido tratamiento previo para su

patologia.

En todos los pacientes se constaté6 un historial clinico bien documentado y el
diagnostico anatomopatolégico de carcinoma epidermoide fue realizado sobre la pieza
de reseccién quirdrgica por un patélogo experimentado en cabeza y cuello en el

Servicio de Anatomia Patologica.

El seguimiento minimo fue de 12 meses o hasta la muerte del paciente, con una
mediana de 14 meses (rango 1-95 meses) en el caso de los pacientes con carcinoma de
hipofaringe; de 18 (rango 1-211 meses) en el caso de los pacientes con cancer de senos
paranasales y de 37 meses (rango 1-97 meses) para aquellos pacientes con céncer de

laringe.

4.2 Recogida de las muestras

Las muestras estudiadas procedian en todos los casos de carcinomas
epidermoides: 102de hipofaringe,51senos paranasales y 67 laringeos, todos ellos
tumores primarios. El trabajo de laboratorio se realiz6 en el Laboratorio de
Otorrinolaringologia del Instituto Universitario de Oncologia de la Universidad de

Oviedo (IUOPA).

Para el estudio génico se realiz6 la técnica deFISHen 56 muestras de los tumores
localizados en hipofaringe(56 de 102: 55%) y en la totalidad de casos de tumores de

regiéon nasosinusal(n=51) con el fin de identificar las posibles ganancias y/o
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amplificaciones en el gen SOX2.No se realiz6 FISH en los tumores laringeos por

motivos técnicos.

Tras el estudio a nivel genético se hicieron estudios de expresion proteica de SOX2
en todos los casos, ademas de estudiarse la expresion de otras proteinas probablemente
relacionadas con estos tumores: Myc, p53 y B-catenina. La inmunohistoquimica se llevé

a cabo mediante la realizacién de un “tissue array”.

Para la realizaciéon tanto de laFISH como de la inmunohistoquimica todas las
muestras del tumor primario fueron obtenidas a partir de los bloques de tejido
parafinado una vez procesada la pieza para su estudio histopatolégico en el Servicio de
Anatomia Patolégica del HUCA. Para determinar el tejido tumoral en el bloque, se
hizo un corte de 5 um para tincién con hematoxilina-eosina que, observado al
microscopio 6ptico permite marcar la zona tumoral en el porta y seleccionarla en los

cortes posteriores, evitando la necrosis y los tejidos sanos peritumorales.

4.3 Técnica de “tissue arrays”

La técnica conocida hoy como “Tissue microarrays” fue introducida en 1998 por
Kononen et al. [153]. Se trata de una técnica automatizada que utiliza un sencillo
aparato denominado “tissue arrayer”. La técnica consiste en pinchar con una aguja de
pequefio didmetro (2mm, Imm o 0,6 mm) un bloque de parafina y extraer un diminuto
cilindro de tejido que se coloca en el bloque denominado “receptor” en el que se
disponen de forma matricial un gran ndmero de cilindros. Esta técnica permite
realizar, ademas de la inmunohistoquimica, otros procedimientos técnicos la

hibridacién in situ (ISH) y la hibridacién in situ fluorescente (FISH).

La principal ventaja de esta técnica es la reduccién significativa de tiempo, coste
y tejido. Una de las desventajas es el reducido tamafio del tumor que se va a analizar,
representando so6lo aproximadamente en 0,3% del tumor. Asi como los inconvenientes
de indole técnica: rotura del bloque, tincién heterogénea, pérdida de cilindros en el
procesamiento, ausencia de tincion en algunos cilindros y seleccién incorrecta del

tejido.

[38]



Material y métodos

La elaboracion de los TA depende del aparato utilizado (tissue arrayer), y es
importante haber elaborado un esquema para la colocacion de los cortes de tejido a
estudiar. Una vez elaborado, se debe de homogenizar el bloque calentandolo y

enfriandolo a temperatura ambiente y en la nevera antes de cortarlo.

Figura 3: Tincién hematoxilina-eosina de control

Es recomendable a la hora de seccionar los bloques hacerlos de forma homogénea
en una sola tanda, para evitar la pérdida de tejido que supone reorientar el bloque. El
calibre de los cortes més recomendado es de 3 um. Es preciso realizar una tincién de
hematoxilina- eosina de control en el primer corte ttil y un corte de control tefiido con
hematoxilina-eosina cada 20 secciones (figura 3). En aquellas situaciones en las que las
secciones no se van a utilizar de inmediato, es recomendable cubrir los portaobjetos

con una fina capa de parafina y almacenar a -3°C.

4.3.1 Requerimientos minimos estindar del “tissue array”

Para que la técnica de tissue array sea considerada como correcta es necesario

cumplir con los siguientes requisitos de calidad:

— Que todos los tumores muestreados estén representados en las secciones, o al
menos en un ndamero superior al 90%.

—  Que los cilindros una vez seccionados estén intactos o si se han perdido algunos,
que esté representado al menos el 50% del caso.

— Cuando el namero de casos perdidos fuese superior a 3 es recomendable repetir el

“Tissue- array”.
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4.4 Técnica de FISH

Hibridacion in situ con
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Figura 4. Técnica de FISH

La FISH nos da informacion sobre el nimero de copias de regiones cromosémicas
especificas. Consiste una sonda de ADN normal de secuencia conocida, marcada con
fluorescencia, que hibrida sobre la muestra problema revelando la posicién de dicha
zona en el cromosoma. Las sondas pueden marcar cromosomas completos,

centrémeros, teldmeros, regiones especificas e incluso genes (Figura 4).

La FISH fue realizada en muestras obtenidas de bloques de parafina para detectar
posibles ganancias y/o amplificaciones de SOX2. Para ello se usé una sonda comercial
para SOX2, procedente de la casa KreatechDiagnostics® y se realiz6 sobre muestras de

tejido tumoral colocadas en un “tissue-array”.

Las sondas estan disefiadas para detectar el naimero de copias del oncogén (rojo),
respecto al numero de copias del cromosoma en el que se localiza
(verde).Consideramos que existe una ganancia génica cuando hay mds sefiales rojas
que verdes y una amplificacion cuando la ratio rojo/verde es 2,5 6 més, o cuando la

sefial roja es mas fuerte de lo normal (Figuras 11 y 12).

El protocolo de FISH sobre tejidos embebidos en parafina ha sido llevado a cabo

siguiendo las recomendaciones de la casa comercial VITRO®.
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44.1 Preparacion de la muestra

Se utilizaron muestras de tejido tumoral colocadas en un “tissue-array” fijadas en
formol al 10% y embebidas en parafina, que se cortaron en secciones de 5 um y se
aplicaron en portaobjetos salinizados. Los cortes se adhirieron al cristal mediante
calentamiento en estufa. Los cortes se desparafinaron mediante inmersién en xylol a
temperatura ambiente durante 10 minutos y dos lavados de 5 minutos en etanol al
100%. Posteriormente se introdujeron las muestras en concentraciones decrecientes de
etanol al 80 y al 70%, durante 5 minutos cada una, para seguidamente lavarlas con
agua destilada durante 40 a 60 minutos. A continuacion se sumergen las preparaciones
en una jarra Coplin con acido clorhidrico 0,2N durante 20 minutos a temperatura

ambiente y luego se lavan con agua destilada durante 3 minutos.

4.4.2 Pretratamiento

El pretratamiento de las muestras consiste en adecuarlas para poder llevar a cabo
una buena hibridacién. Esta basado en la digestion proteica de las secciones para
facilitar tanto la desnaturalizacion del ADN como el acceso de la sonda al ntcleo

celular.

— Pretratamiento del tejido. Se colocan los portas en una solucién de tiocianato de
sodio al 8% a 80°C durante 30 minutos manteniendo la temperatura. Después se
lavan con el tampén 2xSSC durante 3 minutos a temperatura ambiente.

— Digestion. Se prepara en una jarra Coplin una solucién de trabajo de pepsina al
10% y se calienta a 37°C durante al menos 30 minutos antes de meter las muestras.
Inmediatamente después, se sumergen las preparaciones en la solucién de
pepsina, calentdndola a 37°C, durante 10 minutos. Tras la digestion, las
preparaciones se lavan en 2xSSC durante 5 minutos, se deshidratan en 70%, 80% y
100% de etanol a temperatura ambiente durante 3 minutos cada vez y, finalmente,

se dejan secar al aire.
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4.4.3 Hibridacion

La sonda se precalienta a 37°C durante 5 minutos. Se colocan 10 pl de la sonda en

un tubo dependiendo de la superficie a hibridar.

Procedimiento. Se coloca la sonda sobre la muestra del tejido y se cubre con un
cubreobjetos de cristal. El conjunto se coloca en una placa térmica a 75°C durante 10
minutos. De ahi, tras envolver el porta en parafilm, se pasa a una camara hameda
donde se incuban a 37°C durante 16 horas. Se retira el cubreobjetos sumergiendo los
portas en una soluciéon de lavado posthibridacion a temperatura ambiente vy,
posteriormente se lava a 75°C en la solucién de lavado precalentada durante 2 minutos.
Finalmente se lava sumergiendo en un Coplin las preparaciones en agua destilada, a

temperatura ambiente y se deja secar a oscuras.

44.4 Contraste Fluorescente

Las preparaciones se tifien con DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol, 350ng/mL)
disuelto en AntiFade (Vectashield, Vector Laboratories) y se procede a su observacién

al microscopio 6ptico equipado con luz fluorescente y dotado de los filtros adecuados.

4.5 Inmunohistoquimica

Los tejidos fijados en formol e incluidos en parafina se cortan en secciones de 3 pm
que son adheridos a portas siliconados (Dako® S2024) y se dejan en la estufa a 56°C-

58°C (minimo 2 horas y maximo 18).

Después se realiza el desparafinado de las muestras con xilol y su hidratacién con
alcoholes de graduacion decreciente. A continuacion se efecttia el desenmascaramiento
antigénico con solucién recuperadora de antigenos en el Ptlink de Dako® a 95° durante
20 minutos, manteniendo las preparaciones dentro de la solucién recuperadora de
antigenos hasta que baje la temperatura a 60°C. Posteriormente se colocan las

preparaciones en un recipiente que contenga un buffer de lavado.

A partir de este paso, la técnica se realiza en el InmunotefiidorAutostainer plus de
Dako®. En primer lugar se introducen las muestras en un buffer de lavado y en una

solucion bloqueante de peroxidasa durante 5 minutos. Se afiade el anticuerpo
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monoclonal primario dirigido hacia la proteina que deseamos detectar durante un

tiempo variable, segtn el tipo de anticuerpo utilizado.

La inmunodeteccién fue realizada con el sistema EnVision Plus “anti-mouse”

empleando como substrato el cromégeno diaminobenzidina (DakoCytomation).

Las técnicas inmunohistoquimicas realizadas se desglosan en detalle en la tabla 1.

MARCADOR | SRA* AP** D*** TI****
Clon Do7
p53 pH9 (Dako Cytomation, Glostrup, 1/100 15'
Dinamarca)

Clon B-catenina-1
B-catenina pH9 (Dako Cytomation, Glostrup, 1/200 25'

Dinamarca)

9E10
C-myc pH9 (Santa Cruz Biotechnology, 1/50 20"
CA, USA)

AB5603
SOX2 pH9 (Millipore Ibérica SA 1/1000 25'
Madrid, Espafia)

SRA*: Solucién recuperadora de antigenos; AP**: Anticuerpo primario; D***: Dilucién; TI**** Tiempo de
incubacion

Tabla 1: Técnicas IHQ realizadas

Un paso clave para que los resultados sean reproducibles, comparables y de una
calidad apropiada, es la eleccion del método de deteccién. En nuestro estudio, se ha
utilizado el sistema de polimeros de dextranoEnVisionTM Plus (PDE) Dako, una
técnica IHQ desarrollada recientemente. El sistema EnVisionTM Plus es una técnica de
tincion en dos pasos en la que al anticuerpo primario le sigue un polimero conjugado.
Este es un polimero de alto peso molecular, el dextrano, al que se conjugan de manera
covalente un gran ndmero de moléculas de enzima (por ejemplo la peroxidasa de

rdbano) y de anticuerpo secundario. Este sistema aumenta la sensibilidad, lo que
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permite incrementar las diluciones del anticuerpo primario y produce menos fondo

que las técnicas tradicionales de avidina-biotina.

Como ultimo paso se contrasta la preparacion mediante hematoxilina durante un
minuto. Tras la tincién, las preparaciones se deshidratan mediante alcoholes de

graduacion ascendente y se montan con un cubreobjetos.

451 Interpretacion de la inmunohistoquimica
4.5.1.1 SOX2

Tincién del nacleo celular sin tincién del citoplasma. Aquellas tinciones intensas
con més de un 5% de células tefiidas fueron consideradas como positivas, en tanto que
las tinciones con intensidad débil o porcentaje celular tefiido menor al 5% fueron

consideradas como negativas.

4.5.1.2 B-catenina

Tinciéon de membrana citoplasmatica con o sin tincién del citoplasma. Se
discriminé entre los negativos o débilmente tefiidos y los que presentaban un nivel de

tincion intenso fueron considerados como positivos.

Asimismo, y de manera diferenciada, también se estudiaron aquellos casos en los

que B-catenina presentaba una tinciéon nuclear positiva.

4.5.1.3 cMyc

Tincién del ntcleo celular con o sin tincién del citoplasma, considerdndose
positiva aquella tincién con mas de un 10% de células tumorales tefiidas. Se discriminé
entre los negativos o débilmente tefiidos y los que presentaban un nivel de tincién

intenso fueron considerados como positivos.

4.5.1.4p53

Tincién del ntcleo celular. Aquellas muestras en las que aparecia teniida de matera

intensa méas del 10% de la muestra se consideraron positivas, siendo el resto negativas.
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4.6 Descripcion de las variables
4.6.1 Variables clinico-patoldgicas

Las variables clinico-patoldgicas que se seleccionaron y estudiaron fueron:

— Edad

- Sexo

— Categoria T: T inicial (T1-T2) y T avanzado (T3-T4)

— Categoria N: N inicial (NO-N1) y N avanzado (N2-N3)

— Estadio TNM: [, II, Il y IV. Agrupacién I-11 y III-IV

— Aparicién de recidiva: Local, regional, locorregional, metastasis a distancia

— Tiempo libre de enfermedad

— Supervivencia global

— Estado del paciente: Vivo sin tumor, vivo con tumor, éxitus por tumor, éxitus por

otras causas.

4.6.2 Variables génicas

Las variables génicas estudiadas por FISH fueron la ganancia o amplificacién de
SOX2. Cuando se observan mas sefiales rojas que verdes se interpreta como ganancia.
Si la relacion sefiales rojas/verdes es de 2,5 6 mds, o cuando la sefial roja es mucho més

intensa de lo normal, se interpreta como amplificacion.

4.6.3 Variables en inmunohistoquimica

En el caso de B-catenina, la variable estudiada fue la positividad o negatividad de
la tincién. En relacién a cMyc, p53 y SOX2 se estudié no solo la positividad o no de la
tincién, sino la intensidad de la misma, considerdndose dos variables: ausencia o

tinciéon débil y tincién intensa.

[45]



Material y métodos

4.7 Analisis estadistico

El analisis estadistico sobre las distintas variables estudiadas se ha llevado
mediante el programa informatico SPSS (“StatisticalPackagefor Social Science”),

version 20.0 para Mac (SPSS® Inc. Illinois, EE.UU).

La asociacion de caracteres cualitativos se llevé a cabo mediante la prueba de
correlacion 2 de Pearson o la prueba del estadistico exacto de Fisher. El nivel de

significacion se fijé para una p <0,05.

Para estimar la supervivencia se utilizaron las curvas Kaplan-Meier, comparando
las distribuciones de supervivencia mediante la Prueba del Logaritmo del Rango

« Log-Rank Test ». Los valores con una p <0,05 fueron considerados significativos.
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Resultados

5.1 Aspectos clinico-patologicos

Las variables descritas clinico-patolégicas descritas no tratan de definir los
aspectos generales de los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, sino las
caracteristicas de los sujetos seleccionados para ver si se ajustan o desvian de lo
esperado en este tipo de tumores. También tienen interés para intentar establecer
asociaciones con el resto de variables obtenidas por medio de las técnicas de biologia

molecular utilizadas.

5.1.1 Carcinoma epidermoide de hipofaringe

De los 102 pacientes incluidos en nuestro estudio, 99 eran varones (97.1%) y 3 eran
mujeres (2.9%). La media de edad era de 59 afios, teniendo el paciente mas joven

diagnosticado 43 afios y el de mayor edad, 84 afios.

La estadificacién y las categorias tumorales T, N y M, asi como el grado

histolégico, se exponen con detalle en la tabla 2.

28.4)

29 (
73 (71.6)
16 (15.7)

86 (84.3)

102 (100)

0(0)

7 (6.9)

95 (93.1

22.5

)
)
)
37.3)

23 (
41 (40.2
38 (

Tabla 2: Caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes.

[48]



Resultados

Ademads del tratamiento quirtrgico, 75 pacientes (73.5%) recibieron tratamiento

complementario con radioterapia.

El 61.8% de los pacientes presentaron una recidiva en el transcurso del

seguimiento, y el 40.2% desarrollaron metastasis a distancia.

La supervivencia libre de enfermedad fue del 29% a los tres afios y del 23% a los
cinco afios (Figura 5A). Actualmente, 35 pacientes (34%) permanecen libres de

enfermedad

Supervivensis soum
SUpPENVERT A RUm

Thinim o | il i ) Tl g | st

Figura 5: Supervivencia libre de enfermedad (A) y supervivencia global (B) en los carcinomas
epidermoides de hipofaringe

La supervivencia global de los pacientes fue del 24.6% a los cinco afos de
seguimiento(Figura 5B). La principal causa de muerte en nuestra serie fue la presencia
de recidiva locorregional irresecable o la apariciéon de metdstasis a distancia. Sin
embargo, 8 de los pacientes fallecieron debido a procesos intercurrentes, y 9 se

perdieron a lo largo del seguimiento.

De las variables clinico patoldgicas estudiadas, solamente la presencia de un
estadio N avanzado (N2-3) se relacion6 negativamente con la supervivencia (p=0.029),
asi como el estadio global III y IV, aunque este dltimo sin presentar relacién

estadisticamente significativa (p=0.054).
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5.1.2 Carcinoma epidermoide nasosinusal
Nuestra serie de 51 pacientes estaba compuesta de 37 varones (72.5%) y 14 mujeres

(27.5%). El rango de edad oscil6 entre 47 y 91 afios, siendo la media de 66.

Al igual que se hizo con los carcinomas epidermoides de hipofaringe, las
caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes con carcinoma epidermoide de senos

paranasales se exponen en la tabla 3.

5 (9.8)

46 (90.2)

38 (74.5)

13 (25.5)

51 (100)

0(0)

4(78)

47 (92.2

)
18 (35.3)
10 (19.6)

23 (45.1)

Tabla 3: Caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes con carcinoma epidermoide
nasosinusal

Como tratamiento complementario a la cirugia, 39 pacientes (76.5%) recibieron

radioterapia tras la misma.

42 de los 51 pacientes estudiados (82.4%) presentaron recidiva de su
enfermedad a lo largo del seguimiento, en tanto que 5 pacientes (9.8%) desarrollaron
metastasis a distancia. La supervivencia libre de enfermedad fue del 12.6% tanto a los 3

como a los 5 afios de seguimiento (Figura 6A).
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Figura 6: Supervivencia libre de enfermedad (A) y supervivencia global (B) en los carcinomas
epidermoides nasosinusales

La supervivencia global (figura 6B)en esta serie de pacientes fue del 17% a los
cinco afios de seguimiento. La principal causa de fallecimiento es la apariciéon de

recidiva local o metastasis a distancia, falleciendo 6 de los pacientes por otros motivos.

Ninguna de las variables clinico-patolégicas estudiadas presentaba una relacién
estadisticamente significativa con la supervivencia, si bien la presencia de estadio T
(p=0.15) o N avanzados (p=0.821) se correspondian con peor supervivencia. Como cabe
esperar, aquellos pacientes que durante el seguimiento presentaban recidiva (p=0.017)

presentaron una peor supervivencia que aquellos pacientes que no lo hicieron.

5.1.3 Carcinoma epidermoide de laringe

La muestra de carcinoma epidermoide de laringe estuvo compuesta de 67
pacientes, todos ellos varones, con edades comprendidas entre los 36 y los 86 afios
(media 61 afios). En la tabla 4 se exponen el resto de variables clinicas de esta cohorte

de pacientes.

Tras el tratamiento quirdrgico, 31 pacientes (46.3%) presentaron una recidiva a lo
largo del seguimiento. Asimismo, 18 pacientes (27%) desarrollaron metéstasis a

distancia.
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T1-2 21 (31.3)
T3-4 46 (68.7)
N 0-1 33 (49.3)
N 2-3 34 (50.7)
MO 0 (0)

M1 1 (100)
-1 13 (19.4)
I-1v 54 (80.6)
Bien diferenciado 25 (37.3)
Moderadamente diferenciado | 30 (44.8)
Pobremente diferenciado 12 (17.9)

Tabla 4: Caracteristicas clinico-patoldgicas de los carcinomas epidermoides de laringe

En este grupo de pacientes, la supervivencia global fue del 64.3% a los tres afios y
del 57% a los cinco afios (figura 7B). La principal causa de muerte de los pacientes fue
la reaparicion de su tumor primario o existencia de metastasis a distancia, falleciendo 9

pacientes por otros motivos.
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Figura 7: Curva de Kaplan-Meyer para la supervivencia libre de enfermedad (A) y global (B)de
los pacientes con cancer de laringe
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De las variables clinico-patolégicas estudiadas, guardaron relacién
estadisticamente significativa con una mejor supervivencia el diagnoéstico en estadios T
y N iniciales (p=0.025 y p<0.001, respectivamente), asi como aquellos tumores en
estadio global I y II (p=0.012). Se pudo observar también que el prondstico del paciente

era peor cuanto més pobre era su diferenciacion histolégica (p=0.036).

La supervivencia libre de enfermedad fue del 61.2% a los 3 afios y del 58.8% a los
cinco afios (figura 7A).Las variables clinico-patolégicas que guardaron relaciéon
estadisticamente significativa con un mayor tiempo libre de enfermedad fueron
clasificacion T inicial (p=0.045), N inicial (p=0.002), estadio global I o II (p=0.019). En
este caso, el grado de diferenciacion del tumor y el tiempo libre de enfermedad no

guardaron una relacién significativa.

5.2 Analisis del namero de copias del gen SOX2
5.2.1 Analisis de la ganancia/amplificacion de SOX2

5.2.1.1 Carcinoma epidermoide hipofaringe

La técnica de andlisis génico con FISH fue realizada en los 56 casos, obteniendo
resultados validos en 55 casos, pues en el caso restante no fue concluyente por falta de

representacion adecuada en los TMAs.

Mediante este estudio observamos una ganancia de SOX2 en 34 de las 55 muestras

(61.8%), presentando 14 de ellas amplificacién de dicho gen (25.4%).

5.2.1.2 Carcinoma epidermoide de senos paranasales

Se realiz6 anélisis genético con FISH en la totalidad de las muestras de carcinoma
epidermoide nasosinusal, obteniendo resultados validos en 32 de las muestras
estudiadas. En dicho andlisis se apreci6 ganancia de SOX2 en el 50% de las muestras

(16 casos), correspondiendo 4 de dichos casos a una amplificacion del gen (12.5%).
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5.2.2 Relacion entre la ganancia/amplificacién de SOX2 y las variables
clinico-patolégicas
Decidimos estudiar las ganancias y amplificaciones de SOX2 conjuntamente. Las
correlaciones entre la ganancia/amplificacion de SOX2 y la categoria T, categoria N,
estadio tumoral, grado histolégico e indice de metastasis se exponen en la tabla 5 en el
caso del carcinoma epidermoide de hipofaringe, y en la tabla 6 para los tumores de

localizacién en senos paranasales.

En un anélisis por localizacion, los tumores de menor estadio tumoral y categorias
Ty N tenian mas tendencia a tener ganancia/amplificacion del gen, sin llegar ésta a ser
significativa.Se observ6 asi mismo que, la mayor parte de los pacientes con tumores

con ganancia/amplificaciéon de SOX2, no desarrollaron metéstasis a distancia (68%),

aunque sin alcanzar estos datos valores significativos.

5 (24%) 9 (26%)
41 16 (76%) 25 (74%)
7 3 (14%) 4 (12%)
0.546
48 18 (86%) 30 (88%)
2 2 (10%) 0 (0%)
0.141
53 19 (90%) 34 (100%)
12 3 (15%) 9 (27%)
21 7 (34%) 14 (41%) 0.302
22 11 (52%) 11 (32%)
39 16 (76%) 23 (68%)
0.556
16 5 (24%) 11 (32%)

Tabla 5: Relacién entre la ganancia/amplificacién de SOX2 y las variables clinico-patolégicas en
tumores con localizacién en hipofaringe
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0 (0) 3 (18.75)
29 16 (100) 13 (81.25)
22 12 .
(75) 10 (62.5) =
10 4 (25) 6 (37.5)
2 0 .
O 26129 0.484
30 16 (100) 14 (87.5)
12 8 (50) 4 (25)
6 3 (18.75) 3 (18.75) 0.29
14 5 (31.25) 9 (56.25)
28 12 (75) 16 (100)
0.101
4 4 (25) 0 (0)

Tabla 6: Relacién entre la ganancia/amplificacién de SOX2 y las variables clinico-patolégicas en

tumores de senos paranasales

Una vez estudiados los casos con tumor localizado en senos paranasales, y aunque

ninguna de las variables clinico-patologicas presenté de nuevo correlacién

estadisticamente significativa con la ganancia o amplificacion de SOX2, cabe destacar

que ninguno de los casos con ganancia del gen correspondia a pacientes que

desarrollaron metastasis a distancia durante el seguimiento.

Si tomamos las dos localizaciones de manera conjunta, como se hace en la tabla 7,

tampoco aparece relacion significativa con ninguna de las variables clinico-patolégicas

analizadas en nuestro estudio.
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5 (14%) 12 (24%)
0.172

70 32 (86%) 38 (76%)

29 15 (41%) 14 (28%)
0.159

58 22 (59%) 36 (72%)

4 2 (5% 2 (4%

(5%) (4%) -

83 35 (95%) 48 (96%)

24 11 (30%) 13 (26%)
27 10 (27%) 17 (34%) 0.781

36 16 (43%) 20 (40%)

67 28 (77%) 39 (78%)
0.458

20 9 (23%) 11 (22%)

Tabla 7: Relacién entre la ganancia/amplificacién de SOX2 y las variables clinico-patolégicas en
tumores nasosinusales e hipofaringeos

5.2.2.1 Relacion entre la ¢anancia/amplificacion de SOX2 y el curso clinico

En el grupo analizado de 55 pacientes con tumores en hipofaringe en los que
estudiamos la ganancia/amplificaciéon de SOX2, 13 permanecian vivos y sin tumor al
final del seguimiento, 28 fallecieron a causa del tumor y 12 lo hicieron por otras causas,
no hallandose diferencias significativas entre estos grupos y la ganancia/amplificacién

de SOX2 (p=0,246).

No observamos diferencias significativas (p=0,375) entre la supervivencia global
de los pacientes y la ganancia/amplificacion de SOX2 (Figura 8A). Sin embargo, si
observamos que los pacientes con ganancia/amplificaciéon de SOX2 suelen tener mejor
supervivencia, observdndose esta diferencia durante los primeros 36 meses de
seguimiento. Por otra parte, no apreciamos una correlacién significativa entre la
ganancia/amplificacién de SOX2 y la aparicion de recidivas tumorales (p=0,259), ni

tampoco con la aparicién de metastasis a distancia (p=0.757).
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Supervivencia acum
Supervivencia acun

-

Tiempo (meses) Tiempo (meses)

Figura 8: Supervivencia global en ca. epidermoide de hipofaringe (A) y de senos paranasales (B)
segun la ganancia/amplificacion de SOX2

Para los 32 pacientes con tumor localizado en senos paranasales, 5 permanecian
vivos y sin tumor al final del seguimiento, 24 fallecieron a causa del tumor y 3 lo
hicieron por otras causas, sin que se apreciase una correlaciéon estadisticamente
significativa con la funcién génica (p=0.677).En el caso de la supervivencia especifica
para tumor, no apreciamos diferencias estadisticamente significativas entre los casos
con ganancia/amplificacién de SOX2 vy los que no lo presentaban (p=0.677) (figura
8B), tanto a los 3 como a los 5 afios de seguimiento. Ademas tampoco observamos una
correlacion significativa entre los casos con ganancia/amplificacion de SOX2 y la

aparicion de recidiva locorregional (p=0.333) o de metéstasis a distancia (p=0.101).

5.3 Analisis de la expresion proteica

Se analiz6 la expresion de las proteinas SOX2, p53, cMyc, y B-catenina mediante
IHQ en el grupo completo de 102 pacientes con tumores de hipofaringe, 51 de senos

paranasales y 67 localizados en laringe.

Todas las muestras tumorales analizadas fueron satisfactoriamente tefidas y
mostraban algtun grado de expresion de dichas proteinas, salvo en dos tinciones de p53
y una de B-catenina para los tumores de hipofaringe.Por otra parte, en el caso de
tumores laringeos,8 muestras no fueron validas para el analisis en el caso de p53, y lo
mismo ocurrié en 5 muestras tefiidas para mostrar la expresion de B-catenina. La

tincion en la masa tumoral en cada caso era homogénea.
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La figura 9 muestra dos ejemplos de positividad inmunohistoquimica para la
proteina SOX2, pudiendo diferenciarse en dicha figura una tincién fuertemente

positiva (9A y 9C) y otra débilmente positiva (9B y 9D).

Figura 9: Ejemplos de la tincién inmunohistoquimica positiva en carcinoma epidermoide de hipofaringe: A:
SOX2; B: p53; C: C-myc y D: B-catenina

Si se analiza la expresion de las distintas proteinas, destaca el porcentaje similar de
casos que expresan SOX2 en hipofaringe y laringe, que es notoriamente superior que
en los tumores localizados en senos paranasales (38 y 42% frente a 14%). Esto no ocurre
con el resto de oncoproteinas, con un porcentaje de expresiéon similar para las tres
localizaciones, salvo en el caso de cMyc, que se sobreexpresé en menor porcentaje de
casos de tumores laringeos (45%) que de hipofaringe o nasosinusales (62% y 59%
respectivamente).Los resultados de la tincion inmunohistoquimica se reflejan en la

tabla 8.
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86 (84.2) 43 (84.3) (
5(5) 10 (4.8)
39 (382) 7 (137) 28 (41.8)
63 (61.8) 30 (58.8) 30 (44.8)
67 (67) 31 (60.8) 36 (61)

Tabla 8: Resultados de la IHQ en carcinomas epidermoides de cabeza y cuello. En la tabla
se reflejan tinicamente aquellos casos con tincién positiva

5.3.1 Relacion de la expresiéon de SOX2 con las variables clinico-
patolégicas

5.3.1.1 Tumores de hipofaringe

Tabla 9: Relacion entre la expresion de SOX2 y las variables clinico-patolégicas
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En la tabla9 se muestra la correlacion entre la expresion proteica de SOX2 y las
variables clinico-patolégicas categoria T y N, estadio global de la enfermedad, grado
histolégico y desarrollo de metastasis a distancia en los tumores de hipofaringe.
Ninguna de las variables clinico-patolégicas estudiadas mostré una relaciéon

estadisticamente significativa con la expresién proteica de SOX2.

Como puede apreciarse en dicha tablayno hemos encontrado relaciéon
estadisticamente significativa con la expresiéon de SOX2 en la categorias T y N, estadio
global de la enfermedad o desarrollo de metastasis a distancia. Sin embargo, se observa
que aquellos pacientes con expresion positiva de SOX2 presentan unas categorias T y

N menores, y también se encuentran en un estadio precoz de la enfermedad (I-II).

5.3.1.2 Tumores de senos paranasales

En la tabla 10 se muestra la correlacién entre la expresion proteica de SOX2 y las

variables clinico-patologicas estudiadas.

En ningln caso se encontré una relacion estadisticamente significativa entre la
expresion de SOX2 y las variables clinico-patolégicas, sin embargo, si cabe remarcar
que los pacientes con tumores clasificados en estadios iniciales de la enfermedad

presentaban mas frecuentemente expresion positiva de SOX2.
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Tabla 10: Relacién de la expresién de SOX2 con las variables clinico-patolégicas en los carcinomas
escamosos nasosinusales

5.3.1.3 Tumores de laringe

Se estudi6 para este grupo de pacientes la expresién inmunohistoquimica de SOX2
en relacion con el resto de variables: clasificaciones T y N, estadio global, grado de
diferenciacion tumoral y presencia de metastasis a distancia. Los resultados obtenidos

se recogen en la tabla 11.

Se observa que, al igual que ocurri6 en la serie de pacientes con tumores
localizados en hipofaringe, aparece una relacién estadisticamente significativa entre la
positividad inmunohistoquimica de SOX2 y el grado de diferenciacién tumoral, siendo

mas frecuente su expresién en tumores moderada y pobremente diferenciados.
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Tabla 11: Relacion entre la expresién de SOX2 y las variables clinicas

5.3.1.4 Total de los casos

Al estudiar todos los casos de manera conjunta, como se muestra en la tabla 12, se
vuelve a apreciar la relacién estadisticamente significativa que presentan los tumores
con tincién positiva para SOX2 y aquellos casos con un grado de diferenciaciéon

moderado.

Asimismo aparece una relacion que no observamos si tomamos las tres
localizaciones por separado: la expresion de SOX2 es positiva de forma mucho mas
frecuente en aquellos casos con metastasis ganglionares avanzadas (grado N2 y N3),
siendo esta relacion significativa. Si tomamos estos datos junto con la mayor frecuencia
(aunque no con una p menor de 0.05) de expresiéon de SOX2 en aquellos casos con
categorias T y estadio global avanzado, parece que la expresion de SOX2 aumenta

conforme progresa la neoplasia inicial.
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Tabla 12: Relacién entre la expresion de SOX2 y las variables clinicas

5.3.2 Relacion de la expresion de SOX2 con la supervivencia

No hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas en la expresion
de SOX2 entre aquellos pacientes que habia fallecido a causa del tumor y aquellos que
seguian vivos al final del seguimiento en ninguno de los tres tumores estudiados
(p=0.645 en tumores de hipofaringe, p=0.739 en senos paranasalesy p=0.965) (figura
10A-C).

Del mismo modo, tampoco se estableci6 correlacién estadisticamente significativa
entre la expresiéon de SOX2 y el desarrollo de recidiva y/o metéstasis a distancia ni la
aparicion de metéstasis a distancia de forma aislada para ninguna de las tres

localizaciones.
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Sin embargo, cabe destacar que, aunque no alcanzé significacion estadistica
(p=0.283) al analizar la relacién entre la expresion proteica de SOX2 y el tiempo libre de
enfermedad en pacientes con tumor localizado en senos paranasales se encontré que
los pacientes con expresion positiva de SOX2 presentaban una reapariciéon de su
enfermedad més tardiamente que aquellos tumores con expresién negativa (figura

10D-F).

Supersnenta deun
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Figura 10: Curvas de Kaplan-Meyer de supervivencia global en los casos de tumor hipofaringeo (A),
laringeo (B) y nasosinusal (C). Curva de Kaplan-Meyer de supervivencia libre de enfermedad de los
casos con tumores hipofaringeos (D), laringeos (E) y de senos paranasales (G)
Para los tumores laringeos, aunque la relacién entre supervivencia libre de
enfermedad con la expresiéon de SOX2 no alcanzé significacién estadistica (p=0.864),
los pacientes con expresiéon positiva de SOX2 parecian presentar menor indice de
recidiva tumoral hasta los 24 meses de seguimiento, momento a partir del cual la
frecuencia de recidiva tiende a igualarse a aquellos pacientes sin positividad

inmunohistoquimica para SOX2.

[64]



Resultados

5.3.3 Relacion de la expresion del resto de proteinas con las variables
clinico-patolégicas
Al estudiar no solamente el porcentaje de muestras con sobreexpresion proteica
del resto de variables IHQ sino también su relaciéon con las variables clinico-
patolégicas, solamente encontramos dos asociaciones significativas: en el caso de los
tumores de hipofaringe aparece relacion estadisticamente significativa entre la
expresion nuclear de B-catenina y los estadios de la enfermedad (p=0.02); por otra
parte, en los tumores nasosinusales la tincién negativa de p53 era més frecuente en
tumores pobremente diferenciados (p=0.011). En ninguna de las tres localizaciones

aparecio relacién entre las oncoproteinas estudiadas y la supervivencia.

5.3.4 Relacion de la expresion de SOX2 con el resto de variables IHQ

5.3.4.1 Tumores de hipofaringe

Tabla 13: Relacion de SOX2 con el resto de variables ITHQ

En este caso decidimos estudiar no tunicamente la relacion entre las
oncoproteinas estudiadas (p53, cMyc, B-catenina) con la positividad o negatividad de

SOX2, sino también la relaciéon que presentaban con la intensidad de la tinciéon de SOX2
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en aquellos casos en que fuera positiva. Unicamente la presencia de B-catenina en
membranapresenté una relaciéon estadisticamente significativa con la expresiéon de
SOX2, tanto si analizamos la expresion global de SOX2 (p=0.004) como si

subclasificamos en expresion negativa, débil o intensa(p=0.013) (tabla 13).

Cabe destacar que esta asociaciéon entre B-catenina y SOX2 no tiene implicaciones
prondsticas, ni tampoco tiene correlacion significativa con las variables clinico-

patolégicas de nuestro estudio.

5.3.4.2 Tumores de senos paranasales

En el caso de los carcinomas epidermoides nasosinusales, no se encontré relacién
estadisticamente significativa entre la expresion proteica de SOX2 y el resto de
variables inmunohistoquimicas estudiadas (p53, cMyc y B-catenina en membrana). Sin
embargo, si que apareci6 una relacion significativa entre la expresiéon de SOX2 y la

expresion de B-catenina en el nicleo celular

Los resultados obtenidos, asi como el grado de significacién, se muestran en la

tabla 14.

Tabla 14: Relacién entre la expresion de SOX2 y el resto de variables inmunohistoquimicas
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5.3.4.3 Tumores laringeos

Se estudi6 la relacion entre la intensidad de la expresion proteica de SOX2 con el
resto de variables inmunohistoquimicas: p53, B-catenina y cMyc; en aquellos casos en

los que ambas tinciones resultaron aptas para su andlisis.

La tabla 13 muestra los resultados que se obtuvieron de dicho andlisis. Al igual
que ocurri6 en las otras series de pacientes, ni p53 ni cMyc presentaron una relacién
significativa con la expresiéon de SOX2. No alcanz6 tampoco significacién estadistica la
expresion positiva de B-catenina, aunque en este caso el valor de p fue notablemente

mas proximo a la significacion necesaria.

Tabla 15: Relacion de la expresion de SOX2 con el resto de variables en IHQ

5.3.4.4 Total de los casos

Dado que el estudio de las rutas de sefializacién y factores genéticos no suele tener
relacién con la localizacién tumoral, se estudié de modo global la relacién entre la
expresion de SOX2 con el resto de variables inmunohistoquimicas, presentdndose los

resultados en la tabla 16.
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En dicha tabla cabe destacar que aparece una relacion estadisticamente
significativa entre la expresién fuerte de SOX2 con la de B-catenina en membrana,
relacién que ya objetivamos previamente en el caso de los tumores de hipofaringe.
Asimismo, aunque sin encontrar relacion estadisticamente significativa, si se aproxima

a dicha significacion la relacién de SOX2 con la expresion de B-catenina nuclear.

Tabla 16: Relacion de la expresion de SOX2 con el resto de variables en IHQ

5.4 Relacion entre la ganancia/amplificacién génica

y la sobreexpresion de la proteina SOX2
Para determinar si el mecanismo responsable de la sobre-expresiéon de SOX2 en los
carcinomas de hipofaringey nasosinusales era la amplificacion de su gen, se
compararon los resultados obtenidos del analisis génico de SOX2 medianteFISH con
los datos obtenidos de la expresiéon proteica mediante IHQ. Para realizar dicha
comparacién se seleccionaron los casos con resultados vélidos para ambas pruebas,

siendo 87 casos en total (55 de hipofaringe y 32 de senos paranasales).
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Después de analizar los datos obtenidos del estudio IHQ y del estudio génico, los
resultados revelan que existe una correlacién entre la expresiéon proteica de SOX2 y la
ganancia del gen SOX2 (p=0,005). Solamente 8 de los casos con tincién positiva no

presentaban alteraciones génicas, en tanto que 21 de los 50 casos con ganancia del gen

(42%) presentaban sobreexpresion, siendo ésta fuerte en la mayor parte de los casos

(Tabla 17).

Tabla 17. Comparacion entre la expresién de la proteina SOX2 y los niveles de la ganancia
génica.
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6.1 Justificacion

Los CECC son la sexta neoplasia mas frecuente en el mundo, localizdndose en su
mayoria en cavidad oral o laringe. El retraso en el diagnéstico (por manifestaciones
clinicas tardias) y la tendencia a la recidiva precoz suelen hacer su tratamiento
desalentador, con secuelas fisicas y psicolégicas para la mayor parte de los pacientes. A
pesar de que en las ultimas décadas se han realizado importantes esfuerzos por
conocer la enfermedad y en introducir nuevas orientaciones terapéuticas (técnicas
quirargicas, modalidades de RT, protocolos de QT) la alta morbimortalidad que
generan hace nos planteemos desarrollar nuevos métodos diagnoésticos, pronésticos y

terapéuticos basados en la biologia molecular.

Hasta la fecha se han realizado varios estudios acerca de la importancia de SOX2
en los carcinomas escamosos, sin embargo cabe destacar la escasa cantidad de
publicaciones acerca de su papel en los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello,
siendo précticamente inexistente en los tumores faringolaringeos o nasosinusales. El
presente estudio pretende contribuir al conocimiento acerca de la biologia molecular

de este tipo de tumores para mejor comprensién de su comportamiento.

Refiriéndonos ya de forma concreta al propio trabajo, podemos decir que el
numero de pacientes estudiados, constituye una de las mayores seriespublicadas en la

literatura en las tres localizaciones tumorales.

6.2 Aspectos clinico-patologicos

El estudio de estas variables clinico-patologicas en un ntmero limitado de
carcinomas de cabeza y cuello no pretende establecer resultados de tipo
epidemiolégico, sino definir la muestra estudiada y comprobar que se ajusta a las

caracteristicas descritas para estos tumores en series mas amplias.

Las variables epidemiolégicas, clinicas y patolégicas estudiadas en los 220
pacientes concuerdan, en general, con los rasgos descritos en otras series de casos

previamente publicadas [2, 3, 5, 6].

Asi, la mayor parte de los pacientes diagnosticados con cancer de faringe o

laringe eran varones en la quinta y sexta décadas de la vida, siendo en su mayoria
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consumidores habituales de tabaco y alcohol. El grado de diferenciacién
histolégicapredominante era moderado. En el caso de los pacientes con carcinoma
sinusal habia un mayor porcentaje de mujeres diagnosticadas de esta patologia
(aunque fue igualmente mas frecuente en el sexo masculino), y en la mayor parte de los

casos se trataba de tumores pobremente diferenciados.

Otro de los rasgos clinicos encontrados, que también ha sido previamente
resefiado [3, 6, 65, 154], es que la mayoria de los casos se diagnostican en estadios
avanzados, apareciendo esta caracteristica en las tres localizaciones estudiadas.El
hecho de realizar diagndsticos con la enfermedad avanzada ha condicionado que, en
nuestra serie, la mayor parte de los pacientes recibiese radioterapia postoperatoria.
Aunque nuestro estudio no muestra que la radioterapia postoperatoria aumente la
supervivencia de forma significativa se debe tener en cuenta que nuestros resultados
podrian estar sesgados, ya que los casos con estadios mds avanzados son aquellos

donde con mas frecuencia se indica dicho tratamiento.

La supervivencia en general, quizds por razones de sesgo de la muestra, es inferior
a las series especificas .La supervivencia especifica de los pacientes de nuestra muestra
en el caso de los carcinomas de hipofaringefue del 24.6% a los 5 afios de seguimiento,
similar a la publicada en otras series [3, 65, 155, 156].En el caso de los tumores
nasosinusales la supervivencia a los cinco afios fue del 19%, inferior por tanto a la
resefiada en otras series [6, 10]; esto mismo ocurri6 en el caso del cdncer de laringe, en
el que nuestro ratio de supervivencia (56% a los 5 afios) es inferior al de otras series

resefnadas (en torno al 65% a los 5 afos) [2].

La mayor parte de los pacientes presentaron recidivas locorregionales de forma
precoz, que son la causa principal de muerte, siendo el desarrollo de metastasis a
distancia un hecho bastante frecuente (39% en el caso de los pacientes con cancer de

hipofaringe), dato que también coincide con lo publicado [51, 154-156].

En el grupo de pacientes con neoplasias situadas en el hipofaringe, observamos
algunas tendencias que relacionan a los pacientes con tumores de mayor tamafio (T3 y
T4) y avanzada afectaciéon ganglionar al diagndstico (N2 y 3) con una peor

supervivencia, aunque sin alcanzar significacién estadistica en ninguno de estos
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aspectos. Otros autores si encuentran significativos estos datos al presentar series mas
amplias [156]. En nuestra serie cabe destacar que, al igual que los citados autores, la
clasificacion N parece estar mas en relacion con el prondstico que la clasificacion T, si
bien como ya se ha resefiado ninguna de las dos alcanza significacién estadistica. Esto
mismo ocurrié para los pacientes con tumores situados en los senos paranasales. Sin
embargo, en el grupo con tumores localizados en laringe el estadio tumoral, las
clasificaciones T y N, y el grado de diferenciacion histolégica si guardaron relacién con
la supervivencia, de manera que era mayor en aquellos pacientes en estadios, T y N
iniciales, asi como en aquellos pacientes con tumores bien y moderadamente

diferenciados.

Por todo anteriormente expuesto consideramos que nuestra serie es representativa
de los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, ya que las variables estudiadas se
ajustan, en lineas generales, a lo esperado y exhiben las tendencias habituales en estos

tumores.

6.3 Aspectos genéticos
6.3.1 SOX2

Los factores de transcripcién de la familia SOX (y en especial SOX2), ademas de su
ya conocido papel en la embriogénesis, han sido implicados en la progresiéon tumoral
y en el prondstico de una gran variedad de carcinomas humanos, como los del tracto
gastrointestinal [143, 147], pancreas [134], mama [101, 137], pulmén [142-146], prostata
[138, 157] y de cabeza y cuello [5, 117, 124, 149-151].

Este papel en la oncogénesis se atribuye a su implicacion en la aparicién y
mantenimiento de las Cancer Stem Cells [142, 143], si bien los mecanismos atin no son
del todo conocidos. Se ha demostrado su expresién en carcinomas epidermoides de los
6rganos derivados del intestino anterior embrionario, si bien apenas existen estudios

en carcinoma epidermoide de cabeza y cuello.

Con el fin de aportar mayor conocimiento de la acciéon de este gen en la
carcinogénesis y progresion de los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello,
ademds de explorar sus posibilidades como marcadores prondsticos y terapéuticos,

realizamos estudios de amplificacién génica y de expresiéon proteica en muestras de
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esos tumores. Las localizaciones que escogimos para nuestro estudio fueron tres:
hipofaringe, laringe y tracto nasosinusal, siendo nuestro objetivo establecer diferencias
entre las mismas que pudiesen condicionar los cambios de comportamiento clinico y

prondstico que de forma clésica se describen en dichas localizaciones.

El estudio génico medianteFISH deSOX2traté6 de demostrar la existencia de la
ganancia/amplificacién del gen que justificara el aumento de su expresién (tabla 17).
Esta ganancia se observé en 32 casos de los 55 casos localizados en hipofaringe(60%),
14 de los cuales mostraron amplificacién. Ademads, en 14 casos en los que se observé
ganancia/amplificacion de SOX2, la proteina estaba ademadas sobre-expresada,
mostrandoglobalmente una concordancia del 44%. Estoparece significar que, ademas
de la ganancia génica, podria existir otra/s ruta/s mediante la cual se exprese la
proteina SOX2 sin origen o causa génica. En el caso de los tumores nasosinusales, 16
casos (50%) mostraron ganancia, y de estos casos, 6 mostraron expresién proteica. En
esta localizaciéon cabe destacar que en ningtn caso la proteina se expresé sin que
hubiese ganancia o amplificaciéon de la funcién de SOX2, lo cual parece indicar la
ausencia de otras rutas que produzcan expresiéon proteica. Si lo comparamos otros
estudios, aparece un porcentaje de ganancia similar al descrito en cavidad oral (52%)
[149]. Motivos técnicos impidieron la realizacién de la FISH en tumores de laringe, sin
embargo y dados los resultados obtenidos en hipofaringe y la proximidad de ambas
localizaciones, seria interesante en un futuro realizar esta técnica en pacientes con

tumores localizados en la laringe.

La ganancia de SOX2no se relacioné significativamente con ninguna de las
variables  clinico-patolégicas  estudiadas, aunque si se observé mayor
ganancia/amplificacién del gen en aquellos casos que correspondian a estadios
precoces de la enfermedad, tanto globalmente como en las clasificaciones T y N. Esto

ocurrid tanto para la localizacién nasosinusal como en hipofaringe.

En nuestro estudio los pacientes con ganancia/amplificacién de SOX2tuvieron una
supervivencia mas elevadaa corto-medio plazo que aquellos pacientes con funcién
normal del gen. Estos datos también coinciden con los publicados en los carcinomas

epidermoides de pulmon [144, 146].
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Asimismo estudiamos la expresion de SOX2 en las tres localizaciones, observando
su sobre-expresion en el 38% (39 de 102 casos) de los tumores de hipofaringe, cifra
inferior a la publicada donde se llega al 78% de los casos [117]. En los tumores de
hipofaringe no existen estudios concluyentes acerca de la participacion de la expresion
de SOX2 en la carcinogénesis y sélo el trabajo de Ge et al. demostré su sobre-expresién
en una serie de 85 pacientes [117], aunque la expresion no se correlacionaba con
ninguna caracteristica clinica ni patoldgica. Sin embargo, aquellos pacientes en los que
se asociaba la sobreexpresion de SOX2 con la de Oct4 presentaban mejor supervivencia

especifica de la enfermedad.

En nuestro caso, ademas, se relacioné la expresion de SOX2 con la de B-catenina,

aunque esta relacion no demostré ninguna implicacion pronostica.

En el caso de los tumores nasosinusales la sobre-expresion aparecio en el 14% de
los casos (7 de 51 casos validos para el andlisis), sin que tampoco apareciese ninguna
asociacion con las variables clinico-patolégicas, al contrario que ocurre en el analisis
realizado por el grupo de Schrock [152], en el que aparecia relacién con mayor namero
de recurrencias. Sin embargo, cabe destacar de esta publicacién tanto el elevado
namero de casos estudiados (119 casos, de los que 59 eran tumores epidermoides)
como la heterogeneidad de los grupos estudiados (neoplasias escamosas,
indiferenciadas, carcinoma adenoide-quistico y tumores procedentes de papilomas
invertidos malignizados), todo ello hace necesario disefiar estudios mas homogéneos

para poder obtener conclusiones vélidas.

El grado de sobreexpresion de SOX2 fue del 42% (28 de 67 casos estudiados) en el
grupo de pacientes con neoplasias laringeas, apareciendo significacion estadistica al
analizar la relacion entre la expresion proteica y el grado de diferenciaciéon tumoral: en
aquellos tumores con diferenciacion moderada o pobre SOX2 apareci6 mas
frecuentemente sobreexpresado. En los resultados de un reciente estudio [158] se
constaté una sobreexpresion proteica hasta en el 55% de los casos, asi como relaciéon
con diversas variables clinico-patolédgicas (clasificaciones T y N, estadio clinico y riesgo
de recidiva), que conllevaban una implicacién pronéstica de SOX2, siendo la
sobreexpresion proteica de SOX2 un factor de mal pronodstico en carcinoma laringeo. A

diferencia de esta publicacién, nuestro namero de casos estudiados es algo menor, por

[75]



Discusion

lo que serfa recomendable en un futuro analizar muestras procedentes de un mayor

namero de pacientes para poder extraer conclusiones mas sélidas.

Cuando hemos estudiado en conjunto las tres localizaciones, cabe destacar que se
estableci6 una relacién significativa con dos factores: uno de ellos era la diferenciaciéon
histolégica (p=0.034), predominando la sobreexpresion de SOX2 con aquellos tumores
con diferenciacion histolégica pobre y moderada. El otro era la clasificacion ganglionar
(p=0.023), de tal modo que se objetivd que a mayor clasificacion N, mayor
sobreexpresion proteica (25% en NO-1 vs 39% en N2-3). No se estudié de forma global
la supervivencia por corresponder a tres localizaciones tumorales que presentan
indices de supervivencia a 5 afios muy diferentes, tanto por la localizacién tumoral

como por los factores etiol6gicos implicados.

Nuestros datos asimismo contrastan con los obtenidos en la expresién proteica en
cavidad oral. Por un lado, el estudio de Freier atribuye una sobreexpresiéon del 18%
[149], en tanto que el grupo de Du han observado, en esta misma localizacién una
sobreexpresion en el 62.2% de los casos [151]. Sin embargo, al no haber estudiado
dicha localizacién y ser sus factores de riesgo diferentes en las diversas poblaciones
(por ejemplo, por la creciente influencia del papilomavirus humano), estos datos no

son comparables a los obtenidos en nuestra serie.

Al analizar el conjunto de datos clinico-patolégicos con los génicos e
inmunohistoquimicos vemos que, pese a haber un cierto grado de amplificacion génica
y sobreexpresion proteica en un numero significativo de pacientes en las tres
localizaciones, esto no se deriva en cambios en el desarrollo y prondstico de la
enfermedad, lo cual puede hacernos suponer que, al menos en nuestro grupo de
pacientes, la expresiéon proteica de SOX2 no juega un papel significativo en la

carcinogénesis.

Comparando nuestros datos con los de los escasos estudios realizados hasta el
momento en los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, comprobamos que las
conclusiones obtenidas por diferentes autores acerca del valor prondstico de la sobre-
expresion de SOX2 son diversas. Mientras algunos autores concluyen que la expresion

de SOX2 no se relaciona con las variables clinico-patolégicas clasicas, pero si

[76]



Discusion

empobrece el prondstico en un determinado subgrupo de pacientes [151], otros si la
correlacionan con un buen prondstico, siempre y cuando se sobreexprese junto con
Oct4 [117]. Estos datos contradictorios hacen necesarios mas estudios para intentar
aclarar el papel definitivo de la expresién de SOX2 en la biologia molecular de estos

tumores.

Nuestro grupo de pacientes por su manejo terapéutico habitualno eran
subsidiarios de tratamiento con quimio o radioterapia, al contrario que ocurre en la
mayor parte de estudios realizados en otras localizaciones, como en pulmén. Dada la
existencia un estudio en el que se describié un descenso en la expresiéon de SOX2 en
pacientes con glioblastoma tratados con sorafenib [139], quizas ulteriores estudios
deberian centrarse en grupos de pacientes no solo primarios, sino recidivas en

pacientes tratados con quimioterapia o agentes biolégicos.

6.3.2 Resto de variables inmunohistoquimicas

6.3.2.1 Tumores de hivofaringe

De todas las oncoproteinas estudiadas, la més sobreexpresada en nuestra serie de
pacientes fue B-catenina en membrana citoplasméatica, que llegd a ser positiva en el
84% de los casos (86 casos de 102), en tanto que la expresiéon nuclear de la misma
proteina fue del 5%, una cifra notablemente inferior al 23% que refiere el grupo de
Pukkila [91], y sin que la expresién en una u otra localizacién se relacionen con
cambios en la supervivencia, a diferencia de otros estudios ya publicados acerca de esta
misma protefna en carcinomas de cabeza y cuello [91, 159]. Unicamente la expresién de
B-catenina en el ndcleo tuvo relacion significativa con estadios iniciales de la
enfermedad (p=0.02), sin embargo y por ser muy bajo el porcentaje de casos con tincién

nuclear positiva este dato debe ser interpretado con cautela.

Myc y p53 se sobreexpresaron también de forma importante, siendo sus
porcentajes del 63 y el 67%, respectivamente. Contrariamente a lo previamente
publicado [85, 160], tampoco la expresiéon de ninguna de las dos proteinas presentd
relacién alguna con la supervivencia global o el tiempo libre de enfermedad, asi como

tampoco con ninguna de las variables clinico-patolégicas.
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6.3.2.2 Tumores nasosinusales

En el caso de los tumores nasosinusales nuevamente aparece una importante
sobreexpresion de B-catenina en membrana, que se determiné en un 82% de los casos,
a diferencia de la expresion nuclear, que solamente aparecié en aproximadamente un
5% de los mismos. En la literatura la mayor parte de referencias se asocian a los
adenocarcinomas nasosinusales (en los que aparece tincién nuclear hasta en un 30% de
los casos) [161] sin que haya apenas referencias en carcinoma epidermoide. Sin
embargo si se ha asociado una menor expresién de B-catenina en membrana en

papilomas invertidos con evolucién a carcinoma escamoso [162].

p53, por su parte, aparecié sobreexpresado en un 60% de los casos, siendo este
dato concordante con otras series publicadas [97] aunque, a diferencia de las mismas,
dicha sobreexpresion no plante6 implicaciones pronodsticas. Sin embargo, si
encontramos una asociacion positiva entre el grado de diferenciaciéon tumoral y la
expresion de p53, de modo que a mayor desdiferenciacion aparecié mayor expresion

proteica.

cMyc aparecié sobreexpresado en un 45% de los casos, sin que haya series en la
literatura con las que comparar dicha tasa de expresiéon proteica en esta

sublocalizacién.

6.3.2.3 Tumores laringeos

Del mismo modo que en nuestras otras series de casos, la proteina mas
comunmente sobreexpresada fue la B-catenina en membrana, teniendo la B-catenina
nuclear una minima tasa de expresién (2%, Gnicamente uno de los casos estudiados).
Aunque en nuestra serie no encontramos implicaciones prondsticas, si se ha descrito
que, en el caso de los tumores laringeos la expresion de p53 y B-catenina se asocia a
peor prondstico [163]. Se ha intentado estudiar la relaciéon entre la localizacién tumoral
y el grado de expresion nuclear y membranosa de B-catenina, encontrdandose que la
expresion en membrana es mas frecuente en tumores gléticos, y la expresion conjunta
en supragléticos [164, 165]. Las tasas de sobreexpresion de dicha proteina en nuestro

estudio coinciden, por lo general, con las series publicadas [164].
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Tanto cMyc como p53 tuvieron una tasa de sobreexpresion en torno al 60% tasa
que para p53 se asemeja a las previamente publicadas [166-168]. En el analisis conjunto
de dicha sobreexpresion y las variables clinico-patolégicas no se hall6 relacion entre la
expresion de p53 con ninguna de las mismas, sin embargo, diversas series publicadas
recientemente han llegado a esta misma conclusiéon [169-171]. Del mismo modo,
nuestros resultados en torno a expresiéon y valor prondstico de c-myc en cancer

laringeo son comparables a los de otros estudios [172, 173].

6.3.3 Relacion de la expresion de SOX2 con el resto de variables
inmunohistoquimicas

En nuestro grupo de pacientes tnicamente la expresién en membrana de B-

catenina apareci6 relacionada de modo significativo con la expresién nuclear de SOX2

(p=0.001), especialmente con aquellas muestras en las que habia expresion fuerte de la

misma. Esta misma relacién apareci6 en un andlisis por subgrupos en tumores de

hipofaringe (p=0.013) y alcanz6 valores préximos a la significacion en tumores

laringeos (p=0.073).

En el caso de los tumores de senos paranasales, fue con la B-catenina nuclear y no
de membrana con la que apareci6 relacion estadistica (p<0.001), sin que la hubiera en el

resto de localizaciones ni tampoco en el analisis global.

Sin embargo, y pese a presentar estas asociaciones, ninguna de ellas tuvo
relevancia en cuanto a pronéstico en nuestro grupo de pacientes, ni una explicaciéon

carcinogénica clara.

6.4 SOX2 como diana terapéutica

Aunque el uso de farmacos que inhiban la funcién de SOX2 ya se ha sugerido
tanto en el glioblastoma [139] como en el cancer de pulmén [174], la heterogeneidad en
las conclusiones de los estudios realizados hasta la fecha no permite establecer
claramente el papel de SOX2 en la oncogénesis, motivo por el cual existe un bajo
namero de estudios publicados acerca del uso de farmacos antineoplasicos que inhiban

la funcién de dicho gen [139, 175].
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Las conclusiones extraidas de nuestro grupo de casos no permiten tampoco
conocer el papel exacto de SOX2 en la aparicion y desarrollo tumoral, aunque al
analizar los datos, ni el gen ni la proteina parecen jugar un papel fundamental en la
oncogénesis. Por este motivo, por el momento SOX2 no parece ser una diana

terapéutica destacada en casos de tumores epidermoides de cabeza y cuello.
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Conclusiones

De la interpretacion y discusion de nuestros resultados obtenemos las siguientes

conclusiones:

1. Los pacientes de nuestra serie con carcinoma escamoso de hipofaringe, laringe y
nasosinusal tenfan unas caracteristicas clinico-patolégicas similares a las descritas
en la literatura

2. Los carcinomas epidermoides de nuestra serie presentaron una ganancia o
amplificacion del gen SOX2 en el 60% de los casos de tumores de hipofaringe y en
el 30% de los casos de tumores de senos paranasales.

3. La sobreexpresion de la proteina SOX2 se demostré en el 38% de nuestra
muestrade pacientes con tumores localizados en hipofaringe, en el 14% de los
tumores nasosinusales y en el 42% de los pacientes con neoplasias laringeas.

4. La ganancia o amplificacion de SOX2 se relaciona significativamente con la
sobreexpresion de la proteina.

5. En nuestro grupo de pacientesni la ganancia o amplificacién de SOX2, asi como la
expresion proteica, guardaron relacion con las variables clinico-patolégicas ni el
curso clinico de la enfermedad, con la tinica excepcién de los tumores laringeos, en
los que se apreci6é una relacion significativa entre la expresiéon de SOX2 y el grado
de diferenciacién tumoral (pobre).

6. Nuestros resultados en cuanto al resto de las variables inmunohistoquimicas
estudiadas (p53, c-myc, B-catenina) son comparables al resto de estudios
publicados sin que aparezca relacién con las variables clinicas ni el prondstico.

7. De entre el resto de proteinas estudiadas, tinicamente aparecié relaciéon entre la
expresion de SOX2 y la de [P-catenina en membrana, tanto en tumores
hipofaringeos como al tomar las tres localizaciones en conjunto. Esta coexpresién

tampoco mostré implicaciones prondsticas.
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Proyecte futurne

Como ya se indic6 en las bases previas, esta tesis doctoral es el producto de una
linea de investigacion iniciada por nuestro grupo en los carcinomas epidermoides de
cabeza y cuello. Sin embargo, la linea de investigacion l6gicamente no se termina aqui,

siendo este trabajo una etapa mas que ha sido cubierta.

El paso siguiente en futuras investigaciones, ya que parece no tener un papel claro
en el prondstico de los carcinomas primarios, podria ser el estudio de la expresion
génica y proteica en aquellos pacientes que han recidivado tras tratamientos con
quimio y radioterapia. Quizas genes relacionados con la desdiferenciacion puedan

tener algtn papel en la quimio y radioresistencia.

Por ultimo, se ha de sefialar que en los Gltimos afios se ha dado un importante
papel a las células madre pluripotentes en la oncogénesis y el desarrollo de metastasis
a distancia, publicindose gran cantidad de articulos a este respecto. La comprensiéon
del papel que juegan estas células pasa asimismo por el estudio exhaustivo del papel
que juegan los factores de transcripcién que inducen la desdiferenciacion, entre los que
se encuentran SOX2, Oct4 y Nanog. Es por tanto obligado, aunque complejo,
incorporar a nuestra linea de trabajo el estudio de las cancer stem cells y los diversos
factores que las inducen, tanto mediante el uso de modelos experimentales in vitro

(lineas celulares) como in vivo (modelos animales).
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