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RESUMEN (en espafiol)

El cancer de cabeza y cuello es la sexta neoplasia maligna mas comudn. Entre los
muchos factores predictivos ya identificados en carcinomas de cabeza y cuello, algunos
son particularmente importantes y universalmente aceptados, como el tabaco y el
alcohol y estado del virus del papiloma humano (VPH), mientras que el papel de otros
marcadores moleculares, como la E-cadherina y la expresion de B- catenina, resulta

mas controvertido.

Hipotesis: Basado en los datos previos, planteamos que la expresion de la E-cadherina
y la B-catenina se halla alterada en los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello
(CECC), y que la alteracion de su expresidon puede estar relacionada con la agresividad

tumoral y el pronéstico de los pacientes.

Objetivo: El objetivo global de esta tesis fue investigar la expresion de E-cadherina y [3-
catenina en CECC de diferentes localizaciones no relacionados con el VPH y su posible

significado pronéstico.

Métodos: Se recogieron retrospectivamente muestras de tejido tumoral de 382
pacientes consecutivos con CECC: 249 de carcinomas escamosos de orofaringe, 68
carcinomas escamosos de laringe y 65 carcinomas escamosos de hipofaringe, que
fueron sometidos a tratamiento quirurgico en el Hospital Central de Asturias entre
1990 y 2009. Se construyeron matrices de tejido (“tissue microarrays”; TMAs) a partir

de muestras de tejido tumoral fijadas en formol e incluidas en parafina, y se realizo el
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analisis inmunohistoquimico de p16, p53, E-cadherina y 3-catenina.

Resultados: Bajos niveles de expresion membranosa de E-cadherina o B-catenina, y
expresion nuclear de B-catenina se asociaron con una menor supervivencia global y
menor supervivencia especifica de la enfermedad. En el andlisis multivariante, las
metastasis ganglionares y la baja expresion membranosa de B-catenina fueron los
factores predictivos independientes de una menor supervivencia global y menor

supervivencia especifica de la enfermedad.

Conclusidn: Baja expresién membranosa de B-catenina emerge como un predictor
independiente de menor supervivencia global y especifica de la enfermedad en

pacientes con CECC negativos para el VPH.

RESUMEN (en Inglés)

Head and neck cancer is the sixth most common malignancy. Among the many
predictors already identified in head and neck cancer, some are particularly important
and universally accepted, such as alcohol, tobacco and the status of human
papillomavirus (HPV) infection, while the role of some molecular markers, such as E-

cadherin and B-catenin expression, remains controversial.

Hypothesis: Based on previous data, we propose that the expression of E-cadherin
and B-catenin is altered in head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC), and that
altered expression may be related to tumor aggressiveness and the prognosis of

patients.

Objective: The overall objective of this thesis was to investigate the expression of E-
cadherin and B-catenin in HPV-negative HNSCC from different sites and its possible

prognostic significance.

Methods: Tumor tissue samples were retrospectively collected from 382 consecutive
patients with HNSCC: 249 oropharyngeal squamous cell carcinomas, 68 laryngeal
squamous cell carcinomas and 65 hypopharyngeal squamous cell carcinomas, who

underwent surgical treatment in the Hospital Universitario Central de Asturias
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between 1990 and 2009. Tissue microarrays (TMAs) were constructed from formalin-
fixed paraffin-embedded (FFPE) tumor samples, and protein expression of p16, p53, E-

cadherin and B-catenin was analyzed by immunohistochemistry.

Results: Low membranous E-cadherin, low membranous B-catenin expression, and
nuclear B-catenin expression were associated with a poorer disease-specific and
overall survival. In multivariate analysis, nodal metastasis and low membranous B-
catenin expression were significant independent predictors of reduced disease-

specific and overall survival.

Conclusion: Low membranous B-catenin expression is a significant independent
predictor of both reduced disease-specific and overall survival in patients with HPV-

negative HNSCC.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO
EN BIOMEDICINA Y ONCOLOGIA MOLECULAR
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ABREVIATURAS

e AJ: Uniones adherentes ("Adherens junctions™)

e AJCC: American Joint Committee on Cancer

e CCE: Carcinoma de celulas escamosas

e CCECC: Carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello

e CCEH: Carcinoma de células escamosas de hipofaringe

e CCEL: Carcinoma de células escamosas de laringe

e CCEO: Carcinoma de células escamosas de orofaringe

e CKla: Caseina quinasa la

e C-terminal: Carboxi-terminal

e DAB: Diaminobenzidina

e DE: Desviacion estandar

e EEN: Extension extranodal

e EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico ("Epidermal Growth
Factor Receptor”)

e EIA: Inmunoensayo enzimatico

¢ FAK: Kinasa de adhesion focal ("Focal Adhesion Kinase™)

e FFPE: Bloques en formol y parafina ("Formalin-fixed-paraffin-embedded")

e FSP-1: Proteina especifica de fibroblastos

e (GSK3p: Glicdgeno sintasa quinasa 33

e HR: Hazard ratio

e |C: Intervalo de confianza

e |RS: German Inmunorreactive Score

e ISH: Hibridacion “in situ” ("In situ hybridization™)

e LEF: Leukocyte enhancer factor

e MD: Metéstasis a distancia

e MMP: Metaloproteinasas de matriz celular

e N-terminal: Amino-terminal

e PA: Paquetes afio

e PAAF: Puncién aspiracion con aguja fina

¢ PCR: Reaccion de la cadena de polimerasa
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PET/TC: Tomografia por emision de positrones/Tomografia computerizada
QRT: Quimiorradioterapia

QT: Quimioterapia

RM: Resonancia magnética

RT: Radioterapia

SEE: Supervivencia especifica de enfermedad
SG: Supervivencia global.

TC: Tomografia computerizada

TCF: T-cell factor

TEM: Transicion epitelio-mesénquima
TENndM: Transicion endotelio-mesénquima
TLE: Tiempo libre de enfermedad

TMA: Tissue Microarray

TME: Transicion mesénquima-epitelio
UICC: Uniodn Internacional Contra el Cancer
VAD: Via aerodigestiva

VEB: Virus Epstein Barr

VPH: Virus del papiloma humano

Z0O-1: Zona occludens

a-SMA: Actina de musculo a-smooth
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1.1. CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE CABEZA Y CUELLO
(CCECOQ)
1.1.1 Epidemiologia

El cancer de cabeza y cuello es la sexta neoplasia maligna mas comun. La
incidencia varia mucho segun la localizacion geogréfica, la raza, el sexo y la edad.
También es sumamente variable la proporcion relativa de canceres en las distintas
localizaciones de la cabeza y el cuellol. Mas del 95% de los canceres de cabeza y

cuello son carcinomas de células escamosas (CCE)?2.

La mayoria de los casos son resultado de factores de riesgos conocidos,
incluyendo tabaco/alcohol, virus oncogénicos [virus del papiloma humano (VPH)] y
[virus Epstein Barr (VEB)] y toxinas industriales (cromo, niquel y radio). EI consumo
de tabaco y alcohol es especialmente problematico y se asocia fuertemente con el 70%

de los casos en todo el mundo?.

Se han observado cambios claros en la epidemiologia del cancer de cabeza y
cuello en las Gltimas décadas®. En regiones con exitosos programas de control de
consumo de tabaco, como EEUU, Australia, Dinamarca y Canada, la incidencia de
tumores de cabeza y cuello asociados al hébito tabaquico (cavidad oral, laringe e
hipofaringe) ha disminuido. Al mismo tiempo, la incidencia de carcinomas de
orofaringe ha aumentado, ligado a un aumento del subgrupo de cancer VPH positivo®.

1.1.2 Orofaringe
Carcinoma de células escamosas de orofaringe (CCEO)

La incidencia de carcinoma de células escamosas de orofaringe se esta
incrementando, mientras disminuye la de los tumores que surgen en otros subsitios de la
cabeza y el cuello*®. Este fenomeno se ha observado en todo el mundo, incluida

Espafia’.

El nimero de nuevos casos estimados atribuidos al cancer de orofaringe en los
Estados Unidos para el afio 2019 es de 53.000 y 10.860 fallecimientos®.

La edad es un factor determinante tanto en la incidencia de estos tumores como
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en la mortalidad. Aparecen sobre todo entre los 55 y 69 afios, aunque también existen
picos de incidencia en el grupo comprendido entre los 30 y 54 afios. En cuanto al sexo,

son tres veces mas frecuentes entre los hombres que entre las mujeres®.

Los carcinomas escamosos de la region amigdalar suponen el 50% de los
carcinomas de orofaringe. La base de lengua es el lugar de presentacion del 30% de los
tumores. Un 10% aparece en paladar blando y Gvula, y el 10% restante a nivel de la
pared posterior de orofaringe®.

Carcinoma de células escamosas de orofaringe VPH positivo

La incidencia de CCEO VPH positivos se ha incrementado en las Gltimas tres
décadas®. Este fendmeno se ha producido en todo el mundo, observandose también en
Espafia. EIl norte de Espafia tiene la mayor incidencia dentro del pais, tanto para los
CCECC como de CCEO°. Como se menciond, se ha observado una tendencia opuesta
en la incidencia del CCECC y en la de los CCEO que esta probablemente relacionado
con los dos factores etioldgicos principales; mientras que el habito tabaquico esta
lentamente disminuyendo, se observa una creciente prevalencia del VPH en CCECC, en
particular en CCEO®.

Sin embargo, la prevalencia de los CCEO VPH positivos es muy variable en los
diferentes estudios, con un rango entre 4,4-93% de los CCEOQ. Estas diferencias se han
relacionado con las diferencias geograficas, la variabilidad del tiempo de diagnostico, la
localizacion anatomica y las diferentes técnicas de deteccion de VPH. En EEUU la
proporcion de CCEO VPH positivos presenta un rango entre 60-70%, en Australia se ha
descrito un 43%, en Asia un 25-50% y en Sudamérica de un 4,4%?°,

En la revision sistematica realizada por Herrero et al.'!, que incluyeron estudios
de Espafa e Italia, observaron una proporcién de CCEO VPH positivos alrededor del
13%.

Rodrigo et al.'° describen una incidencia en el norte de Espafia de CCEO muy
inferior al resto de Espafia y Europa, pero creciente, incrementandose de un 1,3% entre
1990-1999 hasta un 6,1% de 2000 a 2009.
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Ademas, las infecciones por VPH no tienen solo un papel etioldgico sino
también un significado pronostico: los casos de tumores VPH-positivo tienen una mejor

supervivencia respecto a los VPH negativo®?13,

1.1.3 Laringe e hipofaringe

Los carcinomas escamosos de laringe e hipofaringe representan el cancer méas
frecuente de tracto respiratorio, tras el cancer de pulmén®*. Su incidencia es de 1,6-2%

de todos los tumores malignos en hombres y 0,2-0,4% en mujeres®.

El National Cancer Institute’® estima 12.410 nuevos canceres de laringe en
Estados Unidos en el afio 2019 con una supervivencia del 60,3% a los 5 afios para el
periodo 2009-2015. El cancer de hipofaringe es poco comun, con alrededor de 2.500

nuevos casos diagnosticados al afio en Estados Unidos®’.

La incidencia del cancer de laringe e hipofaringe muestra una notable
variabilidad entre diferentes areas geograficas, sin que exista una explicacion
completamente clara para estas diferencias, aunque probablemente los desiguales
consumos de tabaco y alcohol desempefian un papel muy importante'>8, La infeccion
por VPH juega un papel limitado en la patogénesis de los carcinomas escamosos de
laringe (CCEL)*°.

Destaca asimismo la incidencia entre seis y siete veces mayor en los hombres
que en las mujeres. En cambio, en los paises del norte de Europa estas diferencias entre
Sex0s son menores, dato que parece deberse a las diferencias en el consumo de tabaco y

alcohol en las mujeres de las diferentes zonas de Europa®®?8,

Se observa mas frecuentemente en pacientes entre la 63-7¢ década de la vida.

Raramente se han descritos casos en nifios**.

1.1.4 Clinica y diagndstico

La clinica es muy variada y depende de la localizacion del tumor primario.
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Los tumores de la region amigdalar se caracterizan por un comienzo silente, con
leves molestias a la deglucion. En la tercera parte de los casos, el primer sintoma es una
adenopatia laterocervical. Cuando se ulcera puede dar lugar a otalgia refleja. Puede
también aparecer trismus, lo que indica la invasion de la musculatura pterigoidea. La
palpacion cervical y la exploracion fisica completa de cabeza y cuello es importante ya
que un 70-80%, sobre todo los tumores localizados en la base de la lengua, presentan
metastasis ganglionares al diagnostico®.

Los tumores gléticos se manifiestan de forma precoz por disfonia, por lo que su
deteccidn se realiza en fases tempranas con escaso numero de metéstasis ganglionares
(<20%); sin embargo, los tumores faringeos y supragloticos presentan una clinica
inespecifica, por lo que su deteccion se retrasa en el tiempo y muchos ya presentan

metastasis ganglionares en el momento diagndstico (50-70%)%°.

El cancer de hipofaringe presenta habitualmente un comportamiento agresivo,
presentandose en la consulta con tumores avanzados o con afectacion de los ganglios
linfaticos regionales. Una masa cervical puede ser el primer y Unico sintoma (25% de
los pacientes). El 40-70% de los pacientes tienen adenopatias cervicales en el examen

inicial®.

El diagnéstico se basa en la inspeccion por vision directa o endoscépica y
mediante palpacion cervical, complementandose con pruebas de imagen [Tomografia
computerizada (TC), Resonancia magnética (RM), Tomografia por emision de
positrones/Tomografia computerizada (PET/TC)] que permiten conocer la extension

tumoral e identificar la presencia de adenopatias sospechosas?.

El estudio histopatologico es imprescindible para el diagnostico definitivo ya
que permite conocer la estirpe y planificar el tratamiento. Se obtiene mediante biopsia
del tumor primario o puncidn aspiracion con aguja fina (PAAF) dirigida a la adenopatia
metastasica y, segun el grado de diferenciacion, pleomorfismo y actividad mitotica, se
clasifican en: bien, moderada o pobremente diferenciados. Se atribuye mayor
agresividad a los tumores poco diferenciados, lo cual no siempre se relaciona con peor
supervivencia. Existen multiples sistemas de clasificacién histopatoldgica, pero en todos
ellos se comprueba que tumores similares tienen distinta evolucion clinica, por lo que

de modo permanente se intenta validar nuevos modelos mas precisos y fiables?!.
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1.1.5 Estadificacion

En 2016 la Unidn Internacional Contra el Céancer (UICC) y la American Joint
Committee on Cancer (AJCC) publicaron la 8% edicion del Manual para la
Estadificacion del Cancer, para su aplicacion en la practica clinica a partir de 2017. En
el mismo, se realizaron cambios relevantes para la estadificacion de algunos tumores de
cabeza y cuello. Entre ellos que los tumores de orofaringe asociados a VPH
(considerados como tal los que muestran positividad de la proteina p16) se clasifican de
forma diferente a los VPH-negativos. La 8% edicion introduce también el uso de la

extension extranodal (EEN) como factor prondstico??.

1.1.6 Tratamiento

En el tratamiento de los CCECC se puede emplear la cirugia, la radioterapia
(RT) y la quimioterapia (QT), bien solas o de forma combinada. La cirugia y la RT se
consideran curativas, y la QT se emplea asociada a la RT con fines curativos, pero la
QT aislada solo se emplea con fines paliativos. En general, en estadios iniciales (I-11) se
emplea un solo tratamiento, bien cirugia o bien RT; en estadios avanzados (l11-1V)
suelen emplearse tratamientos combinados (cirugia y RT, QT mas RT, o cirugia méas
QT mas RT).

La cirugia es el método terapéutico de eleccidn en la mayoria de los CCECC,
tanto del tumor como de las metastasis ganglionares. La reseccion del tumor se realiza
con margenes amplios para conseguir margenes libres de tumor, lo cual reduce el
porcentaje de recidiva local. Debido al elevado numero de metastasis ocultas
clinicamente, pero presentes en el estudio histopatoldgico (una media de 15-20%, con
gran variacion segun la localizacién), es frecuente realizar un vaciamiento cervico-

ganglionar profilactico de tipo selectivo??7.

La radioterapia se utiliza de modo radical en tumores T1 y T2 de cavidad oral,
faringe y laringe y de modo complementario a la cirugia cuando existen factores de

riesgo (bordes afectados o dudosos o0 metastasis ganglionares N2 o superiores)?®,

La quimioterapia tiene interés, en combinacién con la radioterapia, en los
protocolos de conservacidn de 6rgano que se plantean como alternativa a la cirugia en
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pacientes seleccionados con grandes tumores que precisan técnicas muy agresivas y en
los pacientes con importante diseminacion metastdsica. Estas terapéuticas no
quirdrgicas estan obteniendo muy buenos resultados e incluso, en algunos casos, han
demostrado reducir el desarrollo de metéstasis a distancia (MD), pero tienen asociados
importantes efectos secundarios que incluso limitan el perfil de paciente seleccionado,

que precisa de un estado clinico y analitico adecuado para soportar el tratamiento?®.

La preservacién de 6rgano tiene como objetivo ofrecer una mejor funcionalidad
y calidad de vida en pacientes con cancer de cabeza y cuello, sin comprometer la
supervivencia. La discusién de los riesgos y beneficios de la terapia de preservacién de
organo es crucial. Los tratamientos de preservacion de érgano pueden ser dificiles de
administrar, dado que muchos pacientes presentan comorbilidades subyacentes. La

seleccion dptima de pacientes aumenta las posibilidades de resultados exitosos®°.

De toda la experiencia acumulada hasta la actualidad en preservacion de 6rgano,
existen varias opciones no quirurgicas para tratar los céanceres moderadamente
avanzados de la laringe, orofaringe e hipofaringe: quimioterapia neoadyuvante,
quimiorradioterapia (QRT) y la introduccién de terapias moleculares. Pero, ninguno ha
mostrado resultados superiores en cuanto a supervivencia a la cirugia mas radioterapia.
Debemos recalcar que es imprescindible un abordaje multidisciplinario para intentar
seleccionar el mejor tratamiento posible para cada paciente en concreto. La discusion

multidisciplinaria también ayudara a mejorar el disefio de los futuros ensayos clinicos?*
27,29,30

1.1.7 Pronostico

Los carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello son una enfermedad
principalmente locorregional. A pesar de los avances en el diagndstico y tratamiento, la
supervivencia no ha experimentado grandes cambios, observandose mejoras solo en
tumores localizados en la amigdala y la base de la lengua®, lo cual puede atribuirse al

efecto de los casos VPH-positivos (que como se menciond tienen mejor prondstico).

La mayoria de los fallecimientos se deben a recidivas loco-regionales durante

los primeros afios. Sin embargo, la presencia o ausencia de metastasis ganglionares es el
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factor prondstico mas importante. Por ello la identificacion de aquellos pacientes con
tumores primarios que tengan mas riesgo de desarrollar metastasis ganglionares tiene

importancia a la hora de seleccionar el tratamiento®.

También es frecuente la aparicion de segundos tumores sincrénicos vy
metacronicos en via aérodigestiva (VAD), es6fago o pulmon, que se estima en un 4%
anual. Otra importante causa de muerte se asocia al pobre control tras el desarrollo de
enfermedad metastasica a distancia. Las MD ocurren en el 10-20% de los pacientes con
CCECC y se cree que esta incidencia aumentara en el futuro al mejorar el control loco-

regional®,

Aunque las nuevas técnicas diagnosticas han mejorado la deteccion de las
metastasis en la evaluacion inicial, la mayoria de estas aparecen durante el seguimiento
de los pacientes. ElI 50% de las MD se detectan clinicamente en los primeros nueve

meses tras el tratamiento y el 80% dentro de los primeros dos afios**.

La prevalencia descrita de metastasis a distancia en pacientes con CCECC en la
presentacion es entre un 4% a un 24% y es muy bajo para justificar el screnning de
rutina de todos los pacientes con CCECC. Para incrementar el rendimiento de las
exploraciones para detectar las MD, los pacientes con factores de alto riesgo deben de

seleccionarse para el screening de MD®,

Se han identificado factores de alto riesgo clinico de desarrollo de metéstasis a
distancia: 3 0 mas ganglios linfaticos metastasicos, diseminacion extraganglionar,
metastasis ganglionar en region yugular baja, ganglios linfaticos metastasico de >6 cm,
metastasis ganglionares bilaterales, segundo tumor primario de cabeza y cuello,
recurrencia regional, tumor primario de faringe y estadio-T avanzado. Cuando se usan

estos factores de alto riesgo la prevalencia de MD aumenta a un 44%%,
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1.2 TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMA
1.2.1 Generalidades

En muchos casos, los efectos del cancer sobre la funcion tisular normal
provienen de la presion fisica ejercida por las masas tumorales en expansion. En otros,
células del tumor primario invaden tejidos adyacentes normales y, al hacerlo,

comienzan a comprometer funciones vitales.

El 90% de los pacientes que fallecen por tumores (de todo el cuerpo) lo hacen
por el crecimiento en localizaciones lejanas al lugar inicial del tumor primario. Estas
metastasis estan formadas por células cancerigenas que han dejado la masa tumoral y
viajado a través de las “autopistas” del organismo (vasos sanguineos y linfaticos) para

buscar nuevas localizaciones donde formar nuevas colonias®.

La transicion epitelio-mesénquima (TEM) es un mecanismo celular importante
en el desarrollo embrionario, la reparacion tisular y algunas enfermedades. Descrito por
primera vez en 1980 como un fendmeno celular en una estirpe primitiva de embriones
de pollo, la TEM dirige muchos procesos de desarrollo como la gastrulacion, el
desarrollo de la cresta neural, disociacion somita y la fusion de labios y paladar. Un
proceso similar denominado transicion endotelio-mesénquima (TEndM) interviene en la
transformacion epitelial del endotelio vascular a células mesenquimales, que regulan la
formacion de valvulas y del septum del corazon en desarrollo. En el adulto este
fendmeno de mecanismos de desarrollo programado puede reactivarse y frecuentemente
desemboca en el desarrollo de diferentes enfermedades. Tanto la fibrosis en 6rganos
como la metastasis cancerigena son promovidas por la TEM; el desarrollo de metastasis
se debe quizas a la generacion de células madre cancerosas capaces de colonizar otros

tejidos para formar tumores secundarios®’.

Kalluri y Weinberg®® dividen la TEM en 3 subtipos: tipo 1, TEM durante
implantacion, embriogénesis y desarrollo de organos; tipo 2, TEM asociada a
regeneracion de tejidos y fibrosis en organos; y tipo 3, TEM asociada con progresion de
cancer y metéstasis. Si nos centramos en la tipo 3, la proliferacion excesiva de células
epiteliales y la angiogénesis son los “hallmarks™ del inicio y crecimiento temprano de
los tumores primarios epiteliales. La posterior adquisicién de capacidad de invasion,

manifestada inicialmente por la invasion de la membrana basal, se piensa que anuncia el
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inicio de las ultimas fases del proceso multietapa que lleva a la diseminacion

metastasica.

Los controles genéticos y mecanismos bioquimicos subyacentes a la adquisicion
del fenotipo invasivo y la subsiguiente diseminacién sistémica de la célula cancerosa

han sido areas de intensa investigacion.

La progresion de epitelio normal a carcinoma invasivo pasa por multiples etapas
(Figura 1). El estadio de carcinoma invasivo implica la pérdida de polaridad de las
células epiteliales y la separacion de la membrana basal. La composicion de la
membrana basal también cambia, alterando las interacciones de las células con la
superficie de la matriz extracelular y las redes de sefializacion. El siguiente paso afecta a
la TEM y un cambio en la angiogénesis, facilitando la fase de crecimiento maligno
tumoral. La progresion desde esta etapa al cancer metastasico también involucra la
TEM, permitiendo a las células la entrada en la circulacion y la salida del torrente
sanguineo en una localizacién lejana, donde pueden producir micro y macrometastasis,
que puede involucrar la transicion mesénquima-epitelio (TME) y la regresién a un

fenotipo epitelial®.
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Figura 1: Contribucidon de la TEM a la progresion del cancer=®.

Durante la TEM, las células pierden las caracteristicas epiteliales, adquiriendo
de esta forma un fenotipo mesenquimal de invasion y migracion y un aumento de la
resistencia a la apoptosis que permite a estas células abandonar el parénquima tisular y

entrar en la circulacion sistémica durante las metastasis cancerigenas®” %,
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Las “sefias de identidad” moleculares de la TEM incluyen la pérdida de
expresion o funcion de E-cadherina y la reduccion de las proteinas de unién (como
Zona occludens (ZO-1) y occludina) y de citoqueratinas, asi como el incremento
concomitante de los marcadores mesenquimales, como la vimentina, fibronectina,
proteina especifica de fibroblastos (FSP-1), actina de musculo liso-a (a-SMA), y N-
cadherina. La pérdida de adhesion entre las uniones de células desencadena un cambio
en la composicién del citoesqueleto y la estructura celular que altera su polaridad para
formar células fusiformes. Estas nuevas células mesenquimales invaden la superficie de
la matriz extracelular y migran a través de los tejidos adyacentes a través de la

formacion de matriz secretada de fibronectina (Figuras 2 y 3)338,

+ Cell adhesion by adherens/tight junctions * Loss of cell junctions
« Apical-basal polarity + Change in cell polarity
+Type IV collagen and laminin matrix + Cleavage and invasion of basal lamina
+ Non-migratory « Migration along fibronectin matrix
* Express epithelial markers: * Express mesenchymal markers:
E-cadherin Vimentin
Z0-1 FSP-1
Claudins o-SMA
Occludin Fibronectin
Cytokeratins N-cadherin
Type IV collagen Type | and type Ill collagen

Figura 2. Las células epiteliales presentan una polaridad apical-basal, mostrando una fuerte
adhesion célula-célula a través de las uniones adherentes, y presentan una superficie de la matriz
formada primariamente por colageno tipo IV y laminina (izquierda). Tras la induccion de la TEM,
las células pierden su adhesion, cambian su morfologia y adquieren una polaridad frontal de
extremo a extremo (derecha). Estas células se rompen e invaden la lamina basal y migran a través de
la nueva matriz formada por fibronectina y colageno tipo I. EI nimero de biomarcadores epiteliales

es reducido, mientras que se elevan los marcadores mesenquimales®’.
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Figura 3. La TEM implica una transicion funcional de las células epiteliales polarizadas a
células mesenquimales moviles y la secrecion de componentes mesenquimales a la matriz

extracelular3s,

Las células epiteliales de las capas polarizadas se hayan unidas gracias a
distintas moléculas de adhesién, como las claudinas y la E-cadherina. Por debajo de esta
capa de células, la membrana basal ancla las células epiteliales a la superficie de la
matriz extracelular manteniendo la polaridad apical-basal a través de las conexiones
entre los filamentos intermedios y los hemidesmosomas. La adhesion entre la
membrana basal y las células adyacentes es fundamental para el mantenimiento del
fenotipo epitelial. Por otra parte, en las uniones adherentes intercelulares, el dominio
citoplasmatico de las moléculas de E-cadherina se encuentra unido a las fibras de actina
del citoesqueleto por el complejo a- y B-catenina y otras proteinas de anclaje. El
citoesqueleto de actina aporta resistencia a la traccion de la célula®. Por lo tanto,
tejiendo juntos el citoesqueleto de actina de las células adyacentes, las moléculas de E-
cadherina ayudan a la capa de células epiteliales a resistir las fuerzas mecéanicas que, de
lo contrario, la desgarrarian. Una vez que se elimina la expresion de E-cadherina,
muchos de los otros cambios fisioldgicos celulares asociados con la TEM parecen

seguir el mismo camino®6-3,

El papel fundamental de la pérdida de funcion de la E-cadherina en la
adquisicion del fenotipo celular maligno se ve respaldado por estudios que indican que
el gen CDH1, que codifica la E-cadherina, estd reprimido por la metilacion del

promotor en muchos tipos de carcinomas invasivos humanos y, en otros, por ciertos
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supresores de la transcripcion. Hasta ahora, la pérdida de la expresion o la expresion de
proteinas mutadas de E-cadherina se ha documentado en carcinomas avanzados de
mama, colon, prostata, estomago, higado, eséfago, piel, rifion y pulmon36-38,

Ademas, en estudios de distintos tipos de carcinoma con pérdida de
expresion de E-cadherina, la re-expresion de esta proteina suprime fuertemente la
capacidad de invasion y la diseminacion metastasica de las células cancerosas. Para el
desarrollo de metéstasis, las células necesitan romper las uniones con sus vecinas,
migrar a través de la membrana basal y la matriz intersticial e invadir los sistemas de
transporte linfaticos y hematicos. La pérdida de expresion de E-cadherina, relacionado
con la disminucién de la adhesion célula-célula, al igual que el aumento del marcador
mesenquimal vimentina, son eventos distintivos de la TEM y comun en carcinomas

metastasicos322°,

En conjunto, estas observaciones indican que los niveles de E-cadherina son
determinantes del comportamiento bioldgico de las células epiteliales cancerosas y que
las uniones construidas entre células por las E-cadherinas impiden la invasion y, por lo

tanto, la metastasis.

1.2.2 E- Cadherina

La E-cadherina, previamente conocida como ARC 1, uvomorulina, cell-CAM
120/80 o I-CAM, es una proteina transmembrana de 120 kDa de la familia de las
glicoproteinas integrales de membrana dependientes de calcio (cadherinas tipo 1)
responsables de la adhesion célula-célula (figura 4)**4. Esta codificada por el gen
CDHL1, localizado en la regién cromosdmica 16qg22., se halla presente en la membrana
plasmatica de la mayoria de las células epiteliales y se ha visto implicada como supresor
tumoral en diferentes tipos de tumores epiteliales humanos, inhibiendo la migracion y la

metastasis®?.

36



Claudin
> 1 <om

N Tight Junctions

Cadherins

‘ a-catenin

Figura 4. Esquema de las uniones adherentes y uniones estrechas. Las uniones adherentes
estan compuestas por adhesiones de nectinas y de cadherinas. EI dominio extracelular de las nectinas
dimerizan con nectinas vecinas y la cola citoplasmatica recluta la afadina. Del mismo modo, las
cadherinas se unen a cadherinas adyacentes. La cola citoplasmatica de cadherina recluta B-catenina
que a su vez se une a a-catenina. Méas apical a las uniones adherentes son las uniones estrechas. Los
principales constituyentes de las uniones estrechas son dos proteinas transmembrana (ocludina y
claudina). La ocludina recluta ZO-1, una proteina de unién a la actina, que puede durante la

formacion de uniones célula-célula, unirse a la proteina de union adherente, la a-catenina. Las lineas

marrones indican la membrana plasmatica de dos células adyacentes®!.

El extremo citoplasmatico de la molécula de E-cadherina se liga al citoesqueleto
de actina a través de las a-catenina y B-catenina*?#3. Asi, también la regulacion negativa
de la a- y B-catenina esta asociada con disfuncion de la adhesion celular mediada por la

E- cadherina y aumento del potencial metastasico®?44.

La familia de las cadherinas se subdivide en 2 ramas, C-1 y C-2, que en
conjunto consisten en 8 familias de proteinas. La rama C-1 incluye las cadherinas
“clasicas” tipo I, las cadherinas atipicas tipo II, cadherinas desmosomicas
(desmocolinas y desmogleinas) y la familia de 7D-cadherinas. La otra subdivision (C-
2) estd compuesta por el resto de las tres familias, las cadherinas tipo 111, cadherinas

Flamingo/CELSR y un nuevo grupo denominado cadherinas tipo 1V (DE-cadherina,
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Gb1-cadherina, Fcl-cadherina y Af1- cadherina)32454647,

Dada su funcidn clave en el mantenimiento de la adhesion celular y del fenotipo
epitelial, se ha postulado que los cambios o alteraciones en la expresion y/o funcion de
estas moléculas de adhesion célula a célula son un acontecimiento temprano en el
proceso de desarrollo de tumores*. La E-cadherina funcionaria como un gen supresor

tumoral, de modo que su pérdida de expresion favoreceria la invasion tumoral“®.

Por otro lado, E-cadherina inhibe la activacién de ligandos dependientes del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Ademas, otros estudios indican
que la via de sefalizacion del EGFR es capaz de regular la expresion de proteinas que
estan implicadas en la TEM. Sin embargo, existen estudios que han investigado acerca
de la expresion de E-cadherina y su relacion con EGFR, y aun no esté claro si existe una
correlacion entre la E-cadherina y la via de sefializacion de EGFR dentro del contexto

tisular3%°,

Asi, estudios previos en CCECC que describen tumores primarios con expresion
baja E-cadherina y elevada vimentina (fenotipo TEM), tienen dos veces mas de riesgo
de presentar metastasis a distancia comparado con tumores CCECC que no tienen la

firma de TEM32:39.51.52

1.2.3. p-catenina

La B-catenina, codificada por el gen CTNNBL, es una proteina de 88 kDa y es
miembro de la via de Wnt que incluye potentes reguladores celulares de proliferacion y
diferenciacion. Se descubri¢ a finales de los afios 80 como una proteina asociada a la E-
cadherina. El gen Wntl de raton, originalmente denominado Int-1, fue identificado en
1982 por Nusse y Varmus® como un sitio de integracion preferencial para el Virus del

Tumor Mamario de Raton en canceres de mama inducidos por virus.

La p-catenina celular existe en tres localizaciones diferentes: membranoso,

citoplasmatico y nuclear (figura 5).
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Figura 5. Representacion en diagrama de las diferentes localizaciones de la B-catenina®.

La B-catenina recién sintetizada se localiza en las Uniones Adherentes (AJ) a
través de la interaccion con la E-cadherina (combinacion membranosa), mientras que el
exceso de [B-catenina es capturado por un complejo de destruccion (acumulacion
citoplasmica). En presencia de un complejo de destruccion que funciona de manera
subdptima, el exceso de B-catenina se transloca al ntcleo (grupo nuclear).

Esta proteina de 781 aminoacidos consta de tres dominios: amino-terminal (N-
terminal), carboxi-terminal (C-terminal) y central. EI dominio N-terminal, de 150
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aminoéacidos, es la region de unién a a-catenina; en este dominio se localizan los sitios
de fosforilacion de las quinasas en la via de sefializacion Wnt/B-catenina, la glicogeno
sintasa quinasa 33 (GSK3p) y la caseina quinasa lo (CK1a). El dominio C-terminal, de
unos 100 aminoécidos, puede translocarse al interior del nicleo, donde interacciona con
factores de transcripcion [Leukocyte enhancer factor (LEF) y T-cell factor (TCF)]. La
acumulacion de B-catenina y TCF/LEF regulan la transcripcion de genes diana
implicados en la proliferacion celular como CCND1 (que codifica la ciclina D1) y C-
MYC y metaloproteinasas de matriz celular (MMP-2, 3, 7, 9, 13)%°657, La ciclina D1 es
un regulador del ciclo celular que impulsa el ciclo celular desde la fase G1 a la fase S'y,
posteriormente, conduce a la proliferacién e invasion de células tumorales. La ciclina
D1 puede ser inhibida por los inhibidores correspondientes del ciclo celular p21 'y p27 y
estd aumentada, por ejemplo, en el carcinoma de orofaringe, tiroides, mama,
hepatocelular, esofagico y gastrico, asi como en tumores malignos linfoides como el
Linfoma de células B®. El dominio central de 550 aminoacidos esta formado por una
secuencia de 42 aminoéacidos que se repite 12 veces, dominio conocido como
“repeticiones armadillo”; esta region que presenta una estructura en hélice, tiene como

funcion la interaccion con proteinas como E-cadherina, axina, APC y Tcf/Lef%¢-59,

Mediante el secuestro de la B-catenina en la superficie celular, la E-cadherina
antagoniza las vias de sefializacion de la B-catenina e induce la inhibicion del
crecimiento celular®®, La expresion de E-cadherina puede agotar los niveles de p-
catenina citoplasmatica y antagonizar el acimulo de B-catenina nuclear, con una

sefializacion diferente de la adhesion®%1,

Las mutaciones o deleciones de la cola citoplasmatica de la E-cadherina donde
se ensambla la B-catenina dan como resultado el desmontaje de los complejos de

adhesién célula-célula®%3,

Cabe destacar que la B-catenina se asocia con diversas afecciones patologicas
como el cancer, los trastornos neurodegenerativos y la osteoporosis. Esta se encuentra
aumentada en una variedad de tumores malignos como los carcinomas de células
escamosas de mama, cabeza y cuello, es6fago, estdbmago, colon y cancer de higado y se

asocia con la invasion y la metastasis®.
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El acimulo de B-catenina nuclear/citoplasmatica se considera el paso final de la
activacion de la via de sefializacion de WNT con la metilacion epigenética de
inhibidores de WNT. Se describe un aumento de la expresion de B-catenina nuclear en
tumores poco diferenciados, presencia de metéstasis ganglionares y tumores con peor

pronostico®.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1 HIPOTESIS

Estudios previos, asocian cambios en la expresion de E-cadherina y p-catenina
con el desarrollo de carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello. Una pérdida
de expresion de las moléculas de adhesion se ha relacionado con fenotipos mas
agresivos, con mayor capacidad de invasion y metastasis®2%. Sin embargo, estos datos
son inconsistentes entre diferentes estudios, debido fundamentalmente a la inclusion de
tumores de diferentes localizaciones, tratados de muy diversa forma y sin tener en

cuenta la infeccion por el VPH.

Basado en los datos previos, se plantea que la expresion de la E-cadherina y la B
-catenina se halla alterada en los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, y que la
alteracion de su expresion puede estar relacionada con la agresividad tumoral

(especialmente con la capacidad metastésica) y el pronostico de los pacientes.

2.2 OBJETIVOS
El objetivo global de este trabajo es investigar la expresién de E-cadherina y -
catenina en los carcinomas epidermoides de diferentes localizaciones de cabeza y cuello

no relacionados con el VPH y su posible significado pronostico.

Planteamos los siguientes objetivos especificos:

1. Estudio de la expresion de las proteinas E-cadherina y -catenina en tres
grupos de pacientes con carcinoma epidermoide de orofaringe, laringe e
hipofaringe.

2. Anadlisis de la expresion de las proteinas estudiadas y su relacion con las
caracteristicas clinicopatoldgicas.

3. Analisis de la expresion de las proteinas estudiadas y su relacion con la
supervivencia.

4. ldentificacion de un perfil de expresion de estas proteinas indicativo de

un mayor riesgo de metastasis.
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3.MATERIAL Y METODOS
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3.1 PACIENTES Y MUESTRAS TISULARES

Se obtuvieron muestras de tejido tumoral de 382 pacientes consecutivos con
carcinomas escamosos de cabeza y cuello: 249 de carcinomas escamosos de orofaringe
(108 con origen en amigdala y 141 en base de lengua), 68 carcinomas escamosos de
laringe y 65 carcinomas escamosos de hipofaringe, que fueron sometidos a tratamiento
quirdrgico en el Hospital Central de Asturias entre 1990 y 2009, recogidos
retrospectivamente. El estudio fue aprobado por el comité de ética en investigacion
clinica del hospital y se obtuvo consentimiento informado de todos los pacientes. Todos
los pacientes incluidos fueron tratados quirdrgicamente del tumor primario con
intencion curativa y 234 (61%) recibieron radioterapia postoperatoria cuando estaba
indicado; como regla general recibieron radioterapia los pacientes con tumores
clasificados como T4, los pacientes con metastasis ganglionares clasificadas como N2 o
superiores, los pacientes con bordes quirurgicos proximos (<5mm) o afectados, y los

casos con extension extraganglionar (independientemente de la clasificacion N).

Los criterios inclusion para cada paciente fueron: (1) diagnéstico de CCE de
orofaringe, laringe e hipofaringe, confirmado por biopsia; (2) pacientes no tratados
previamente de otra neoplasia; (3) ausencia de infeccién detectable por VPH; y (4)

cirugia curativa como primer tratamiento.

Los criterios de exclusion fueron: (1) enfermedad inoperable o tumores
irresecables; (2) presencia de metastasis a distancia en el momento del diagnostico; (3)
presencia de otros tumores primarios; y (4) pacientes que rechazaron el tratamiento

quirdrgico.

En conjunto, todos los pacientes tenian un unico tumor primario y no recibieron
tratamiento previo a la cirugia; se excluyeron aquellos pacientes con tumores VPH
positivos para obtener una muestra mas homogénea desde el punto de vista bioldgico.
So6lo 10 casos mostraban infeccion por el VPH (8 en orofaringe, 1 en laringe y otro en
hipofaringe), por lo que la muestra final fue de 372 pacientes.

Los datos de los pacientes fueron recogidos de la historia clinica hospitalaria y
se incluyeron el sexo, edad, consumo de tabaco y/o alcohol, localizacion y tamafio del
tumor, clasificacion pT y pN, tratamiento (cirugia, RT postoperatoria) y seguimiento

clinico (recurrencia, desarrollo de segundo tumor primario y muerte). Los pacientes
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fueron seguidos un minimo de 60 meses o hasta su fallecimiento. El tiempo medio de

recurrencia fue de 14,4 meses.

Las secciones representativas de tejido tumoral fueron obtenidas del archivo del
Servicio de Anatomia Patologica, donde habian sido fijadas con formol e incluidas en
bloques en parafina, y el diagnodstico histoldgico de carcinoma epidermoide fue
confirmado por un pat6logo experto en estos carcinomas. El grado histolégico fue
determinado de acuerdo con el grado de diferenciacion del tumor (clasificacion de
Broders). Las series incluian 152 tumores bien diferenciados, 149 moderadamente

diferenciados, 80 pobremente diferenciados y 1 verrucoso.

Soélo 16 pacientes eran mujeres, la edad media fue de 59 afios (rango entre 30 y
86 afnos) y la mediana de 58 afios. Todos, excepto 14, eran fumadores habituales; 180
moderados (1-50 paquetes/afio) y 183 con consumo elevado (> 50 paquetes/afio). Y 348
eran consumidores habituales de alcohol; 148 leves-moderados (< 40 gr/dia) y 201 con
consumo elevado (> 41 gr/dia). En los 5 casos restantes se desconocian los habitos

téxicos.

El estadio del tumor fue determinado de acuerdo con el sistema TNM de la
Union Internacional Contra el Cancer (72 edicion): 21 tumores eran estadio |, 26 estadio
I1, 59 estadio Il y 276 estadio IV.

Entre los 249 casos de localizacion orofaringea sélo 10 pacientes eran mujeres y
la edad media fue de 58 afios (mediana también de 58 afios y rango entre 30 y 85 afios).
Todos, excepto 7 pacientes, eran fumadores habituales; 115 moderados (1-50
paquetes/afio) y 122 con consumo elevado (> 50 paquetes/afio); y 235 eran
consumidores habituales de alcohol, 80 leve-moderado (< 40 gr/dia) y 155 con consumo
elevado (> 41 gr/dia); en 5 casos no estaba documentado el consumo de alcohol y
tabaco. Siete tumores eran estadio I, 21 estadio 1, 41 estadio 111 y 180 estadio IV. 167

pacientes (67%) recibieron RT postoperatoria.

En los tumores localizados en laringe, de los 68 pacientes todos eran hombres,
excepto 2 mujeres, y la edad media fue de 62 afios (mediana 62, rango entre 36 y 86
afnos). Todos, excepto 6, eran fumadores habituales, 27 moderados (1-50 paquetes/afio)
y 35 con consumo elevado (> 50 paquetes/afio); 37 eran consumidores leve-moderados

de alcohol y 15 con consumo alto. Doce tumores fueron clasificados en estadio I, uno
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en estadio Il, 17 en estadio Il y 38 en estadio 1V. 21 pacientes (31%) recibieron RT

postoperatoria.

Entre los localizados en hipofaringe, de 65 pacientes 61 eran hombres, con una
edad media de 59 afios (mediana 58 afos, rango entre 43 y 80 afios). Excepto un
paciente, eran todos fumadores, de los cuales 38 eran fumadores moderados y 26 eran
fumadores con consumo elevado. 62 pacientes eran consumidores de alcohol de los
cuales 31 con consumo leve-moderado y 31 con consumo elevado. Dos tumores eran
estadio 1, 4 estadio Il, 1 estadio Il y 58 eran estadio IV. 46 pacientes (71%) recibieron

RT postoperatoria.

32 CONSTRUCCION DE LAS MATRICES TISULARES (TISSUE
MICROARRAY, TMA)

La serie completa de 382 pacientes afectados por carcinomas de células
escamosas de orofaringe, hipofaringe y laringe, fue seleccionada para construir TMAS a
partir de muestras de dichos carcinomas fijadas en formol e incluidas en parafina en el
archivo del Departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario Central de
Asturias con la aprobacion del comité de ética en investigacion clinica del hospital
(Figura 6). El portaobjetos original archivado empleado para el diagndstico, tefiido con
hematoxilina-eosina, fue revisado por un Anatomopat6logo que selecciond tres areas
representativas de diferentes partes del tumor para obtener una muestra de cada una de
ellas. De dichas areas se obtuvieron cilindros de tejido de 1 mm de diametro que se
transfirieron de los bloques donantes a un bloque maestro en forma de rejilla (de 9x10
cilindros de tamafio) usando un instrumento manual de construccion de TMAs. En total,
tres nacleos de tejido fueron obtenidos del tejido donante e incluidos en el TMA para
representar en su totalidad cada caso. Ademas, cada TMA contenia 3 cilindros de
epitelio normal (de amigdala, laringe e hipofaringe obtenido de cirugia no oncologica)
para control interno. Para comprobar el diagnéstico histopatolégico y la adecuada
representatividad de los tejidos incluidos en los TMASs, una seccion de cada uno era

teflido con hematoxilina-eosina y evaluada con el microscopio optico.
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Figura 6. Pasos necesarios para la construccion de TMAs. Los nlcleos de tejido se extraen
de los bloques existentes y se colocan en un solo blogue que contiene multiples casos. Las secciones
se cortan para crear portaobjetos microscopicos que contienen decenas de muestras para analisis de

laboratorio®®.

3.3 ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO

Los TMAs se cortaron en secciones de 3 um y fueron secados en un portaobjetos
de microscopio Flex IHC (DakoCytomation,). Las secciones fueron desparafinizadas en
xileno y rehidratadas con un gradiente de alcoholes. La recuperacién del antigeno fue
Ilevada a cabo calentando la preparacion durante 5 minutos en un tampon de citrato. La
tincién se realiz6 a temperatura ambiente en un Dispositivo Automatico de Tincion
(Dako Autostainer, Dako Cytomation), usando el Envision peroxidase mouse system
(Envision Plus, DakoCytomation). Los portaobjetos fueron colocados en una solucion
de perdxido de hidrogeno al 3% durante 20 minutos y luego se les dejé reaccionar con
los siguientes anticuerpos: anti-p53 (clon DO-7, Dako Cytomation) a una dilucion de
1:50, anti-p16 (clon E6H4, Roche) a una dilucion de 1:100, anti-E-Cadherina (BD
Biosciences) con una dilucion de 1:4000, y anti-B-Catenina (BD Biosciences) con una
dilucion de 1:200.

La Inmunodeteccion se llevo a cabo por medio del sistema Envision Plus,
utilizando diaminobenzidina (DAB) como sustrato cromogeno (Dako). El paso final fue

la contratincién con hematoxilina durante 1 min. Después de la tincion, los portaobjetos
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fueron deshidratados nuevamente a través de un gradiente de alcoholes y se finalizé la

preparacion colocando un cubreobjetos utilizando un medio estandar.

Las muestras fueron evaluadas por dos observadores independientes con
desconocimiento de los datos clinicos. La inmunotincion fue cuantificada de la

siguiente forma:

1. pl6: La tincion de pl6 fue puntuada como negativa (0) cuando no habia
tincion; tincién leve a moderada (1+) cuando habia expresion nuclear y/o
citoplasmatica en menos del 70% de las células; y tincién fuerte (2+) cuando
habia tincion difusa nuclear y citoplasmastica en mas del 70% de las células
tumorales. Puntuaciones =2 se consideraron como expresion positiva de
p16.

2. p53: La tincion nuclear de mas del 10% de las células malignas se considero
tincién positiva para p53.

3. E-cadherina y [-catenina: Segun el porcentaje de células tefiidas, se

asignaron puntuaciones de 0 a 3 con una tincion de la membrana del 0%, del
1% al 10%, del 11% al 50% y del 51% al 100% respectivamente. La
intensidad de tincion se clasificd en una escala de 0 a 2 (0 = negativo, 1 =
débil, 2 = fuerte). Los datos sin procesar se convirtieron a la Puntuacién de
Inmunorreactividad Alemana (German Inmunoreactive Score, IRS),
multiplicando las puntuaciones de cantidad e intensidad de tincién.
Teoricamente, las puntuaciones tenian un rango de 0 a 6. Una puntuacion de
IRS igual o por encima de la media (4 o superior) se considerd expresion
fuerte y de 0 a 3 expresion débil. En el caso de B-catenina nuclear, la tincion
nuclear de méas del 10% de las células tumorales se considero tincion nuclear

positiva.

Para p53 se utiliz6 como control positivo una muestra de adenocarcinoma de
colon que se sabia que expresaba p53. Para pl6 se empled como control positivo una
muestra de carcinoma de cérvix uterino. Para E-cadherina y B-catenina el control
positivo fue epitelio faringeo normal. Como control negativo se incluyé una muestra de

la preparacion no expuesta al antisuero.
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3.4 DETECCION DE VPH

La deteccién de ADN de VPH de alto riesgo y genotipado se realizd segun se ha

descrito previamente!%67.68 y se resume a continuacion.

Todos los casos fueron evaluados mediante la determinacion
inmunohistoquimica de la expresion de p16 y p53, y aquellos casos que presentaban una
tincion positiva para p16, fueron sometidos a deteccion del ADN de VPH de alto riesgo
y genotipado mediante la reaccién de la cadena de polimerasa (PCR) empleando los
cebadores de consenso GP5+/6+, y posterior genotipado mediante inmunoensayo
enzimatico (EIA) para la deteccion de 14 subtipos de VPH de alto riego (VPH 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68). El genotipado de los casos positivos en
el EIA se llevo a cabo por hibridacion, empleando la plataforma Luminex. Los casos
positivos al realizar la PCR con los cebadores GP5+/6+ fueron sometidos para
confirmacion adicional a una PCR especifica para VPH 16 usando cebadores
localizados en el gen E7 (fw: GAGGAGGAGGATGAAATAGATGGT, y re:
TTGTACGCACAACCGAAGC). En todos los experimentos se realizaron en paralelo

reacciones sin afiadir muestra alguna para descartar contaminacion.

Para una mayor seguridad en la deteccion del ADN viral se llevé a cabo también
una hibridacion “in situ” (ISH) con sondas de ADN de VVPH biotinilado que reaccionaba
con los tipos de VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68 (Kkit Y1443,

Dako) en secciones de tejido fijados con formalina e incluidos en parafina.

Secciones de tejido de 4 micrometros fueron desparafinizadas en xileno,
rehidratadas con alcohol y secadas al aire. Las secciones fueron luego tratadas con
proteinasa K para que las muestras de ADN fueran accesibles a las sondas biotiniladas y
posteriormente fueron nuevamente deshidratadas mediante un gradiente de alcoholes. A
continuacion, las sondas de ADN fueron afiadidas a la preparacion y se colocé un cubre-

objetos.

Las sondas y el ADN diana fueron desnaturalizados colocando los portaobjetos
en una superficie calentadora plana a 92°C durante 5 minutos. Tras la desnaturalizacion,
los portaobjetos fueron colocados en una camara himeda pre-calentada a 37°C durante
16 horas para que se produjese la hibridacion. La deteccion de la sonda hibridada se

llevdé a cabo usando el GenPoint Detection System (K0620, Dako) siguiendo las
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instrucciones proporcionadas con el Kit.

Como control positivo se emplearon muestras de carcinoma de cérvix uterino
positivas para el VPH-16. Los resultados fueron evaluados por dos observadores
independientes. La tincion focal con Diaminobenzidina en el nucleo de las células

tumorales se consideré VPH positivo.

De las 382 muestras, 10 pacientes [(8 pacientes con CCEO, 1 con CCEL y 1 con
carcinoma de células escamosas de hipofaringe (CCEH)] fueron positivos para la
infeccion por VPH: presentaron expresion positiva de pl6 y negativa de p53, con
deteccion del ADN del VPH, y resultado positivo en la ISH; en todos los casos se
trataba del VPH-16. Estos casos VPH-positivos se excluyeron del estudio final para

obtener una muestra mas homogeénea.

3.5 ANALISIS ESTADISTICO

El test de %2 y test exacto de Fisher se usaron para comparar las variables
categoricas. Para el analisis temporal, se realizaron curvas de Kaplan-Meier. Se
emplearon los modelos de riesgo proporcional de Cox para el analisis univariante y
multivariante. Se obtuvieron hazard ratios (HR) con un intervalo de confianza (IC) del
95% y un valor P. Todos los test eran bimodales. Los valores de P < 0.05 fueron

considerados estadisticamente significativos.
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4. RESULTADOS
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4.1 EXPRESION DE MOLECULAS DE ADHESION EN CARCINOMAS
ESCAMOSOS DE CABEZA Y CUELLO

4.1.1 Patrones de expresion en epitelio normal y carcinomas primarios

Tanto E-cadherina como B-catenina mostraron una fuerte tincion de membrana
en todas las células (IRS=6) en el epitelio escamoso normal usado como control

positivo.

Ejemplos de tincidn de epitelio normal se muestran en las Figuras 7 y 8.

Figura 7: Tincion de E-cadherina en el epitelio normal: (A) 200x (B) 400x.

Figura 8: Tincién de p-catenina en el epitelio normal: (A) 200x (B) 400x.
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Se evaluo la expresion de E-cadherina y B-catenina en 349 casos. En los 36
casos restantes no se pudo evaluar por problemas con la representatividad y/o calidad de
las muestras. 340 carcinomas mostraron algin tipo de tincion de E-cadherina. La
expresion fue generalmente mas débil en relacion a la tincion del epitelio normal; la
puntuacion IRS media [(+/- desviacion estandar (DE)] para los carcinomas fue de 4,3
+/- 1,8 (mediana 4).

Se observd expresion de p-catenina de membrana en 327 casos. Similar a la E-
cadherina, la tincion de PB-catenina de membrana era mas debil respecto al epitelio
normal, con una puntuacion media IRS de 4 +/-2 (mediana 3). La expresion de -
catenina nuclear se observo en 46 casos (13,3%) Yy, en general, estos casos presentaban

una tincion de membrana negativa o muy débil.

Ejemplos de tincion negativa y positiva para E-cadherina y [-catenina se

muestran en las figuras 9 y 10.

Figura 9: Tincién de E-cadherina en carcinomas (x400): (A) Tincion negativa y (B) tincién

positiva de membrana.
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Figura 10: Tincion de B-catenina en carcinomas (x400): (A) tincion negativa, (B) tincion

positiva de p-catenina de membrana y (C) tincin positiva de p-catenina nuclear.

Se observo una fuerte correlacion entre la expresion de E-cadherina y -catenina
de membrana (coeficiente de correlacion de Pearson de 0.604, P<0,001) y una
correlacion inversa entre la expresion de E-cadherina y B-catenina de membrana y la
expresion de B-catenina nuclear (-0,258, P<0,001 para E-cadherina, y -0,321, P<0,001
para -catenina).

61



4.1.2 Asociacion de expresion de E-cadherina y B-catenina con parametros clinico-

patoldgicos

La tabla 1 resume las correlaciones entre la expresion de E-cadherina y de B-
catenina (de membrana/nuclear) con el consumo de tabaco y alcohol, localizacion
tumoral, clasificacion pT, metastasis ganglionares, estadio de enfermedad y grado

histoldgico.

Se observé una asociacion significativa con la localizacion a nivel de faringe y
una baja expresion de B-catenina de membrana (P<0,05) y casi significativa con la

expresion positiva de B-catenina nuclear (P=0,06).

Se asocié también de forma significativa una baja expresion de B-catenina de
membrana en tumores avanzados T3-T4 (P=0,005). También se observé que una baja
expresion de E-cadherina y una expresion positiva de B-catenina nuclear fue mas
frecuente en tumores avanzados T3-T4 (P=0,097 y P=0,192, respectivamente) y

estadios avanzados I11-1V(P=0,117 y P=0,064, respectivamente).
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Tabla 1. Expresion de E-cadherina y p-catenina en relacion con las

caracteristicas clinico-patoldgicas en paciente con CCE de orofaringe, laringe e

hipofaringe
Caracteristicas N° de Baja expresion | Valor P Baja expresion Valor P Expresion Beta Valor P
casos E-cadherina Beta-catenina catenina nuclear
(%)

Consumo tabaco
- Nunca 10 3(30) 5 (50) 2 (20)
- Leve-Moderado (<50 162 78 (48) 85 (53) 19 (12)

PA) 0,331 0,855 0,429
- Elevado (>50 PA) 172 72 (42) 89 (49) 28 (16)
- Sin datos 5
Consumo alcohol
- Nunca 22 4 (18) 7(32) 2(9)
- Leve 35 17 (49) 15 (43) 5 (14)
- Moderado 92 50 (54) 0,015 48 (52) 0,183 9 (10) 0,373
- Elevado 195 82 (42) 105 (54) 33(17)
- Sin datos 5
Clasificacion pT
- T1-T2 104 37 (36) 43 (41) 17 (16)
- T3 117 53 (45) 0,097 54 (46) 0,005 11 (9) 0,192
- T4 128 62 (49) 77 (38) 21 (17)
Clasificacion pN
- NO 93 36 (38) 47 (50) 11 (12)
- Ni1-3 256 117 (46) 0,244 128 (50) 0,929 38 (15) 0,473
Estadio
-1l 36 10 (28) 14 (39) 4(11)
- 59 28 (47) 0,117 27 (46) 0,226 3(5) 0,064
Y 254 115 (45) 134 (53) 42 (16)
Grado histolégico
- Bien 136 64 (47) 75 (55) 20 (15)
- Moderado 139 53 (38) 0,192 62 (45) 0,205 13 (9) 0,042
- Pobre 73 36 (49) 38 (52) 16 (22)
- Verrucoso 1
Recurrencia
- No 135 54 (40) 57 (42) 12 (9)
- Si 214 99 (46) 0,251 118 (55) 0,019 37 (17) 0,028
Localizacion
- Orofaringe 232 106 (46) 124 (52) 39 (17)
- Laringe 59 20 (34) 0,239 21 (36) 0,048 3(5) 0,061
- Hipofaringe 58 27 (47) 30 (52) 7(12)
Casos totales 349 153 (44) 175 (50) 49 (14)

Abreviatura: PA, paquetes afio
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4.1.3 Asociacion de la expresion de E-cadherina y p-catenina con la recidiva

tumoral

La tabla 2 resume las correlaciones entre la expresion de E-cadherina y B-

catenina (de membrana/nuclear) y las recidivas tumorales.

Se observo una correlacion entre la baja expresion B-catenina de membrana y la

expresion positiva de B-catenina nuclear y la recidiva tumoral (P=0,019 para la -

catenina de membrana, y P=0,028 para la B-catenina nuclear).

Tabla 2. Expresion de E-cadherina y B-catenina en relacion con la recidiva

tumoral en pacientes con CCE de orofaringe, laringe e hipofaringe.

Caracteristicas N° de Baja expresion Valor P | Bajaexpresion | Valor P Expresion Beta Valor P
casos E-cadherina (%0) Beta-catenina catenina nuclear

Recurrencia

- No 135 54 (40) 0,251 57 (42) 0,019 12 (9) 0,028
- Si 214 99 (46) 118 (55) 37 (17)

Tipo de recidiva

- No 135 54 (40) 57 (42) 12 (9)

- Local 53 17 (32) 29 (55) 8 (15)

- Regional 30 11 (37) 0,068 13 (43) 0,142 3(10) 0,042
- Locorregional 63 335 (56) 36 (57) 14 (22)

- Metastasis a distancia 35 18 (51) 19 (54) 9 (26)

- Locorregional y MD 33 18 (55) 21 (64) 3(9)
Casos totales 349 153 (44) 175 (50) 49 (14)

Abreviaturas: MD, metastasis a distancia
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4.1.4 Asociacion de expresion de E-cadherina y p-catenina con la supervivencia

El analisis de regresion univariante de Cox mostrd que pacientes con baja
expresion de E-cadherina presentaban una peor supervivencia global y especifica para
enfermedad, (HR 1,37; 95% IC 1,07-1,75; P=0,013 y HR 1,31; 95% IC 0,99-1,73;

P=0,059, respectivamente).

Pacientes con tumores con elevada expresion de E-cadherina presentaron una
supervivencia global a los 5 afos del 33%, frente al 21% en aquellos que presentaban

una baja expresion de E-cadherina (Figura 11).
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Figura 11: Supervivencia global en funcién de la expresion de E-cadherina.

Se observo una supervivencia especifica para enfermedad del 31% a los 5 afios
en los casos con baja expresion de E-cadherina, frente a un 40% en los casos con

elevada expresion de E-cadherina (Figura 12).
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Figura 12: Supervivencia especifica para la enfermedad en funcién de la expresién de E-

cadherina.

Los pacientes con una baja expresion de B-catenina de membrana presentaban

una peor supervivencia tanto global como especifica para enfermedad (HR 1,463; 95%
IC 1,14-1,87; P=0,03 y HR 1,54; 95% IC 1,16-2,04; P=0,003, respectivamente). La

supervivencia global a los 5 afios fue del 35% en pacientes con elevada expresion de -

catenina de membrana, frente a un 20% con baja expresion de B-catenina de membrana

(Figura 13).
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Figura 13: Supervivencia global en funcién de la expresion de membrana de 3-catenina.
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Se observo una supervivencia especifica para enfermedad del 29% a los 5 afios
en pacientes con tumores con baja expresion de B-catenina de membrana, frente a un
45% en pacientes con tumores con elevada expresion de B-catenina de membrana.
(Figura 14).

7S P=0.003
%

L
L.
0,87

0,61 LI
1 iy Elevada beta-catenina de membrana
Lo

W e,

U A A e
0,47
B

iy,

Yy,
o l++ +

Baja beta-catenina de membrana

0,2

Supervivencia especifica para enfermedad

0,04

T T T
0 S0 100 150

Meses tras tratamiento

Figura 14: Supervivencia especifica para la enfermedad en funcion de la expresion de f-

catenina.

La expresion de B-catenina nuclear se asocio a una peor supervivencia global y
especifica para enfermedad (HR 0,73; 95% IC 0,52-1,04; P=0,084 y HR 0,64; 95% IC
0,44-0,93; P=0,019). Pacientes con tumores con expresion positiva de B-catenina
nuclear presentaron una supervivencia global a los 5 afios del 14%, frente al 30% en

aquellos que presentaba expresion negativa de -catenina nuclear (Figura 15).
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Figura 15: Supervivencia global en funcidn de la expresion nuclear de -catenina.

Se observo una supervivencia especifica para enfermedad del 23% a los 5 afios

en pacientes con tumores con expresion positiva de p-catenina nuclear, frente a un 39%

en pacientes con tumores con expresion negativa de B-catenina nuclear (Figura 16).
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T
50 100

Meses tras tratamiento

Figura 16: Supervivencia especifica para la enfermedad en funcién de la expresion nuclear

de B-catenina.

Se realizd un andlisis multivariante de Cox incluyendo tamafio del tumor

(dicotomizando T1-T2 frente a T3-T4), metastasis ganglionares (NO frente a N+),
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expresion de E-cadherina y expresion de B-catenina de membrana y nuclear.

Este

modelo mostr6 que en tumores avanzados T3-T4, la presencia de metastasis

ganglionares y la baja expresion de p-catenina de membrana eran predictores

independientes de disminucion de la supervivencia global y especifica para enfermedad

(Tabla 3).

Tabla 3: Analisis multivariante de Cox en pacientes con CCE de orofaringe,

laringe e hipofaringe

Paradmetro HR (95% IC) SEE Valor P HR (95% IC) SG Valor P

Clasificacion pT

- T1-T2 1 0,013 1 0,008
- T3-T4 1,58 (1,1-2,28) 1,54 (1,12-2,11)

Clasificacion pN

- No 1 0,001 1 0,001
- N1-3 2,53 (1,72-3,71) 2,12 (1,55-2,9)

Expresion E-cadherina

- Elevada 1 0,63 1 0,659
- Baja 0,91 (0,64-1,31) 1,07 (0,77-1,48)

Expresion B-catenina de membrana

- Elevada 1 0,031 1 0,084
- Baja 1,49 (1,03-2,14) 1,33 (0,96-1,85)
Expresion B-catenina nuclear

- Negativa 1 0,11 1 0,426
- Positiva 1,39 (0,92-2,09) 1,16 (0,8-1,68)

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; HR, hazard ratio; SEE, supervivencia

especifica de enfermedad; SG, supervivencia global.
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4.2 EXPRESION DE MOLECULAS DE ADHESION EN CARCINOMAS
ESCAMOSOS DE OROFARINGE

4.2.1 Patrones de expresion en carcinomas primarios

Se pudo evaluar la expresion de E-cadherina y B-catenina en 232 de los 241
casos localizados en la orofaringe. En los restantes 9 casos no se ha podido evaluar por
problemas con la representatividad y/o calidad de las muestras. Todos excepto 5
carcinomas mostraron algun tipo de tincion de E-cadherina. La expresion fue
generalmente mas deébil que en el epitelio normal; la puntuacion IRS media (+/-

desviacion estandar) para los carcinomas fue de 4,2 +/- 1,8 (mediana 4).

Se observd expresion de p-catenina de membrana en 223 casos. Similar a la E-
cadherina, la tincién de B-catenina de membrana era mas débil que la del epitelio
normal, con una puntuacion media IRS de 3,9 +/-1,9 (mediana 4). La expresion de p-
catenina nuclear se observo en 40 casos (17%) Y, en general, estos casos presentaban

una tincion de membrana negativa o muy débil.

Existia una fuerte correlacion entre la expresion de E-cadherina y B-catenina de
membrana (coeficiente de correlacién de Pearson de 0,626, P<0,001), y una correlacion
inversa entre la expresion de E-cadherina y -catenina de membrana y la expresion de
B-catenina nuclear (-0,259, P<0,001 para E-cadherina y -0,304, P<0,001 para B-

catenina).

4.2.2 Asociacion de la expresion de E-cadherina y p-catenina con los parametro

clinico-patolégicos

La tabla 4 resume las correlaciones entre la expresion de E-cadherina y de B-
catenina (de membrana/nuclear) con el consumo de tabaco y alcohol, clasificacion pT,

metastasis ganglionares, estadio de enfermedad y grado histologico.

Ningun parametro se asocidé de forma significativa a la expresion baja de E-
cadherina y de B-catenina de membrana ni a la expresion de B-catenina nuclear. Sin
embargo, una baja expresion de E-cadherina fue mas frecuente en los tumores

avanzados: T3-T4, N+ vy estadio I11-1V, aunque sin diferencias significativas.
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Tabla 4. Expresion de E-cadherina y p-catenina en relacion con las

caracteristicas clinico-patoldgicas en paciente con CCE de orofaringe

Caracteristicas Ne°de Baja expresion | Valor P Baja expresion Valor P Expresion Beta Valor P
casos E-cadherina Beta-catenina catenina nuclear
(%)

Consumo tabaco

- Nunca 5 3 (60) 3 (50) 2 (40)

- Leve-Moderado 119 57 (48) 66 (52) 17 (14)

(<50 PA) 0,74 0,92 0,23

- Elevado (>50 PA) 103 46 (45) 55 (53) 20 (19)

- Sin datos 5

Consumo alcohol

- Nunca 5 2 (40) 1 (20) 0(0)

- Leve 14 7 (50) 0,18 8 (57) 0,45 3(21) 0,63
- Moderado 56 33 (59) 32 (57) 8 (14)

- Elevado 152 64 (43) 83 (55) 28(18)

- Sin datos 5

Clasificacion pT

- T1-T2 71 27 (38) 32 (45) 13 (18)

- T3 78 41 (52) 0,20 41 (52) 0,12 10 (13) 0,50
- T4 83 38 (46) 51 (61) 16 (19)

Clasificacion pN

- NO 58 21 (36) 34 (58) 8 (14)

- N1-3 174 85 (49) 0,13 90 (52) 0,45 31 (18) 0,55
Estadio

-1 24 7 (29) 12 (50) 4 (17)

- 39 19 (49) 0,23 21 (54) 0,94 2 (5) 0,09
- Vv 169 80 (47) 91 (54) 33 (19)
Grado histolégico

- Bien 108 52 (48) 63 (58) 20 (18)

- Moderado 86 36 (42) 0,69 44 (51) 0,23 11 (13) 0,46
- Pobre 39 18 (46) 17 (43) 8 (20)

Recurrencia

- No 93 39 (42) 0,42 45 (48) 0,29 12 (13) 0,21
- Si 139 67 (48) 79 (57) 27 (19)
Casos totales 232 106 (46) 124 (53) 39 (17)

Abreviatura: PA, paquetes afio
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4.2.3 Asociacion de expresion de E-cadherina y B-catenina con la recidiva tumoral

La tabla 5 resume las correlaciones entre la expresion de E-cadherina y B-
catenina (de membrana/nuclear) y las recidivas tumorales.
No se observo asociacion de forma significativa entre la baja de expresion de E-

cadherina y de B-catenina de membrana y la recidiva tumoral.

Tabla 5. Expresion de E-cadherina y B-catenina en relacién con la recidiva

tumoral en pacientes con CCE de orofaringe

Caracteristicas N° de Baja expresion | Valor P | Baja expresion Valor P | Expresion Beta Valor P
casos E-cadherina Beta-catenina catenina nuclear
(%)
Recurrencia
- No 95 40 (42) 0,42 45 (48) 0,29 12 (13) 0,21
- Si 137 65 (47) 79 (57) 27 (19)
Tipo de recidiva
- No 95 40 (42) 45 (48) 12 (13)
- Local 46 19 (41) 27 (58) 9(19)
- Regional 17 7(41) 0,15 9 (52) 0,62 2(12) 0,13
- Locorregional 32 17 (53) 18 (56) 5 (16)
- Metastasis a distancia 29 17 (59) 18 (62) 9(31)
- Locorregional y MD 13 6 (46) 7(41) 2(12)
Casos totales 232 106 (45) 124 (53) 39 (17)

Abreviaturas: MD, metastasis a distancia

4.2.4 Asociacion de expresion de E-cadherina y B-catenina con la supervivencia

El andlisis de regresion univariante de Cox mostré que pacientes con baja
expresion de E-cadherina presentaban una peor supervivencia global y especifica para
enfermedad, aunque las diferencias fueron significativas solo en la supervivencia global
(HR 1,44; 95% IC 1,07-1,94; P=0,017 y HR 1,33; 95% IC 0,95-1,9; P=0,09,
respectivamente; Figura 17). La supervivencia especifica y global a los 5 afios en
pacientes con baja expresion de E-cadherina es del 31% y del 19%, respectivamente;

frente a un 44% y un 34% en elevada expresion de E-cadherina.
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Figura 17: Supervivencia especifica para la enfermedad (arriba) y global (abajo) en

pacientes con carcinoma de orofaringe en funcién de la expresion de E-cadherina.

Los pacientes con tumores con una baja expresion de B-catenina de membrana
presentaban también una peor supervivencia tanto global como especifica para
enfermedad (HR 1,45; 95% IC 1,07-1,96; P=0,016 y HR 1,5; 95% IC 1,05-2,14;
P=0,024, respectivamente; Figura 18). La supervivencia global a los 5 afios en pacientes
con baja expresion de B-catenina de membrana fue del 20%, frente a un 33% en
tumores con elevada expresion de p-catenina de membrana, y la supervivencia

especifica para la enfermedad fue del 31% a los 5 afios en tumores con baja expresion
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de B-catenina de membrana, frente a un 45% en los casos con elevada expresion.
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Figura 18: Supervivencia global (arriba) y especifica para la enfermedad (abajo) en

pacientes con carcinoma de orofaringe en funcién de la expresién de -catenina.

La expresion de B-catenina nuclear se asocié de forma significativa a una peor
supervivencia especifica para enfermedad (HR 1,6; 95% IC 1,04-2,49; P=0,033) y de
forma casi significativa a una peor supervivencia global (HR 1,35; 95% IC 0,91-2,0;
P=0,14; Figura 19). Se observé una supervivencia especifica para enfermedad del 24%
a los 5 afios en tumores con expresion positiva de B-catenina nuclear, frente a un 40%

en tumores con expresion negativa de B-catenina nuclear, y la supervivencia global a los
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5 afios fue del 13% en tumores con expresion positiva de B-catenina nuclear, frente a un

29% en tumores con expresion negativa.
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Figura 19: Supervivencia global (arriba) y especifica para la enfermedad (abajo) en

pacientes con carcinoma de orofaringe en funcién de la expresion de B-catenina nuclear.

Para analizar la influencia de forma independiente de los diferentes parametros
clinico-patoldgicos y moleculares en el pronéstico de los pacientes se realizé un analisis
multivariante de Cox, incluyendo el tamafio del tumor (dicotomizando T1-T2 frente a
T3-T4), la presencia de metastasis ganglionares (NO frente a N+), la expresion de E-
cadherina y la expresion de B-catenina de membrana y nuclear. Este modelo mostro
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que la presencia de metastasis ganglionares y la baja expresion de [B-catenina de

membrana eran predictores independientes de disminucion de la supervivencia

especifica para enfermedad y de la supervivencia global, y que la clasificacion de los

tumores como T3-T4 también lo era para la supervivencia global (Tabla 6).

Tabla 6: Andlisis multivariante de los factores de riesgo para la supervivencia

especifica y global

Parametro HR (95% IC) SEE Valor P HR (95% IC) SG Valor P
Clasificacion pT
- T1-T2 1 0,068 1 0,043
- T3-T4 1,43 (0,97-2,18) 1,42 (1,01-1,99)
Clasificacion pN
- No 1 0,001 1 0,001
- N1-3 2,25 (1,4-3,6) 1,88 (1,29-2,73)
Expresion E-cadherina
- Elevada 1 0,44 1 0,78
- Baja 1,2 (0,75-1,94) 1,06 (0,70-1,61)
Expresion B-catenina de membrana
- Elevada 1 0,017 1 0,009
- Baja 1,55 (1,08-2,23) 1,52 (1,11-2,07)
Expresion B-catenina nuclear
- Negativa 1 0,14 1 0,43
- Positiva 1,41 (0,89-2,23) 1,18 (0,78-1,78)

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; HR, hazard ratio; SEE, supervivencia

especifica de enfermedad; SG, supervivencia global.
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4.3 EXPRESION DE MOLECULAS DE ADHESION EN CARCINOMAS
ESCAMOSOS DE LARINGE (CCEL)

4.3.1 Patrones de expresion en carcinomas primarios
Se evaluo la expresion de E-cadherina y B-catenina de membrana y nuclear en
59 carcinomas escamosos primarios de laringe. En los 9 casos restantes no se pudo

evaluar por problemas con la representatividad y/o calidad de las muestras.

Presentaron algun tipo de tincion de E-cadherina 58 carcinomas. En general la
expresion de E-cadherina fue méas débil que en el epitelio normal. La expresion media
de IRS (+/- DE) en carcinomas fue de 4,8 +/- 1,7 (mediana 4).

Se observo expresion de -catenina de membrana en 55 casos. Al igual que la E-
cadherina, la expresion de B-catenina fue mas debil que en el epitelio normal, con una
media de IRS de 4,6 +/- 1,9 (mediana 3,5).

La expresion de B-catenina nuclear fue positiva en 3 carcinomas (5%) y en

general estos casos presentaban una expresion de membrana débil.

Se observd una fuerte correlacion entre baja expresion de E-cadherina y baja
expresion de p-catenina de membrana (Coeficiente de correlacion de Pearson 0,467,
P<0,01); y una correlacion inversa entre la expresion de B-catenina de membrana y la
expresion de B-catenina nuclear (Coeficiente de correlacion de Pearson -0,346;
P=0,009).

4.3.2 Asociacion entre la expresion de E-cadherina y B-catenina con parametros
clinico-patolégicos

La tabla 7 resume las correlaciones entre la expresion de E-cadherina y B-
catenina (de membrana/nuclear) y el consumo de tabaco y alcohol, clasificacion pT,
presencia de metastasis ganglionares, estadio de enfermedad, grado histolégico y

recidiva.

Se observo una asociacion significativa entre la baja expresion de p-catenina de

membrana y la presencia de metastasis ganglionares (N+) y la recurrencia tumoral; y
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una asociacion casi significativa con estadios avanzados (I11-1V). Ningan parametro se
asocio de forma significativa a la baja de expresion de E-cadherina y de B-catenina

nuclear.
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Tabla 7. Expresion de E-cadherina y B-catenina en relacion con las caracteristicas

clinico-patologicas en pacientes con CCE de laringe

Caracteristicas N° de Baja expresion Valor P Baja expresion Valor P Expresion B- Valor P
casos E-cadherina (%) B-catenina (%) catenina nuclear (%)

Consumo tabaco
- Nunca 4 0 (0) 2 (50) 0 (0)
- Leve-moderado 24 10 (42) 8 (33) 1(4)

(<50 PA) 0,255 0,812 0,829
- Elevado (>50 31 10 (32) 11 (35) 2(7)

PA)
Consumo alcohol
- Nunca 14 1(7) 4 (29) 1(7)
- Leve 16 7 (44) 0,079 5(31) 0,745 1(6) 0,802
- Moderado 14 7 (50) 5 (36) 0 (0)
- Elevado 15 5(33) 7 (47) 1(7)
Clasificacion pT
- T1-T2 16 4 (25) 3(19) 0 (0)
- T3 23 6 26) 0,173 6 (26) 0,018 1(4) 0,39
- T4 20 10 (50) 12 (60) 2 (10)
Clasificacion pN
- NO 27 11 (41) 9(33) 1(4)
- N1-3 32 9(28) 0,308 12 (38) 0,739 2 (6) 0,657
Estadio
- -l 9 2(22) 1(11) 0 (0)
- 17 7 (41) 0,621 4 (24) 0,054 1(6) 0,752
Y 33 11 (33) 16 (49) 2 (6)
Grado histolégico
- Bien 18 6 (33) 7(39) 0 (0)
- Moderado 29 8(28) 0,385 8(28) 0,371 1(3) 0,108
- Pobre 12 6 (50) 6 (50) 2(17)
Recurrencia
- No 28 10 (36) 0,779 6 (21) 0,031 0 (0) 0,091
- S 31 10 (32) 15 (48) 3(10)
Casos totales 59 20 (34) 21 (36) 3(5)

Abreviatura: PA, paquetes afio
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4.3.3 Asociacion de expresion de E-cadherina y B-catenina con la recidiva tumoral

La tabla 8 resume las correlaciones entre la expresion de E-cadherina y p-

catenina (de membrana/nuclear) y las recidivas tumorales.

No se observo asociacion de forma significativa entre la baja de expresion de E-

cadherina y de B-catenina de membrana y la recidiva tumoral.

Tabla 8. Expresion de E-cadherina y B-catenina en relacion con la recidiva

tumoral en pacientes con CCE de laringe

Caracteristicas N° de Baja expresion E- Valor Baja expresion Valor P | Expresion Beta- Valor P
casos cadherina (%) P Beta-catenina catenina nuclear
(%) (%)

Recurrencia

- No 28 10 (36) 0,779 6 (21) 0,031 0(0) 0,091
- Si 31 10 (32) 15 (48) 3(10)

Tipo de recidiva

- No 28 10(36) 6 (21) 0 (0)

- Local 7 1(14) 4 (57) 1(14)

- Regional 3 0(0) 0,057 1(33) 0,011 0 (0) 0,437
- Locorregional 7 2 (29) 2 (29) 1(14)

- Metastasis a distancia 4 0(0) 0(0) 0(0)

- Locorregional y MD 10 7 (70) 8 (80) 1 (10)
Casos totales 59 20 (34) 21 (36) 3(5)

Abreviaturas: MD, metastasis a distancia

4.3.4 Asociacion de expresion de E-cadherina y pB-catenina con la supervivencia

El analisis de regresion univariante de Cox no observo asociacion significativa

entre la expresion de E-cadherina y la supervivencia global ni especifica para
enfermedad (HR 1,21; 95% IC 0,55-2.61; P=0,62 y HR 1,13; 95% IC 0,49-2,6; P=0,75,

respectivamente; Figura 20). La supervivencia tanto global como especifica para

enfermedad a los 5 afios en CCEL era peor en pacientes con elevada expresion de E-

cadherina con un 39% y un 47% frente a un 47 y 57%, respectivamente, en tumores con

baja expresion de E-cadherina.
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Figura 20: Supervivencia global (arriba) y especifica para enfermedad (abajo) en pacientes

con carcinoma de laringe en funcién de la expresién de E-cadherina

Una baja expresion de [-catenina de membrana presentaba una peor
supervivencia global y especifica para enfermedad, sin embargo los resultados no
alcanzaron significacion estadistica (HR 1,3; 95% IC 0,63-2,67; P=0,46 y HR 1,69;
95% IC 0,79-3,62; P=0,17; Figura 21). La supervivencia global a los 5 afios en

pacientes con baja expresion de -catenina de membrana fue del 37%, frente a un 47%
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en tumores con elevada expresion de [B-catenina de membrana, y la supervivencia

especifica para la enfermedad fue del 37% a los 5 afios en tumores con baja expresion

de B-catenina de membrana, frente a un 58% en los casos con elevada expresion.
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Figura 21: Supervivencia global (arriba) y especifica para enfermedad (abajo) en pacientes

con carcinoma de laringe en funcién de la expresion de B-catenina de membrana.

No se observd asociacion significativa entre la expresion de B-catenina nuclear

y una peor supervivencia global ni especifica para enfermedad (HR 1,61; 95% IC 0,38-
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6,83; P=0,51 y HR 1,9; 95% IC 0,44-8,14; P=0,38, respectivamente; Figura 22); podria

estar debido al pequefio nimero de muestras con expresion positiva de B-catenina

nuclear.

Se observd una supervivencia global del 0% a los 5 afios en tumores con

expresion positiva de B-catenina nuclear, frente a un 44% en tumores con expresion

negativa de B-catenina nuclear, y la supervivencia especifica para enfermedad a los 5

afios fue del 0% en tumores con expresion positiva de B-catenina nuclear, frente a un

52% en tumores con expresion negativa.
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Figura 22: Supervivencia especifica para la enfermedad (arriba) y global (abajo) en

pacientes con carcinoma de laringe en funcion de la expresion de B-catenina nuclear
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Se realiz6 analisis multivariante de Cox incluyendo tamafio del tumor

(dicotomizando T1-T2 frente a T3-T4), metastasis ganglionares (NO frente a N+),

expresion de E-cadherina y expresion de B-catenina de membrana y nuclear.

Este

modelo mostrd que sélo la presencia de metastasis ganglionares es un factor predictor

independiente de peor supervivencia global y especifica para enfermedad en CCE de

laringe (Tabla 9).

Tabla 9: Andlisis multivariante de los factores de riesgo para la supervivencia

especifica y global

Parametro HR (95% IC) SEE Valor P HR (95% IC) SG Valor P
Clasificacion pT
- T1-T2 1 0,248 1 0,58
- T3-T4 1,92 (0,63-5,82) 1,28 (0,52-3,11)
Clasificacion pN
- No 1 0,003 1 0,001
- N1-3 4,43 (1,67-1,78) 3.94(1,69-9,21)
Expresion E-cadherina
- Elevada 1 0,79 1 0,82
- Baja 0,85(0,28-2,63) 0.89 (0,32-2,48)
Expresion B-catenina de membrana
- Elevada 1 0,231 1 0,46
- Baja 1,78 (0,69-4,57) 1.39 (0,57-3,42)
Expresion B-catenina nuclear
- Negativa 1 0,79 1 0,76
- Positiva 1,24 (0,23-6,48) 1,28 (0,25-6.52)

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; HR, hazard ratio; SEE, supervivencia

especifica de enfermedad; SG, supervivencia global.
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4.4 EXPRESION DE MOLECULAS DE ADHESION EN CARCINOMAS
ESCAMOSOS DE HIPOFARINGE (CCEH)

4.4.1 Patrones de expresion en epitelio normal y carcinomas primarios
Se evaluo la expresion de E-cadherina y B-catenina de membrana y nuclear en

64 carcinomas escamosos primarios de hipofaringe.

Un paciente presentd positividad para el VPH-16; se excluy6 para obtener una
muestra mas homogénea. Presentaron algun tipo de tincion de E-cadherina y de B-
catenina 58 carcinomas; en los 5 casos restantes no se pudo evaluar por problemas con
la representatividad y/o calidad de las muestras En general la expresion de E-cadherina
fue méas débil que en el epitelio normal. La expresion media de IRS (+/- DE) en

carcinomas fue de 4,1 +/- 2,04 (mediana 5).

Se observo expresion de p-catenina de membrana en 55 casos. Al igual que la E-
cadherina, la expresién de B-catenina fue mas débil que en el epitelio normal, con una
media de IRS de 3,7 +/- 2,33 (mediana 3).

La expresion de B-catenina nuclear fue positiva en 7 carcinomas (12%) y en

general estos casos presentaban una expresion de membrana débil.

Se observd una fuerte correlacion entre baja expresion de E-cadherina y baja
expresion de B-catenina de membrana (Coeficiente de correlacion de Pearson 0,487;
P<0,01), y una correlacion inversa entre la expresion de E-cadherina y B-catenina de
membrana y la expresion de B-catenina nuclear (-0,185, P<0,165 para E-cadherina, y
-0,358, P<0,006 para -catenina).

4.4.2 Asociacion entre la expresion de E-cadherina y B-catenina con parametros

clinico-patolégicos

La tabla 10 resume las correlaciones entre la expresion de E-cadherina y B-
catenina (de membrana/nuclear) y el consumo de tabaco y alcohol, clasificacion pT,
presencia de metastasis ganglionares, estadio de enfermedad, grado histolégico y

recidiva.
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Tabla 10: Expresion de E-cadherina y [-catenina en relacién con las

caracteristicas clinico-patolégicas en paciente con CCE de hipofaringe

Caracteristicas N°casos | Bajaexpresion | Valor P Baja expresion Valor P Expresion B- Valor P
E-cadherina B-catenina (%) catenina nuclear
(%0) (%)

Consumo tabaco
- Nunca 1 0 (0) 0 (0) 0 (0)
- Leve-moderado 34 16 (47) 19 (56) 3(9)

(<50 PA) 0,641 0,485 0,58
- Elevado (>50 23 11 (48) 11 (48) 4 (17)

PA)
Consumo alcohol
- Nunca 14 1(7) 2 (67) 1(33)
- Leve 16 3(60) 0,9 2 (40) 0,895 1(20) 0.411
- Moderado 14 10 (46) 11 (50) 14) '
- Elevado 15 13 (46) 15 (54) 4 (14)
Clasificacion pT
- T1-T2 17 6 (35) 8 (47) 4 (24)
- T3 16 6 (38) 0,201 7 (44) 0,538 0 (0) 0116
- T4 25 15 (60) 15 (60) 3(12) :
Clasificacion pN
- NO 8 4 (50) 4 (50) 2(25)
- NL3 50 23 (46) 0,833 26 (52) 0,916 5 (10) 0,227
Estadio
- -l 3 1(33) 1(33) 0 (0)
- 3 2 (67) 0,704 2 (67) 0,713 0(0) 0,632
- v 52 24 (46) 27 (52) 7(14)
Grado histolégico
- Bien 11 6 (55) 5 (46) 0 (0)
- Moderado 25 9 (36) 0.374 10 (40) 0,140 1(4) 0,02
- Pobre 22 12 (55) 15 (68) 6 (27)
Recurrencia
- No 14 5 (36) 6 (43) 0 (0)
. s 44 22 (50) 0,351 24 (55) 0,446 7 (16) 0,111
Casos totales 58 27 (47) 30 (52) 7(12)

Abreviatura: PA, paquetes afio

Solo se observo asociacion significativa entre la expresion positiva de -catenina
nuclear y un bajo grado de diferenciacion histolégica (P=0,02). Ningun parametro se
asocio de forma significativa a la baja de expresion de E-cadherina y de -catenina de

membrana.
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4.4.3 Asociacion de expresion de E-cadherina y B-catenina con la recidiva tumoral

La tabla 11 resume las correlaciones entre la expresion de E-cadherina y -

catenina (de membrana/nuclear) y las recidivas tumorales.

No se observo asociacion de forma significativa entre la expresion de E-

cadherina y de B-catenina y la recidiva tumoral.

Tabla 11: Expresion de E-cadherina y B-catenina en relacion con la recidiva

tumoral en pacientes con CCE de hipofaringe.

Caracteristicas N° de Baja expresion | Valor P Baja expresion | Valor P Expresion Beta Valor P
casos E-cadherina Beta-catenina catenina nuclear
(%)
Recurrencia
- No 14 5 (36) 6 (43) 0 (0)
.S 44 22 (50) 0,351 24 (55) 0,446 7 (16) 0,111
Tipo de recidiva
- No 14 5 (36) 6 (43) 0(0)
- Local 2 0(0) 1 (50) 1 (50)
- Regional 9 3(33) 0,406 3(33) 0,729 1(11) 0,108
- Locorregional 21 13 (62) 13 (62) 5 (24)
- Metastasis a distancia 2 1 (50) 1 (50) 0 (0)
- Locorregional y MD 10 5 (50) 6 (60) 0(0)
Casos totales 58 27 (47) 30 (52) 7(12)

Abreviaturas: MD, metastasis a distancia
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4.4.4 Asociacion de expresion de E-cadherina y B-catenina con la supervivencia

El andlisis de regresion univariante de Cox mostr6 que no habia diferencias
significativas en la supervivencia global y especifica para enfermedad en tumores con
baja expresion de E-cadherina (HR 1,274; 95% IC 0,71-2,263; P=0,408 y HR 1,3; 95%
IC 0,71-2,39; P=0,385, respectivamente) y baja expresion de B-catenina de membrana
(HR 1,28; 95% IC 0,72-2,86; P=0,395 y HR 1,306; 95% IC 0,71-2,40; P=0,391,

respectivamente).

La supervivencia global a los 5 afios de tumores con baja expresion de E-
cadherina fue del 12%, frente al 27% en elevada expresion de E-cadherina. La
supervivencia especifica para enfermedad a los 5 afios de tumores con baja expresion de
E-cadherina fue del 15%, frente al 29% en elevada expresion de E-cadherina (Figura
23).
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Figura 23: Supervivencia global (arriba) y especifica para la enfermedad (abajo) en

pacientes con carcinoma de hipofaringe en funcién de la expresion de E-cadherina.

La supervivencia global a los 5 afios de tumores con baja expresion de B-

catenina de membrana fue del 14%, frente al 26% con expresion elevada. La

supervivencia especifica para enfermedad a los 5 afios de tumores con baja expresion de

B-catenina de membrana fue del 17%, frente al 28% con expresion elevada (Figura 24).
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Figura 24: Supervivencia global (arriba) y especifica para la enfermedad (abajo) en

pacientes con carcinoma de hipofaringe en funcion de la expresion de -catenina de membrana.

No se observaron diferencias significativas entre la supervivencia global y
especifica para enfermedad y la expresion positiva de -catenina nuclear (HR 1,08; 95%
IC 0,46-2,57; P=0,847 y HR 1,011; 95% IC 0,42-2,4; P=0,908, respectivamente).

Se observd una supervivencia global y especifica para enfermedad a los 5 afios
del 20% y del 25%, respectivamente, en tumores con expresion negativa de B-catenina
nuclear, frente a un 0% de supervivencia tanto global como especifica para enfermedad

en tumores con expresion positiva de B-catenina nuclear (Figura 25).
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Figura 25: Supervivencia global (arriba) y especifica para la enfermedad (abajo) en

pacientes con carcinoma de hipofaringe en funcion de la expresion de 3-catenina de membrana.

Se realiz6 analisis multivariante de Cox incluyendo tamafio del tumor
(dicotomizando T1-T2 frente a T3-T4), metastasis ganglionares (NO frente a N+),
estadio del tumor (I-11 frente a IlI-1V), expresion de E-cadherina y expresion de -

catenina de membrana y nuclear.

No se observo asociacion significativa entre las variables ni una peor

supervivencia (Tabla 12).

91



Tabla 12: Anélisis multivariante de los factores de riesgo para la supervivencia

especifica y global

Parametro HR (95% IC) SEE Valor P HR (95% IC) SG Valor P
Clasificacion pT
- T1-T2 1 0,62 1 0,66
- T3-T4 1,2 (0,57-2,53) 1,17 (0,57-2,37)
Clasificacion pN
- NO 1 0,20 1 0,22
- N1-3 1,85 (0,70-4,86) 1,72 (0,71-4,18)
Expresion E-cadherina
- Elevada 1 0,45 1 0,50
- Baja 1,30 (0,64-2,62) 1,25 (0,64-2,42)
Expresion B-catenina de membrana
- Elevada 1 0,55 1 0,50
- Baja 1,24 (0,60-2,57) 1,25 (0,63-2,48)
Expresion B-catenina nuclear
- Negativa 1 0,76 1 0,48
- Positiva 1,17 (0,41-3,28) 1,25 (0,45-3,46)

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; HR, hazard ratio; SEE, supervivencia

especifica de enfermedad; SG, supervivencia global.
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5. DISCUSION
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Dado que en los estudios previos sobre el tema habia mucha heterogeneidad en
los pacientes incluidos en los mismos (localizaciones tumorales y tratamientos diversos)
y en la mayoria no se habia tenido en cuenta la presencia de infeccion por el VPH, el
objetivo principal de este estudio fue investigar la expresion de E-cadherina y B-
catenina en una larga serie de casos de tumores de cabeza y cuello con estatus VPH

conocido y tratados de forma homogénea en una sola institucion.

La integridad de los mecanismos de adhesion celular es fundamental para el
mantenimiento de la arquitectura tisular, y su pérdida o disminucién se ha relacionado
con la invasividad tumoral. Por tanto, el estudio de las moléculas implicadas en el

mantenimiento de la adhesion celular podria aportarnos informacion pronostica®.

Como se ha comentado, multiples estudios se han centrado en el papel de las
moléculas de adhesion en carcinomas de cabeza y cuello; pocos de estos los han
clasificado segun localizacion y ninguno se ha centrado en el significado prondstico de

estas proteinas clasificando los tumores por localizacién y estatus VPH conocido.
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5.1 RELACION DE LA EXPRESION DE E-CADHERINA Y B-CATENINA CON
LAS CARACTERISTICA PATOLOGICAS

Algunos estudios*®’%..72 se han centrado en la correlacion entre las
caracteristicas clinico-patologicas y la expresion de E-cadherina y p-catenina; en
general, se observd que la E-cadherina presentaba una elevada expresion en tumores
bien diferenciados, que mantienen las uniones céelula-célula y tienen menor capacidad
de invasion; de forma inversa, se observo que existia una baja expresion de E-cadherina
en tumores poco diferenciados, con pérdida de las uniones intercelulares y una mayor

tendencia a la invasion.

Los primeros estudios in vitro’” describian una regulacion a la baja de la
expresion de E-cadherina en carcinomas pobremente diferenciados de cabeza y cuello,
asi como una expresion negativa de E-cadherina en las metastasis ganglionares, siendo
mas frecuentes en aquellos tumores primarios con expresion negativa de E-cadherina y
una relacién inversa entre la expresion de E-cadherina y la capacidad de invasion del

tumor.

Pocos afios mas tarde Schipper et al.”? continuaron su estudio examinando 73
muestras de CCECC (5 de nasofaringe, 7 de cavidad oral, 24 de orofaringe, 18 de
laringe y 19 de hipofaringe). Observaron que los tumores bien diferenciados
presentaban una elevada expresion de E-cadherina, al igual que el epitelio normal,
frente a una baja o negativa expresion de E-cadherina en tumores pobremente
diferenciados. Analizaron igualmente la expresion de E-cadherina en las metéstasis
ganglionares, hallando que las metastasis clasificadas como N3 no presentaban

expresion de E-cadherina.

De este modo confirmaban lo previamente publicado, que una baja expresion de
E-cadherina se correlaciona con la desdiferenciacion del tumor. Bowie et al.*° describen
los mismos resultados en 28 muestras de CCECC (17 de hipofaringe, 3 de orofaringe, 1

de laringe y 2 de cavidad oral).

Mattijsen et al.” estudiaron 50 CCECC (27 de laringe y 23 de cavidad oral), en
los que observaron una correlacion entre una elevada expresion de E-cadherina y
tumores con grado de diferenciacion bien y moderadamente diferenciados (Coeficiente
de Spearman 0,43; P=0,002); encontrandose esta correlacion tanto en laringe como en
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cavidad oral.

Liu et al.” estudiaron el impacto de la E-cadherina en la invasion y metastasis
de carcinomas escamosos de laringe. Usaron como control p6lipos benignos vocales;
observandose tincion fuerte de membrana en todas las muestras excepto una, en linea
con los estudios previos; el 68% de las muestras de tumor mostraban una baja expresion
de E-cadherina. Los tumores bien y moderadamente diferenciados mantenian una
expresion fuerte de E-cadherina, mientras que tumores pobremente diferenciados

mostraban una tincién débil o negativa.

Rodrigo et al.”® observaron una disminucion de la expresion de E-cadherina con

la desdiferenciacion del tumor, pero sin resultados significativos.

Por otro lado, Lopez-Gonzalez et al.” estudiaron el papel de la B-catenina en la
desdiferenciacion celular, en 38 casos de CCEL. El epitelio normal presentaba tincion
de B-catenina de membrana en el 100% de los casos, siendo la expresion fuerte en el
80% de los casos y moderada en el 20%, en los carcinomas bien y moderadamente
diferenciados. En los carcinomas pobremente diferenciados se observé una tincion de
membrana en el 57% de los casos y en 43% tincion de B-catenina citoplasmatica. De
modo que existia una correlacion entre la localizacion de la B-catenina y el grado de
diferenciacion del tumor (P<0,001). En cuanto al nivel de expresion de B-catenina, en
carcinomas bien diferenciados se observé una tincién fuerte en el 72% de los casos y
una expresion moderada en el 28% restante. En carcinomas pobremente diferenciados,
se observo una tincidn moderada en el 21% de los casos y una expresion débil en el
79% de los casos; hallandose una correlacion entre el nivel de expresion de B-catenina y

el grado de diferenciacion de los CCEL (P<0,001).

Mandal et al. /7 investigaron marcadores implicados en la TEM para determinar
su papel en la invasion y progresién de CCECC; entre ellos, la regulacion a la baja de
E-cadherina debido a la sobreexpresion de src. Sus resultados mostraron que la pérdida
de expresion de E-cadherina se observaba en tumores con caracteristicas mas agresivas.
Una de las limitaciones de este estudio es que la mayoria de los tumores tenia su origen
en la cavidad oral (31 en lengua, 9 en suelo de boca, 6 encias) con un pequefio
porcentaje de la muestra localizados en orofaringe (4 en base de lengua) y por lo tanto

no se podria extrapolar a toda la cabeza y el cuello.
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Yu et al.”® analizaron el papel de la B-catenina en una cohorte de 60 CCECC; los
pacientes con estadio elevado de TNM tenian una elevada expresion de -catenina; sin
observarse otras asociaciones entre las variable clinicopatoldgicas y la expresion de -

catenina.

En contraste con lo previo y con los resultados de este estudio, Santoro et al., en
una larga serie de 374 casos de carcinomas de cabeza y cuello (4 de orofaringe y el resto
de cavidad oral), describian que pacientes con expresion positiva de B-catenina nuclear
se correlacionaba con estadios avanzados, presencia de metastasis ganglionares y un

mejor prondstico®.

De acuerdo con la mayoria de lo publicado, en nuestro estudio se observé que la
expresion de B-catenina nuclear era significativamente mayor en los CCECC y en CCE
de hipofaringe pobremente diferenciados (P=0,042 y P=0,02, respectivamente).
También se observé que la expresion de p-catenina de membrana en los tumores de
orofaringe disminuia al incrementarse la desdiferenciacion, pero las diferencias no
fueron significativas (P=0,23). Sin embargo, no se obtuvieron resultados significativos
que correlacionasen la expresién de E-cadherina y la diferenciacion histologica del

tumor.
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5.2 RELACION DE LA EXPRESION DE E-CADHERINA Y B-CATENINA CON
LA RECIDIVA TUMORAL

La mayoria de los estudios previamente publicados que estudian la relacion
entre la expresion de las moléculas de adhesién y el pronéstico se centran en la
supervivencia o0 la presencia de metastasis; pero, pocos determinan de forma

independiente la relacion de estas proteinas con la recurrencia del tumor326375-92,

Kaur et al.®®, en su serie de carcinomas epidermoides de cavidad oral,
observaron una disminucion del tiempo libre de enfermedad (TLE) en tumores con baja
expresion de E-cadherina, con un TLE de 15 meses frente a 78 meses en elevada

expresion de E-cadherina (P<0,001).

Mattijsen et al.”estudiaron 50 CCECC (laringe y cavidad oral); pacientes con
elevada expresion de E-cadherina de membrana presentaban una evolucion favorable,

con una mayor supervivencia libre de enfermedad.

Ahmed et al.® observaron una relacion significativa en CCE de laringe entre la
recurrencia local y la baja expresion de E-cadherina con una media de 14,7 meses de
recurrencia local en aquellos pacientes que presentaban una baja expresion de E-
cadherina frente, a 30,4 meses en aquellos con elevada expresion (P<0,001).
Cappellesso et al.®® obtuvieron también, en una serie de 37 casos de CCEL, una
asociacion significativa entre una baja expresion de E-cadherina y la recurrencia
(P=0,02).

En nuestra serie, se observo una correlacion entre la baja expresion B-catenina
de membrana y la expresion positiva de B-catenina nuclear y la recidiva tumoral
(P=0,019 para la p-catenina de membrana, y P=0,028 para la p-catenina nuclear); con
una media de 9,4 meses en pacientes con baja expresion de la p-catenina de membrana

y 9,8 meses en pacientes con expresion positiva de p-catenina nuclear.
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5.3 RELACION DE LA EXPRESION DE E-CADHERINA Y B-CATENINA CON
LA SUPERVIVENCIA

Dado que la disminucidon o pérdida de expresion de la E-cadherina y la B-
catenina se asocia con una mayor capacidad de invasion y agresividad tumoral, y por lo
tanto un potencial peor prondstico®2">%% se ha estudiado la relacion entre la expresion

de estas proteinas y la supervivencia.

Mezi et al.% estudiaron 50 muestras de 46 pacientes con CCEL tratados con
cirugia con intencion curativa; con RT complementaria en el 8% de los casos y
radioquimioterapia complementaria en el 48% de los casos. La supervivencia especifica
de enfermedad y supervivencia global a los 5 afios fue del 48%. No encontraron
correlacion significativa entre la TEM y los datos clinicopatolégicos e histologicos.
Realizaron analisis inmunohistoquimico de la E-cadherina, a-, - y Y'-catenina y de
caveolina-1. La expresion citoplasmatica de E-cadherina (aberrante) se asoci6 de forma
significativa con una peor supervivencia especifica para enfermedad y peor
supervivencia global. También observaron una asociacion significativa entre una
elevada expresion de B-catenina citoplasmatica (igualmente aberrante) y estadios
avanzados (T3-T4) (P=0,017). La adquisicion de fenotipo mesenquimal en carcinomas

gloticos se correlacion6 de manera significativa con la recurrencia.

Andrews et al.®? analizaron la expresion de E-cadherina y a- y B-catenina en 51
muestras del tumor primario y de las metastasis ganglionares de 36 pacientes con
carcinomas escamosos de cabeza y cuello. No hallaron asociaciones significativas en el
analisis univariante ni multivariante entre el grado de diferenciacion y los datos clinico-
patoldgicos del tumor y del paciente. Ninguna muestra de tumor mostrd expresion
normal de E-cadherina y el 88% de los carcinomas primarios presentan <50% de las
celulas con expresion de E-cadherina de membrana. La pérdida de expresion de E-
cadherina de membrana se asoci6 con aumento de la expresion de E-cadherina
citoplasmatica. En cuanto a la relacion de E-cadherina con B-catenina, solo una muestra
con elevada expresion de E-cadherina mostro baja expresion de B-catenina. No
observaron correlacion entre la disminucion de la expresion de E-cadherina y la

supervivencia.

Bowie et al.*> observaron una supervivencia a los 12 meses del 83% en tumores
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con elevada expresion de E-cadherina, frente al 62% en aquellos tumores con baja
expresion; sin embargo, los resultados no fueron estadisticamente significativos,

probablemente debido al escaso nimero de pacientes estudiados (28).

Mattijsen et al.” estudiaron 50 CCECC (27 de laringe y 23 de cavidad oral). No
observaron correlaciones significativas entre la expresion de E-cadherina y la
clasificacion T y N. Pacientes con elevada expresion de E-cadherina de membrana
presentaban una evolucion favorable, con una mayor supervivencia libre de

enfermedad.

En un metanalisis® del valor prondstico de la E-cadherina en tumores de cabeza
y cuello se incluyeron 19 estudios con tumores de diferentes localizaciones (cavidad
oral, orofaringe, laringe e hipofaringe) con un total 2012 casos. Algunos estudios, como
el de Bosch et al.® |, mostraban que una baja expresion de E-cadherina era un factor de
buen pronostico en CCECC. Sin embargo, la mayoria de los estudios®®#+9 incluidos en
el metaanalisis encontraban una asociacion entre la expresion elevada de E-cadherina y
una mayor supervivencia. EI metaandlisis confirm6 que la expresion elevada de E-
cadherina estaba asociada a un buen prondstico, una mejor supervivencia global
(HR=0,52; 95% IC=0,4; P=0,66) y una mejora de la supervivencia libre de enfermedad
(HR=0,53; 95% 1C=0,42; P=0,67).

Una de las limitaciones del metaanalisis es la inclusion de estudios con
diferentes localizaciones, siendo ademas el porcentaje mas elevado de estudios de
tumores de cavidad oral (11 estudios). De los 11 estudios que no encontraron asociacion
entre la expresion de E-cadherina y la supervivencia, 7 eran de tumores de cavidad oral,
1 de orofaringe y 3 de laringe. Ademas, indican que existe una elevada variabilidad en
el tratamiento realizado y en el estadio tumoral, comparandose estudios con estadios

tempranos frente a avanzados.

La pérdida de expresion de B-catenina se ha visto asociada a fenotipos mas
agresivos y metastasis en cancer de cavidad oral®®®, Yu et al.”® evaluaron la asociacion
entre la supervivencia y la expresion de [B-catenina, observandose que una baja
expresion de B-catenina se asociaba a un aumento de la recidiva local a los 5 afios del
79% de los pacientes. Una baja expresion de [B-catenina se asociaba a una peor

supervivencia a los 5 afios. En el analisis multivariante, sélo el estado de B-catenina era
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un factor predictor independiente de peor prondstico (P=0,044).

Pukkila et al.*® estudiaron 138 casos con CCECC (orofaringe e hipofaringe) y en
el anélisis univariante se observd una asociacion entre la expresion de [B-catenina
nuclear y una evolucion desfavorable de la enfermedad. En el analisis multivariante, la
expresion de B-catenina nuclear, la clasificacion T y la clasificacion Karnosfky eran

predictores independientes de peor prondstico.

En cuanto a los resultados obtenidos en nuestro trabajo, apoyan lo previamente
publicado, con peor supervivencia en aquellos pacientes con baja expresion de E-
cadherina y B-catenina de membrana, y en aquellos con una expresion positiva de B-

catenina nuclear.

La supervivencia global de todos los pacientes fue del 31% y la supervivencia
especifica para enfermedad del 39% a los 5 afios. Pacientes con baja expresion de E-
cadherina presentaban una peor supervivencia global y especifica para enfermedad, las
diferencias fueron significativas (P=0,013 y P=0,059, respectivamente), con una
supervivencia global a los 5 afios del 21% frente al 33% de los pacientes con expresion
elevada, y una supervivencia especifica para enfermedad del 31% en los pacientes con

baja expresion, frente a un 40% en los casos con expresion elevada.

Los casos con una baja expresion de B-catenina de membrana presentaban
también una peor supervivencia tanto global como especifica para enfermedad, en este
caso con diferencias significativas, en ambas (P=0,03 y P=0,003, respectivamente); asi,
en tumores con baja expresion de pB-catenina de membrana la supervivencia global era
del 20% y la supervivencia especifica para enfermedad del 29% a los 5 afios, frente a un

35% y un 45% en los pacientes con expresion elevada, respectivamente.

Del mismo modo, la expresion de B-catenina nuclear se asocié a una peor
supervivencia global y especifica para enfermedad, siendo casi significativa la
asociacion con la supervivencia global (P=0,084 y P=0,019, respectivamente).
Pacientes con tumores con expresion positiva de B-catenina nuclear presentaron una
supervivencia global a los 5 afios del 14% y una supervivencia especifica para
enfermedad del 23%, frente a un 30% y un 39% en los casos con expresion elevada,

respectivamente.
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5.4. RELACION DE LA EXPRESION DE E-CADHERINA Y B-CATENINA Y
LAS METASTASIS GANGLIONARES

Esta universalmente aceptado® que la presencia de metastasis ganglionares es
factor predictor independiente de peor pronostico en carcinomas de cabeza y cuello. La
presencia 0 ausencia de enfermedad metastatica en ganglios linfaticos cervicales es el
factor determinante mas significativo de prondstico y consecuente tratamiento de
pacientes con tumores de cabeza y cuello. El estadiaje preoperatorio ha mejorado
significativamente con las pruebas de imagen, pero la deteccion de micrometastasis
ocultas sigue siendo un reto. La habilidad para predecir metastasis ganglionares
cervicales de muestras del tumor primario podria aportar tremendas ventajas para la
determinacion del tratamiento mas apropiado. Por ello, el interés de identificar
marcadores tumorales que pudieran seleccionar pacientes con alto riesgo de desarrollar
metastasis ganglionares. Un marcador inmunohistoquimico predictor de riesgo de

metastasis ganglionar reduciria el nUmero de pacientes sobretratados.

En este sentido, se ha investigado®>7>%9 |a asociacion entre la expresion de E-
cadherina y las metéstasis ganglionares, con resultados contradictorios. En la mayoria
de los estudios se observo que una baja expresion de E-cadherina se correlacionaba con
un aumento del riesgo de metastasis ganglionares en CCEC'%8¢1%_ Sin embargo, otros
estudios no observaron esta asociacion3>758%; y, en otros estudios, la asociacion entre la
expresion de E-cadherina y las metastasis se limitaba a algunas localizaciones. Por
ejemplo, Takes et al.?®! estudiaron 121 muestras de tumores de cabeza y cuello (laringe,
faringe y cavidad oral) y sélo observaron asociacion significativa entre la expresion de
E-cadherina y la presencia de metastasis ganglionares en tumores de cavidad oral
(P=0,04).

Pueden sugerirse varias explicaciones para estas controversias, como
caracteristicas tumorales diferentes, diferentes localizaciones en cabeza y cuello
incluidas en los estudios, variacion en los métodos inmunohistoquimicos y en la
interpretacion de los resultados de expresion, el numero de casos analizados o

diferencias del tratamiento realizado.

Para evitar estos problemas se han analizado en esta investigacion los resultados

en conjunto y por localizaciones en pacientes tratados en la misma institucion con el
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mismo protocolo de actuacion.

Para nuestro el conocimiento, el presente trabajo es de lejos uno de los mas
grandes estudios que investiga el significado clinico de la expresion de E-cadherina y p-
catenina, usando una cohorte homogénea de 372 pacientes con CCEE de cabeza y
cuello VPH negativos que fueron tratados quirargicamente, y por tanto con informacion

anatomopatoldgica del estado del cuello.

En conjunto, los hallazgos del presente trabajo se encuentran en linea con la
funcién propuesta de la E-cadherina como molécula supresora de invasion, y a medida
que se produce su pérdida se favorece o intensifica la invasion de los tejidos sanos
adyacentes***8, En los pacientes se observa que la expresion baja de E-cadherina es mas
frecuente en los casos con metastasis ganglionares (46% vs 38%), aunque las
diferencias no fueron significativas (P=0,24).

Nardi et al.’% en su estudio de 52 pacientes con CCE de supraglotis, describen
relacion entre una baja expresion de P-catenina de membrana y la presencia de

metastasis ganglionares.

A pesar de esta posible asociacion entre la disminucion de la expresion de -
catenina o su expresion nuclear y la presencia de metastasis ganglionares, los pacientes
no presentaban una asociacion entre la expresion baja de p-catenina o la expresion
positiva de B-catenina nuclear y la presencia de metastasis ganglionares (P=0,92 y
P=0,47, respectivamente). Esto sugiere que es la disminucién de la expresion de E-
cadherina el factor mas importante en la capacidad de diseminacidén metastasica de estos

tumores.

Basados en la suposicion que la metastasis esta favorecida por las propiedades
del tumor primario y su interaccion con las estructuras adyacentes, la identificacion de
productos de genes envueltos en el proceso bioldgico de la invasion tumoral y la
metastasis puede proveer marcadores que predigan la presencia de metastasis
ganglionares. Sin embargo, desde que se conoce que la invasion y la metastasis son
procesos de multiples etapas, es probable que mas de un marcador pudiera ser necesario

para evaluar el riesgo individual del paciente de presencia de metéstasis ganglionares.

Estas determinaciones pueden desarrollarse facilmente en muestras estandar de
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anatomia patologica fijadas con parafina, facilitando su inclusion en el diagndstico vy el
tratamiento de estos tumores. Esto puede ser especialmente importante en el tratamiento
cervical de pacientes clasificados como NO tras la evaluacion clinica y pruebas de
imagen. En estos casos, estudios previos han sugerido que la expresion de E-cadherina
podria desempefiar un papel en la decision de tratamiento con diseccién cervical o
seguimiento mas cercano. Pero los resultados, aunque muestran que la presencia de
metéstasis es mas frecuente en los tumores con baja expresion de E-cadherina, no
avalan que sea un marcador lo suficientemente especifico para ayudar en las decisiones
terapéuticas.
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5.5 RELACION DE LA EXPRESION DE E-CADHERINA Y B-CATENINA Y LA
LOCALIZACION DEL TUMOR

Las variabilidades de comportamiento entre tumores de distintas localizaciones
sugieren caracteristicas diferentes intrinsecas al tumor, como se ha demostrado en
articulos previos!®, En este trabajo se observa como la expresion de E-cadherina y p-
catenina varia en funcion de la localizacion del tumor: la expresion baja de E-cadherina
y B-catenina era menos frecuente en los tumores de laringe, asi como también era
menos frecuente en estos tumores la expresion nuclear de B-catenina. Estas diferencias
en expresion de estas moléculas de adhesidon pueden estar implicadas en el diferente
comportamiento bioldgico de los tumores de laringe y de faringe, pues estos Gltimos se

sabe que son mas agresivos y con mas tendencia a la diseminacién metastasica.

Para evitar el problema de la influencia de las localizaciones tumorales,
se han clasificado los tumores por esta variable y se han analizado los resultados en

funcién de esto.
5.5.1 Orofaringe

Stener et al.}% estudiaron una serie pequefia de 48 muestras de carcinoma de
amigdala (23 VPH-negativos), y descubrieron que la expresion de E-cadherina en los
carcinomas no relacionados con VPH era significativamente menor en las metastasis
que en los tumores primarios, sugiriendo que la regulacion a la baja de E-cadherina

debe de ser un escaldn fundamental para la progresion y diseminacién tumoral.

Ademas de esto, el estudio de Wakisaka et al.}® con una serie de 53 CCE de
orofaringe (31 VPH negativos), describieron que los tumores E-cadherina negativos se

correlacionaban de forma significativa con estadios ganglionares méas avanzados.

En contraste con los datos previos y los resultados obtenidos en esta
investigacion, Ukpo et al.®” no hallaron ninguna asociacion entre la expresion de E-
cadherina y la presencia de metastasis ganglionares, metastasis a distancia ni la
supervivencia. Es importante mencionar que aquel estudio analiz6 155 muestras de
tumores de orofaringe, incluyendo s6lo una pequefia proporcién de tumores VPH
negativos (55 casos). Por lo tanto, tomando esto en consideracion, el significado

prondstico del VPH (64%) habria podido influenciar los resultados en esta cohorte.
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En relacion a la pB-catenina, su pérdida se ha visto asociada a fenotipos mas
agresivos y metastasis en cancer de cavidad oral®®%, En contraste con estos hallazgos,
en un estudio de una larga serie de casos que incluyen 374 casos de carcinomas de
orofaringe y cavidad oral (aunque sélo 4 eran de orofaringe), los autores describen que
todos los carcinomas presentan alteraciones significativas en la expresion de B-
catenina®. La proteina de B-catenina se detecta principalmente en el citoplasma de las
células cancerigenas y sélo se observo positividad focal en el ndcleo. Ademas, una
elevada expresion citoplasmatica se correlaciond significativamente con peor grado de
diferenciacion histologica, estadio avanzado y peor pronostico del paciente, sugiriendo
que la traslocacion intracelular de [B-catenina es importante en la activacion de la
sefializacion de Wnt en el cancer de cavidad oral y, en consecuencia, favorecen el
crecimiento y agresividad del tumor. Sin embargo, este estudio no incluye el estatus de
VPH ni de p16.

Yu et al.”® analizaron 94 pacientes con CCE de orofaringe (aunque sin datos de
VPH) y encontraron que los pacientes con tumores clasificados como de baja expresién
de B-catenina presentaban un aumento de riesgo de recurrencia local hasta de 3,5 veces
comparado con el grupo de B-catenina elevada (P=0,0021). En contraste con estos
resultados, otro estudio con 208 pacientes con CCE de orofaringe, de los cuales 138
eran pl6 positivos, observaron una correlacién significativa entre bajos niveles de B-
catenina de membrana y una mejor supervivencia especifica para enfermedad en todos
los pacientes y en el subgrupo de pl16 positivo®’. Curiosamente, la expresion de B-
catenina estaba principalmente localizada en la membrana celular de los CCEE de
orofaringe pl6 negativos, al igual que en la presente serie de investigacion; sin
embargo, en los casos p16 positivos, los niveles 3-catenina disminuyen en la membrana.
Estos resultados reflejan la influencia del estatus pl6 positivo en la expresion de B-
catenina, que podria también explicar las discrepancias entre los diferentes estudios de
CCEE de orofaringe. Ademas, dada la relacion entre la expresion de p16 y el estatus de
VPH, remarca la importancia del estudio del significado pronéstico de la expresion de
[-catenina en relacion con el estatus de VPH, particularmente en CCEE de orofaringe,

en el cual la infeccion de VPH representa un factor etioldgico importante.

En nuestra serie, excepto 10 CCE de orofaringe, expresan algun tipo de tincién

de E-cadherina. Se observaron bajos niveles de expresién de E-cadherina en tumores en
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comparacion con el epitelio normal, asociandose con caracteristicas de peor pronostico
(tumores T3-T4, metastasis ganglionares y estadio de tumor 111-1V) y disminucién de la
supervivencia. Se observd en pacientes con baja expresion de E-cadherina una
supervivencia especifica para enfermedad del 36% a los 5 afios, frente a un 45% en

elevada expresion de E-cadherina.

De igual forma, la expresion baja de B-catenina se asociaba de carcinomas de
orofaringe con una peor supervivencia global y especifica para la enfermedad. Se ha
observado también que la expresion de B-catenina nuclear en CCEE de orofaringe VPH
negativos es rara (17%) y estd asociada con un peor prondéstico. Siendo comparable a
resultados descritos en canceres de hipofaringe/orofaringe®.

Sin embargo, Hu et al.%’., observaron que la expresion de B-catenina nuclear era
comun (54%) y relacionada con la positivad de p16. Ademas, los niveles de B-catenina
nuclear se asociaron de forma significativa con una disminucion de la supervivencia
especifica para enfermedad sélo en el subgrupo de p16 positivo, pero no en el conjunto
total de pacientes. Estos pacientes, con una expresion positiva de p-catenina nuclear
presentaban una supervivencia especifica para enfermedad del 25% a los 5 afios, frente

a un 40% en B-catenina nuclear negativa.

5.5.2 Laringe

En nuestros resultados, pacientes con CCEL presentaron una supervivencia

global a los 5 afios del 48% y la supervivencia especifica para enfermedad del 56%.

No se observd asociacién significativa entre la expresion de E-cadherina y la
supervivencia global ni especifica para enfermedad (P=0,62 y P=0,75,
respectivamente). Los casos con una baja expresion de [-catenina de membrana
presentaban una peor supervivencia global y especifica para enfermedad, sin embargo,
los resultados no alcanzaron significacion estadistica (P=0,42 y P=0,17). Se observo
una supervivencia especifica para enfermedad a los 5 afios en tumores con baja
expresion de B-catenina de membrana del 47%, frente a un 57% en tumores con elevada
expresion. Tampoco se observd asociacion significativa entre la expresion de B-catenina

nuclear y la supervivencia; podria estar debido al pequefio niUmero de muestras con
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expresion positiva de B-catenina nuclear. Sin embargo, la supervivencia a los 5 afios
especifica para enfermedad de aquellos tumores con expresion positiva de pB-catenina
nuclear fue del 37%, frente al 58% en tumores con expresion negativa de B-catenina

nuclear.

Liu et al.”® estudiaron el impacto de la E-cadherina en la invasion y metastasis
de carcinomas escamosos de laringe. Usaron como control pélipos benignos vocales;
observandose tincion fuerte de membrana en todas las muestras excepto una. EI 68% de
las muestras de tumor mostraban una baja expresion de E-cadherina. Los tumores bien y
moderadamente diferenciados mantenian una expresion fuerte de E-cadherina mientras
que tumores pobremente diferenciados mostraban una tincién débil o negativa. Estos

hallazgos estan de acuerdo con lo publicado previamente.

En un estudio previo de nuestro grupo’®, analizaron 101 muestras de pacientes
varones de carcinoma de células escamosas de laringe supraglética, tratados
quirargicamente de forma primaria en 2 instituciones. El 49% de los pacientes
recibieron tratamiento complementario con RT. Se observaron diferencias significativas
en la expresion de E-cadherina entre los tumores con y sin metastasis ganglionares; con
baja expresion de E-cadherina en tumores con metéastasis ganglionares (P=0,007). En el
andlisis multivariante se obtuvo que la clasificacion T, el grado histoldgico y la
expresion de E-cadherina en factores predictores independientes de aparicién de
metastasis ganglionares. También observaron una peor supervivencia especifica para

enfermedad a los 5 afios en baja expresion de E-cadherina.

Zou et al.®® analizaron la expresion de E-cadherina y fascina-1 en 159 pacientes
con CCEL, con una correlacion entre la expresion de E-cadherina y el estadio T, el
grado histoldgico y la presencia de metastasis ganglionares; y una baja expresion de E-
cadherina era mas frecuente en pacientes con recurrencia loco-regional con una
supervivencia de estos pacientes del 45% a los 3 afios frente a un 83% en pacientes con
expresion elevada de E-cadherina. Sin embargo, la expresion de E-cadherina no era un

factor predictor independiente de metastasis ganglionares ni de supervivencia.

Li et al.® estudiaron 64 muestras de CCEL observando que pacientes con
tumores pobremente diferenciados tenian una baja expresion de E-cadherina pero sin

correlacion estadisticamente significativa, y que aquellos tumores que presentaban
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metastasis ganglionares tenian una baja expresion de E-cadherina con resultado

estadisticamente significativo (P< 0,05).

Psyrri et al.%® analizaron 209 muestras de carcinomas escamosos de laringe con
estadios de I-IVA, siendo el 78% estadios T3-T4 y mayoritariamente NO clinico.
Observaron que aquellos pacientes que tenian una mayor expresion de E-cadherina y -
catenina de membrana presentaban una mayor supervivencia libre de enfermedad y

mayor supervivencia global.

Ahmed et al.** estudiaron el papel de la E-cadherina y la ciclina D1 en la
progresion de los CCEL. Observaron una asociacion significativa entre la baja
expresion de E-cadherina y la diferenciacion tumoral, la presencia de metéstasis
ganglionares, la clasificacion TNM vy la recurrencia (P=0,004; P=0,006; P=0,001 y
P=0,001, respectivamente). El tiempo medio de recurrencia fue de 22+/-1,6 meses, con
un tiempo medio de recurrencia local del 14,7 meses en aquellos pacientes con baja
expresion de E-cadherina (P<0,0001). La supervivencia global de aquellos pacientes
con baja expresion de E-cadherina fue de 26 meses, frente a 35 meses de media del total
de pacientes. En el analisis multivariante sélo la localizacion de tumor (region
supraglotica), las metastasis ganglionares y estadio TNM eran factores predictivos

independientes.

Bayram et al.® evaluaron el valor pronostico de la expresion de E-cadherina y la
molécula de adhesion celular epitelial (Ep-CAM) en 30 pacientes con carcinoma
epidermoide supraglético pNO y 30 pacientes pN+. No encontraron diferencias
significativas en la expresion de E-cadherina y Ep-CAM entre ambos grupos. Tampoco

hallaron correlacion entre ambas moléculas de adhesion.

Quian et al.¥” realizaron un estudio in vitro y en vivo, para evaluar las
implicaciones pronosticas de la expresion de la E-cadherina en metastasis de cancer de
laringe y observaron que existia una correlacion con significacion estadistica entre la
baja expresion de E-cadherina y la supervivencia (P<0,05); no observaron relacion
entre la sobreexpresion de E-cadherina con otros parametros clinico-patoldgicos. La
baja expresion de E-cadherina puede asociarse a crecimiento de tumores con mayor
capacidad de invasién y peor pronostico. Sin embrago, en sus resultados no se observé

asociacion entre la expresion de E-cadherina y las metastasis tumorales.
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Uno de los altimos estudios publicados es el realizado por Zhu et al.1%, Se trata
de un estudio retrospectivo que incluye 76 pacientes con CCEL con estadios de I-1Va.
La expresion de E-cadherina y B-catenina se asociaba de forma significativa con la
presencia de metastasis ganglionares (P=0,02 y P=0,002), estadio T (P=0,004 y
P=0,003) y diferenciacion histolégica (P=0,028 y P<0,001). Se observd una
disminucion de la tincion de E-cadherina de membrana y un aumento de la B-catenina
nuclear en la mayoria de los pacientes con CCEL con metéstasis ganglionares, estadio
T4 ylo tumores pobremente diferenciados. Sin embargo, la expresion de E-cadherina

y/o B-catenina no eran factores predictores independientes de peor supervivencia.

En otro estudio®®, el analisis univariante se observo que pacientes con tumores
con sobreexpresion de E-cadherina citoplasmatica y de membrana presentaban una peor
supervivencia global a los 3 afios (48% vs. 79%, HR 0.30, P=0,0004; 58% vs. 72%,
HR 0,42, P=0.006, respectivamente). Y pacientes con tumores con sobreexpresion de E-
cadherina citoplasméatica presentaban una peor supervivencia especifica para
enfermedad a los 3 afios con resultado estadisticamente significativo (67% vs. 84%, HR
0,33, P=0,012). La supervivencia especifica para enfermedad fue significativamente
mejor en aquellos pacientes con tumores que sobreexpresaban B-catenina citoplasmatica
(84% vs. 56%, HR: 2,71, P=0,008). En el andlisis multivariante observaron que la
sobreexpresion de E-cadherina era un factor independiente de peor prondstico (HR 2,98,
95% IC 1,11-8; P=0,03).

Estos resultados son contrarios a otros publicados y a nuestros resultados, ya que
estd descrito que una elevada expresion de E-cadherina estd asociada a una
estabilizacion del complejo cadherina/catenina. Explican que las discrepancias se basan
en que tedricamente la E-cadherina de membrana y la citoplasmatica deberian tener

significados prondsticos opuestos y por lo tanto su expresién debe diferenciarse.

Nuestros resultados estan en desacuerdo con la mayoria de articulos publicados
previamente, dado que no se encuentra asociacion significativa entre la expresion de la
moléculas de adhesién y tumores mas agresivos histolégicamente y una peor
supervivencia. Sin embargo, si se observd asociacion significativa entre una baja
expresion B-catenina de membrana y tumores avanzados T3-T4 y estadios IlI-1V

(P=0,018 y P=0,05, respectivamente) asi como con la recurrencia tumoral (P=0,031).
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5.5.3 Hipofaringe

Ningln estudio previo se ha centrado en el estudio de las proteinas de adhesion
en tumores de hipofaringe; la mayoria incluyen tumores de diferentes localizaciones y

el que hace referencia a tumores de hipofaringe, incluye también tumores de laringe.

Liu et al.” estudiaron el valor prondstico de la expresion de moléculas de
adhesion en carcinomas primarios de células escamosas de laringe e hipofaringe.
Observaron que todas las muestras de tumor excepto una mostraban algun tipo de
expresion de E-cadherina de membrana, al igual que la serie a estudio, y disminucion de
la expresion en los nidos carcinomatosos. Describen también que tumores clasificados
como pT4 y pobremente diferenciados presentaban una baja tincion de E-cadherina de
membrana. A nivel de las metastasis ganglionares, todas las muestras analizadas
presentaban expresion de E-cadherina. Sin embargo, no se encontré correlacion
significativa entre la expresion de E-cadherina y el aumento de riesgo de metastasis

ganglionares.

Pukkila et al.*®. estudiaron 138 casos con CCECC (88 casos de orofaringe y 50
de hipofaringe), en el analisis univariante se observd una asociacién entre la expresion
de B-catenina nuclear y una evolucion desfavorable de la enfermedad (P=0,001). En el
andlisis multivariante, la expresion de B-catenina nuclear era predictor independiente de

peor prondstico.

En cuanto a los resultados de la presente investigacion, todas las muestras
presentaron algin tipo de tincion de E-cadherina y en general la expresion de E-
cadherina fue mas debil que en el epitelio normal.

Se observo asociacion significativa entre la expresion positiva de B-catenina
nuclear y un bajo grado de diferenciacion histologica (P=0,02). Ningun otro parametro

se asocio de forma significativa a la expresion de moléculas de adhesion.

En CCEH la supervivencia global a los 5 afios del 20% y especifica para
enfermedad del 23%. Lo resultados de supervivencia son inferiores a lo previamente
publicado?”2°1%: esto podria a ser debido a un mayor porcentaje de tumores en estadios
avanzados, ya que un 85% de los pacientes estaban clasificados en estadio IV en nuestra

serie.
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Los CCE localizados en hipofaringe presentan un peor prondstico y no siguen la
linea de otros CCECC como orofaringe y laringe; las moléculas de adhesion tienen
correlacion con la presencia de metastasis ganglionares pero no con una peor
supervivencia. Por lo tanto, deberemos buscar otros marcadores que nos complementen

la informacion prondstica en estos tumores.

113



114



6. CONCLUSIONES
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La expresion de las moléculas de adhesién E-cadherina y [-catenina se
encuentra disminuida en un elevado porcentaje de los CCECC (44-55%),
respecto al epitelio normal.

La expresion nuclear de B-catenina es poco frecuente en los CCECC.

La expresion de membrana de E-cadherina se correlaciona con la de -catenina
y ambas muestran una correlacion inversa con la expresion nuclear de B-
catenina.

La expresion de membrana de ambas proteinas es mas elevada en los
carcinomas de laringe que en los de faringe.

Niveles bajos de expresion de E-cadherina y de p-catenina, y la expresion
nuclear de B-catenina son mas frecuentes en tumores localmente mas avanzados.
La expresion baja de E-cadherina se asocia a una mayor frecuencia (aunque no
significativa) de metastasis ganglionares.

La expresion baja de B-catenina de membrana se correlaciona significativamente
con una mayor tasa de recidivas tumorales.

La expresion baja de E-cadherina y p-catenina de membrana, asi como la
expresion nuclear de -catenina, se asocian con una menor supervivencia global
y menor supervivencia especifica de enfermedad, aunque sélo la expresién baja
de B-catenina de membrana result6 ser un predictor independiente en el analisis

multivariante.
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