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VI DISCUSIÓN 
 
1. ESTUDIO DE LOS NIVELES EXPRESIÓN DE LOS GENES DEL 
SISTEMA DE REPARACIÓN NHEJ EN BIOPSIAS PRE-
TRATAMIENTO DE PACIENTES CON CECC LOCALMENTE 
AVANZADO TRATADOS CON QUIMIOTERAPIA DE INDUCCIÓN 
SEGUIDA DE RT/QRT O CIRUGÍA 
 

1.1. LA EXPRESIÓN DE LOS GENES DEL COMPLEJO DNA-PK PREDICE LA 
EVOLUCIÓN CLÍNICA.  
En el estudio prospectivo, los tumores que presentan una respuesta tumoral a la QTI 

superior al 50% tienen niveles de mRNA de Ku70, Ku80 y DNA-PKcs 

significativamente más elevados que los tumores con una respuesta tumoral a la QTI 

inferior al 50%. El nivel de mRNA de Ku70 es un factor de riesgo independiente de la 

recidiva tumoral. Los pacientes con tumores que expresan un nivel elevado de mRNA 

de Ku70 o Ku80 presentan una mayor SLRL que los pacientes con tumores que 

expresan un nivel bajo de estos genes. La capacidad de Ku70 de predecir la recidiva 

tumoral aumenta cuando en el análisis se incluyen únicamente a aquellos pacientes que 

al finalizar la QTI siguieron un tratamiento genotóxico conservador, excluyendo a los 

pacientes tratados con cirugía radical. Cuando sólo se incluyó a estos pacientes en el 

análisis, se observó un riesgo de recidiva aproximadamente 6 veces mayor en pacientes 

con tumores con niveles altos que en aquellos con  niveles bajos de mRNA de Ku70 ( 

TR: 28,2 vs TR: 4,7. Tabla 9) que cuando incluimos en el análisis todos los pacientes. 

Estos resultados indican que Ku70 predice la recidiva tumoral en pacientes que reciben 

tratamiento genotóxico y que la cirugía radical altera los resultados clínicos esperados 

que pasan a depender de otros factores no relacionados directamente con la sensibilidad 

de las células tumorales  al tratamiento genotóxico. 

En el estudio retrospectivo, analizamos el nivel de expresión de las proteínas Ku70 y 

Ku80, en una cohorte independiente de pacientes, más numerosa y con un seguimiento 

más prolongado que en el estudio prospectivo. Este hecho posibilitó realizar una 

observación más exhaustiva de la relación entre los niveles de expresión de estas 

proteínas y la respuesta tumoral, la supervivencia libre de recidiva local (SLRL) y la 

supervivencia global (SG). De acuerdo con los resultados del estudio prospectivo, los 

tumores con una respuesta superior al 50% presentan un porcentaje de células tumorales 

positivas para Ku70 o Ku80 más elevado que los tumores con una respuesta tumoral 
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inferior al 50%. Dichas diferencias alcanzan significación estadística únicamente para la 

proteína Ku70. 

Además, el porcentaje de células tumorales positivas para Ku70 es un factor de riesgo 

independiente tanto de la recidiva tumoral como de la muerte del paciente. Los 

pacientes con tumores que expresan un porcentaje alto de células positivas para Ku70 

presentan una mayor SLRL y SG que los pacientes con tumores que expresan un 

porcentaje bajo de células positivas para Ku70. 

Estos resultados indican que el nivel de expresión de Ku70 es un marcador predictivo de 

la respuesta tumoral, de la supervivencia libre de recidiva local y de la supervivencia 

global en pacientes tratados con QTI, seguida de RT/QRT o cirugía. Otros factores 

pronóstico clásicos como la afectación ganglionar o la localización, evaluados en este 

estudio, están asociados únicamente con la supervivencia global del paciente, no 

mostrando asociación con la supervivencia libre de recidiva local. Las diferencias entre 

los resultados de respuesta tumoral, SLRL y SG indican que, además de la sensibilidad 

de las células tumorales a los agentes genotóxicos, existen otros factores que pueden 

influir en el comportamiento biológico del tumor y en la supervivencia global del 

paciente como son la afectación de los ganglios linfáticos o la aparición de metástasis a 

distancia. En CECC, se ha descrito que, la afectación ganglionar es un factor de mal 

pronóstico; sin embargo, no es útil para predecir la evolución clínica de los pacientes 

tratados con quimioterapia de inducción, seguida de RT/QRT o cirugía.102, 103 

Por otro lado, nuestros resultados son consistentes con publicaciones previas que 

describen que la quimioterapia de inducción predice la respuesta tumoral al tratamiento 

subsiguiente con radioterapia (RT) y la supervivencia global del paciente.18, 103, 160 Estos 

hallazgos indican que el nivel de expresión de Ku70  predice la evolución clínica de los 

pacientes con CECC tratados con quimioterapia de inducción, seguida de RT/QRT o 

cirugía, e identifica, de este modo,  a los pacientes que obtendrán un beneficio clínico de 

dicho tratamiento. 

 

1.2. ASOCIACIÓN DE LA EXPRESIÓN  DEL COMPLEJO DNA-PK CON LA 
EVOLUCIÓN CLÍNICA DEL PACIENTE SOMETIDO A TRATAMIENTO 
GENOTÓXICO EN DIFERENTES TIPOS TUMORALES 
Hasta el momento, no se había analizado la capacidad de los genes del sistema NHEJ de 

predecir la evolución clínica de los pacientes con CECC en estadios avanzados, tratados 

con quimioterapia  de inducción seguida de RT/QRT o cirugía. Bjork-Eriksson y col 

(1999) analizan la expresión de la proteína DNA-PKcs en cultivos primarios de CECC 
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de pacientes en estadio IV tratados con RT y no encuentran ninguna asociación 

significativa entre los niveles de DNA-PKcs y la radiosensibilidad “in vitro” de las 

células tumorales.161 Algunos estudios clínicos en otros tipos tumorales asocian los 

niveles de expresión de los genes del sistema NHEJ con la sensibilidad del tumor al 

tratamiento. De acuerdo con nuestros resultados en CECC, en carcinoma de esófago, 

niveles elevados de la proteína DNA-PKcs se asocian con un aumento de la respuesta 

tumoral a la quimioradioterapia.162 Por otra parte, la expresión elevada de las proteínas 

Ku80 y DNA-PKcs se asocia de modo significativo con un incremento de la 

supervivencia en pacientes con carcinoma de amígdala tratados con radioterapia.163 Sin 

embargo, también se han publicado estudios con hallazgos en sentido opuesto a nuestros 

resultados y a los anteriormente descritos. Así, en pacientes con carcinoma de 

nasofaringe tratados con quimioradioterapia, niveles elevados de Ku70 y DNA-PKcs en 

el tumor se asocian con una menor SLRL.164 En este sentido, hay que destacar que los 

carcinomas de nasofaringe se consideran un subtipo de tumores de cabeza y cuello con 

unas características biológicas y clínicas claramente diferenciadas de los CECC.9 Otros 

estudios que presentan resultados opuestos a los de este trabajo realizados en 

carcinomas de cuello de útero, muestran que niveles elevados de las proteínas del 

complejo DNA-PK se asocian con una diminución de la respuesta tumoral y de la 

supervivencia global en pacientes tratados con radioterapia.165, 166 

 

1.3. NHEJ PARTICIPA EN LA RESPUESTA DE LAS CÉLULAS TUMORALES AL 
DAÑO GENOTÓXICO DE UN MODO DEPENDIENTE DEL TIPO CELULAR 
Los resultados de este estudio indican que Ku70, y en menor medida DNA-PKcs y 

Ku80, juegan un papel importante en la sensibilidad de las células tumorales al 

tratamiento genotóxico; sin embargo, la dirección de los resultados tiene un sentido 

contrario a lo esperado. Una de las hipótesis de partida proponía que una elevada 

expresión del sistema NHEJ aumentaría la capacidad de las células tumorales de reparar 

el daño al DNA producido por el tratamiento genotóxico y, como consecuencia, 

disminuiría la sensibilidad del tumor. La inactivación de los genes del sistema NHEJ en 

células tumorales en cultivo se asocia con un aumento de su radiosensibilidad, mientras 

que  la restauración de la actividad del sistema de reparación recupera la resistencia.167 

Con objeto de encontrar una posible explicación mecanística, a la dirección inesperada 

de nuestros resultados, hemos realizado una revisión exhaustiva de la literatura descrita 

hasta ahora dirigida al estudio de la implicación de NHEJ en el proceso de respuesta al 
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daño genotóxico. Existen tanto resultados consistentes como inconsistentes con nuestros 

hallazgos. De modo general, la literatura describe que la respuesta de los mecanismos 

de reparación de DNA a la terapia genotóxica depende en gran medida del tipo celular, 

de su estado de diferenciación o incluso de su grado de activación funcional.168-170 A 

continuación, se describen una serie de estudios en los que la inactivación o bajos 

niveles de expresión de los genes del sistema NHEJ pueden disminuir o aumentar la 

sensibilidad celular a los agentes genotóxicos dependiendo del tipo celular analizado.  

De acuerdo con nuestros resultados, la inactivación de Ku70 incrementa la viabilidad de 

la línea celular DT40, de linfocito B de pollo, expuesta a dosis elevadas de radiación-γ o 

metilmetanosulfonato.74 En el mismo sentido, en timocitos de ratones DNA-PKcs -/- 

tratados con radiación ionizante se ha descrito un aumento de su resistencia en 

comparación con timocitos DNA-PKcs +/+, mediada por la inactivación de la vía 

apoptotica dependiente de p53.97 En fibroblastos embrionarios de ratón deficientes en 

DNA-PKcs que expresan E1A está inhibida la apoptosis inducida por radiación-γ.98 

Además, el cisplatino induce muerte celular en fibroblastos embrionarios de ratón 

inmortalizados Ku80+/+, en células CHO Ku80 +/+ o en células SCID DNA-PK +/+ 

humano generadas por transferencia cromosómica, mientras que las mismas líneas 

deficientes en los respectivos genes de reparación presentan resistencia.99 La señal de 

muerte celular inducida por cisplatino está mediada por el complejo DNA-PKcs y puede 

trasladarse a las células vecinas, a través de uniones célula-célula, mientras que en 

células deficientes para Ku80 o DNA-PKcs se observa un aumento de la resistencia al 

fármaco.99 De acuerdo con el papel del complejo DNA-PK en apoptosis, se ha descrito 

que la exposición de fibroblastos embrionarios de ratón o de líneas celulares de glioma a 

radiación-γ produce una señal de fosforilación de p53, a través de DNA-PK y Chk2, que 

a su vez participa en la subsiguiente señal de inducción de apoptosis.171, 172 Del mismo 

modo, en líneas celulares de glioblastoma y carcinoma de próstata, la apoptosis inducida 

por IGFBP-3 se bloquea por inactivación de DNA-PK.173 Además, en células de 

carcinoma de mama tratadas con radiación ionizante se activa un complejo proteico 

formado por clusterina, Ku70 y Ku80 que induce una señal de muerte en células que 

presentan un daño severo no reparable.174 

En relación con los trabajos con hallazgos opuestos a nuestros resultados, se ha descrito 

que en líneas celulares de carcinoma de esófago, niveles de expresión bajos de Ku70 o 

una disminución en la actividad de DNA-PKcs correlacionan con un aumento de la 
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sensibilidad a la radioterapia.175 Por otra parte, la inactivación de Ku70 o DNA-PKcs 

mediante siRNA aumenta la sensibilidad al cisplatino, etopósido o topotecan en la línea 

celular de carcinoma de cérvix HeLa.176 A su vez, en cultivos primarios de leucemia 

linfocítica B-crónica, la utilización de inhibidores de DNA-PKcs aumenta la 

sensibilidad de las células a la radiación-γ, etopósido o neocarzinostatina, que son 

agentes inductores de roturas de doble cadena en el DNA.177 De modo similar, las 

células madre embrionarias Ku70 -/- presentan una aumento de la sensibilidad a la 

radiación-γ en comparación con las células madre embrionarias Ku70 -/+ o Ku70 +/+.178 

Todos estos hallazgos serían consistentes con el papel de NHEJ, fundamentalmente, en 

la reparación lesiones al DNA producidas por la terapia genotóxica.93, 170 En células 

CHO,  fibroblastos humanos SV40+ y  fibroblastos embrionarios de ratón deficientes en 

p53, DNA-PKcs no solo contribuye al proceso de reparación de DNA, sino que también 

participa en la inducción de una señal antiapoptótica dependiente de NF-KB que protege 

a las células de la muerte inducida por inhibidores de la topoisomerasa.179 En el mismo 

sentido, DNA-PKcs inhibe la apoptosis inducida por choque térmico (“heat shock”) en 

células HeLa, CHO o fibroblastos de pulmón de ratón. 180 

Por consiguiente, la aparente contradicción entre los trabajos que apoyan o que 

cuestionan los hallazgos obtenidos en nuestro estudio queda resuelta cuando se 

considera que la repuesta celular inducida por daño genotóxico es dependiente del tipo 

celular. De acuerdo con esta afirmación, la respuesta al daño al DNA producida por 

agentes inductores de roturas de doble cadena (RDC), en la que participa NHEJ, es 

dependiente del tipo celular. La activación del complejo DNA-PK inducida por 

radiación o por agentes genotóxicos puede inducir apoptosis o parada de ciclo. Los tipos 

celulares cuya función fisiológica implica una rápida proliferación (por ejemplo los 

linfocitos) cuando son sometidos a daño genotóxico, activan vías de apoptosis, 

eliminando las células dañadas que podrían acumular mutaciones e iniciar un proceso de 

transformación. En cambio, en los tipos celulares que llevan a cabo un papel de apoyo 

hacia otros tipos celulares (por ejemplo, los fibroblastos que proporcionan factores de 

crecimiento a las células epiteliales), el tratamiento con agentes genotóxicos, induce un 

programa de senescencia que permite que las células mantengan su función  de apoyo 

hasta que finalmente son eliminadas, evento que al mismo tiempo evita que las células 

dañadas progresen y puedan iniciar un proceso de transformación. En este sentido, las 

células madre embrionarias de ratón DNA-PKcs -/- presentan el mismo grado de 

sensibilidad a la radiación ionizante que las células DNA-PKcs +/+,  mientras que 
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fibroblastos DNA-PKcs -/- obtenidos a partir del mismo ratón son más sensibles a la 

radiación ionizante que las células silvestres.169 De este modo, células que presentan el 

mismo “background” genético (al derivar de un mismo modelo de ratón) pero de linajes 

celulares distintos responden de manera diferente al tratamiento genotóxico. Además, en 

algunos tipos celulares la función de las proteínas de NHEJ varía dependiendo del 

estado de activación de las células. En células humanas de mieloma múltiple, Ku80 

sensibiliza las células al daño al DNA, mientras que en células de mieloma múltiple 

CD40 activadas, Ku80 y Ku70 son translocados a la membrana donde tienen un efecto 

antiapoptótico cuando se produce daño al DNA por irradiación o exposición a 

doxorrubicina.181 

En resumen, a pesar de que nuestros resultados fueron, en un principio, inesperados,  la 

participación del sistema de reparación NHEJ en el proceso de inducción de apoptosis, 

juntamente con su implicación en el proceso de reparación del DNA, justificaría que los 

tumores con niveles elevados de Ku70 presenten una mayor sensibilidad a la 

quimioterapia o radioterapia que los tumores con niveles bajos de Ku70. Niveles de 

expresión elevados de estas proteínas podrían aumentar la señal apoptótica favoreciendo 

de este modo que las células tumorales dañadas fueran eliminadas y que los pacientes 

obtuvieran beneficio clínico del tratamiento genotóxico. En cambio, en otros tipos 

tumorales en los que las vías de inducción de apoptosis se encuentran bloqueadas, la 

actividad predominante de NHEJ sería la de reparar el daño al DNA, de modo que 

niveles de expresión altos de estas proteínas aumentarían la capacidad de las células 

tumorales de reparar las lesiones, siendo, en consecuencia, más resistentes al 

tratamiento genotóxico. 

 

1.4. IMPLICACIÓN DE PROTEÍNAS DISTINTAS A LAS QUE PARTICIPAN EN 
NHEJ EN LA RESPUESTA CELULAR AL TRATAMIENTO GENOTÓXICO 
Analizando la posible implicación de otros genes de reparación en el proceso de 

respuesta celular al daño genotóxico dependiente del tipo celular, cabe destacar el papel 

desarrollado por p53. P53 es uno de los genes más estudiados en relación con la 

respuesta a la radioterapia y a la quimioterapia. Del mismo modo que el complejo 

DNA-PK, p53 está implicado en distintos procesos biológicos como son la reparación 

del DNA, la inducción de apoptosis y el mantenimiento de la estabilidad genómica.97, 98 

Además, su actividad está conectada funcionalmente con el sistema NHEJ de reparación 

de DNA. P53 es un marcador predictivo de la respuesta tumoral a la quimioterapia 
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neoadyuvante en pacientes con CECC, ya que los tumores que no responden al 

tratamiento tienen una mayor prevalencia de mutaciones en p53 que los tumores que 

reponden.182 En tipos tumorales distintos al CECC, la mutación en p53 puede generar 

sensibilidad (pulmón, mama y ovario), o bien resistencia (testículo, glioma y vejiga) al 

tratamiento genotóxico, confirmando que la respuesta celular al daño genotóxico es 

dependiente del tipo celular.183-188 De modo similar al sistema NHEJ, los resultados que 

se obtienen considerando la inactivación mutacional de p53 serían inesperados si sólo se 

tuviese en cuenta su actividad en el proceso de reparación del DNA y no se considerase 

su papel en la inducción de apoptosis. 

 

1.5. POSIBLE UTILIDAD CLÍNICA  DE KU70 COMO MARCADOR PREDICTIVO 
Independientemente del papel que Ku70 juega en la respuesta al daño genotóxico, 

nuestros resultados apoyan su uso como marcador de predicción de la evolución clínica 

de los pacientes con CECC, en estadios avanzados, tratados con quimioterapia de 

inducción seguida de RT/QRT o cirugía. No obstante, estos hallazgos deberían ser 

validados mediante estudios independientes para confirmar la utilidad clínica de este 

marcador, tal y como ocurre con otros marcadores predictivos (por ejemplo: p53 o la 

infección por VPH) descritos en la literatura, que aún no se han introducido en la 

práctica clínica. 

Por otro lado, la elevada complejidad mecanística de los determinantes de sensibilidad 

al daño al DNA requiere la realización de estudios funcionales que permitan diseccionar 

las vías de señalización implicadas en el proceso de respuesta celular del CECC al 

tratamiento genotóxico para esclarecer si, mas allá de los datos correlativos obtenidos, 

existe una relación causal como consecuencia de la participación del sistema NHEJ en 

la inducción de apoptosis. 

En resumen, los resultados de este estudio muestran que, en biopsias de CECC 

localmente avanzados, los niveles de mRNA o el porcentaje de células tumorales 

positivas para Ku70 pueden identificar a aquellos pacientes portadores de tumores con 

una elevada probabilidad de responder al tratamiento, y con mayor supervivencia libre 

de recidiva local y/o mayor supervivencia global. La determinación de estos niveles en 

biopsias pre-tratamiento identificaría a los pacientes con probable beneficio clínico por 

el tratamiento conservador, de quimioterapia de inducción, basada en 5-FU y cisplatino,  

seguida de RT/QRT, distinguiéndolos de los que no obtendrían beneficio clínico por 
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tratamiento conservador, y serían candidatos a cirugía radical, o bien a un tratamiento 

alternativo. 
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2. ESTUDIO DE EXPRESIÓN POR MICROARRAYS EN BIOPSIAS PRE-
TRATAMIENTO DE PACIENTES CON CECC  LOCALMENTE 
AVANZADO 
 

2.1. IDENTIFICACIÓN DE TRES SUBTIPOS DE CECC RELACIONADOS CON 
SUPERVIVENCIA LIBRE DE RECIDIVA LOCAL Y SUPERVIVENCIA GLOBAL. 
En el estudio prospectivo se han identificado tres subtipos de tumores con un perfil de 

expresión génica relacionado con la supervivencia libre de recidiva local (SLRL) y la 

supervivencia global (SG) de los pacientes. 

Los pacientes portadores de tumores del cluster 1 presentan una SLRL menor que los 

pacientes con tumores del cluster 2 o del cluster 3. Además, la clasificación en clusters 

es un factor de riesgo independiente de recidiva del tumor primario. Los pacientes con 

tumores del cluster 1 tienen un riesgo, aproximadamente, cuatro veces mayor de 

padecer una recidiva del tumor primario que los pacientes de los clusters 2 y 3. Otros 

factores pronóstico clásicos, como la afectación ganglionar o el tamaño tumoral, no se 

asocian con la SLRL en la cohorte de pacientes evaluada.  

En nuestra muestra, también es evidente la tendencia hacia una mayor supervivencia 

global de los pacientes del cluster 3, respecto a los de los clusters 1 y 2, mientras que la 

supervivencia global en los pacientes de los clusters 1 y 2 es similar. Además, la 

clasificación en clusters es un factor de riego independiente de muerte, de modo que, los 

pacientes con tumores de los  clusters 1 y 2 presentan un riesgo de muerte, 

aproximadamente, tres veces mayor que  los pacientes del cluster  3.  

Al realizar el análisis incluyendo únicamente a los pacientes que siguieron un 

tratamiento genotóxico conservador una vez finalizada la QTI, es decir, excluyendo a 

los pacientes tratados con cirugía, obtuvimos unos resultados similares tanto para la 

SLRL como para la SG. Ello sugiere que los genes que caracterizan el patrón de 

expresión de los tumores de cada uno de los clusters identificados, además de 

determinar la mayor o menor agresividad de los distintos subtipos tumorales, juegan un 

papel importante en la respuesta tumoral al tratamiento genotóxico. 

En definitiva, a partir del perfil de expresión se han identificado tres subtipos de CECC 

con distinta evolución clínica. Los pacientes con tumores del cluster 3 son los que 

obtienen mayor beneficio clínico del tratamiento con QRT o QTI seguida de RT/QRT o 

cirugía, ya que presentan una SLRL y una SG mayor que el resto de los pacientes. En 

cambio, los pacientes con tumores del cluster 1 presentan una evolución clínica 

desfavorable cuando se someten al mismo tratamiento. En este sentido, los pacientes del 
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cluster 1 tienen una supervivencia libre de recidiva local más corta, lo que se asocia con 

una disminución de su supervivencia global. 

Los tumores del cluster 2 tienen una evolución clínica intermedia entre los del cluster 1 

y los del 3. Así, mientras que los pacientes del cluster 2 tienen una SLRL elevada y 

similar a la del cluster 3, su supervivencia global es baja, aproximándose en este caso a 

la del cluster 1. La diferencia entre la SLRL y la SG, que presentan los pacientes del 

cluster 2, indica que en la evolución clínica del paciente, pueden influir la aparición 

tardía de afectación ganglionar o de metástasis a distancia, u otros factores 

independientes de los que determinan la respuesta tumoral. De este modo, se reduciría 

la supervivencia global de este grupo de pacientes, a pesar de que hayan conseguido 

estar libres de recidiva tumoral durante un tiempo prolongado. 

 

 
2.2. CARACTERÍSTICAS  BIOLÓGICAS DE LOS TRES SUBTIPOS DE CECC 
IDENTIFICADOS 
 

2.2.1. Los tumores del cluster 1 se asocian con una evolución clínica desfavorable 
 
Los tumores que pertenecen cluster 1 se caracterizan por una expresión génica 

compatible con mayor capacidad de migración e invasividad, una transición epitelio-

mesénquima, la activación de la vía secretora y menor grado de diferenciación 

escamosa en comparación con los tumores del cluster 2 y 3.(Tabla 26) 

 

En relación con su mayor capacidad de migración e invasividad: En los tumores del 

cluster 1 están activados procesos biológicos tales como la adhesión celular, la vía de 

señalización mediada por integrinas, la motilidad celular, las adhesiones focales, la 

interacción con receptores de la matriz extracelular, la comunicación celular y la 

regulación del citosqueleto de actina. Todos estos procesos se han relacionado 

previamente con la progresión, invasividad y capacidad migratoria de las células 

tumorales. En este sentido, los tumores del cluster 1 sobre-expresan serpina E1 

(SERPINE1), galectina 1 (LGALS1), FHL2 y integrina-β1 (ITGB1), cuya expresión 

aumenta la capacidad migratoria e invasiva de las células tumorales.189-193 SERPINE1 

forma parte del sistema del plasminógeno, que juega un papel importante en estos dos 

procesos, permitiendo que las células tumorales atraviesen la barrera de proteínas que 

constituye la matriz extracelular.194 Por otro lado, LGALS1 codifica para una proteína 
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de la familia de las galectinas, implicada en la progresión tumoral, migración y 

respuesta inmune asociada al tumor.195  

 

Los tumores del cluster 1 presentan, además, características de transición epitelio-

mesénquima: La transición epitelio-mesénquima (TEM) es el proceso a través del cual 

las células epiteliales pierden sus características propias, como la polaridad apical-basal 

y el crecimiento en capas sobre la lámina basal, y adquieren características de células 

mesenquimales como son el crecimiento difuso y el aumento de la motilidad celular.196, 

197 En este sentido, los tumores del cluster 1 sobre-expresan genes cuyos productos son 

típicamente mesenquimales como la integrina-β1 (ITGB1), la fibronectina IIIB 

(FNDC3B), la trombospondina 1(THBS1), la serpina E1 (SERPINE1) y la galectina 1 

(LGALS1), y genes involucrados en la síntesis de colágeno como la lisina hidroxilasa 2 

(PLOD2) o la α1-prolil-4-hidroxilasa (P4HA1). También sobre-expresan diversos genes 

de la vía de señalización de TGFβ (THBS1, inhibina-βA y P4HA1) y  de la vía TNFα 

(TNFAIP6 y TNFRSF12A) que participan en la inducción del proceso de transición 

epitelio-mesénquima.  Estos resultados son consistentes con hallazgos previos, en los 

que la transición epitelio-mesénquima se asocia con un subgrupo de CECC con peor 

evolución clínica, que presentan una disminución de la supervivencia libre de 

enfermedad.126 Además se ha descrito que la TEM, se asocia con un aumento de la 

invasividad tumoral y la aparición de afectación ganglionar en CECC.198 

 

Los tumores del cluster 1 tienen sobre-activada la vía secretora: Un grupo 

significativo de genes, sobre-expresados en el cluster 1, codifican proteínas que se 

localizan en el aparato de Golgi o en el retículo endoplasmático. El retículo 

endoplasmático y más directamente el aparato de Golgi juegan un papel central en la vía 

secretora, una ruta que permite transportar proteínas del interior de la célula hacia el 

espacio extracelular, donde son liberadas.  En este sentido,  los genes sobre-expresados 

en el cluster 1 codifican para un gran número de proteínas que participan en la vía 

secretora o proteínas que para desarrollar su función han de secretarse al espacio 

extracelular como la tirosina sulfotransferasa 1(TPST1), la ATPasa 2c1 (ATP2C1), la 

galectina 1 (LGALS1), la TNFAIP6, la calumenina (CALU), la caveolina (CAV1), la 

α1-prolil-4-hidroxilasa (P4HA1), la secretogranina V (SCG5), la trombospondina 1 

(THBS1) y la lisina hidroxilasa 2 (PLOD2). En particular, el gen TPST1 codifica para 
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una proteína con actividad tirosina sulfotransferasa localizada en Golgi. La sulfatación 

de tirosinas es una modificación muy habitual en proteínas que se secretan al espacio 

extracelular y participan en los procesos de interacción de las células con la matriz 

extracelular.199 Por su parte, ATPase 2C1 (ATP2C1) forma parte de las bombas de 

Ca2+/Mn2+ de la membrana del Golgi.200 Calumenina (CALU) pertenece a la familia 

de las proteínas EF-Hand que también participan en la vía secretora.201 Además, los 

tumores del cluster 1 infra-expresan NSF que regula la formación de las vesículas de 

secreción.202 Estos resultados indican que los tumores del cluster 1 presentan una sobre-

activación de la vía secretora. De acuerdo con nuestros resultados, estudios previos 

muestran que las células tumorales presentan alteraciones en el tráfico de proteínas así 

como en la estructura del complejo de Golgi y del retículo endoplasmático.203-205 

 

Los tumores del cluster 1 presentan una menor diferenciación que los de los clusters 

2 y 3: Durante el proceso de transformación neoplásica, las células del epitelio 

escamoso normal sufren una serie de cambios morfológicos asociados con la pérdida de 

la diferenciación celular. El análisis de ontologías muestra que los tumores del cluster 1 

infra-expresan genes implicados en el proceso de queratinización, la morfogénesis de la 

epidermis y la diferenciación de los queratinocitos. Estos hallazgos indican que el 

cluster 1 incluye tumores con un grado de diferenciación escamosa menor que la de los 

clusters 2 ó 3. En este sentido, los tumores del cluster 1 infra-expresan transglutaminasa 

3 (TGM3) y citoqueratina 13 (KRT13), proteínas que participan en los procesos de 

diferenciación de las células epiteliales.206, 207 También, de modo consistente con esta 

interpretación, los tumores del cluster 1 sobre-expresan el gen de la ATPasa 2C1 

(ATP2C1), cuya inactivación induce la diferenciación de los queratinocitos normales 

cultivados “in vitro”.208 Además, los tumores del cluster 1 sobre-expresan FHL2, cuya 

inactivación induce la diferenciación de líneas celulares de carcinoma gástrico o 

colon.209 

Entre los genes infra-expresados en el cluster 1 también encontramos enzimas 

implicados en procesos de detoxificación como son la oxidasa dual 2 (DUOX2), el 

citocromo P450 2C9 (CYP2C9), el citocromo P450 2C18 (CYP2C18) y la carbonil 

reductasa 3 (CBR3).210-212 

 

Algunos de los genes sobre-expresados en el cluster 1 son factores de mal pronóstico: 

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, los genes cuya sobre-expresión 
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es característica del perfil de expresión de los tumores del cluster 1 se han asociado 

previamente con resistencia de las células tumorales al tratamiento genotóxico, o han 

sido identificados como factores de mal pronóstico en diversos tipos tumorales. De este 

modo, en tumores subcutáneos de ratón, generados mediante la inyección de líneas 

humanas de CECC, niveles elevados de expresión de serpina E1 (SERPINE1) se 

asocian con resistencia a radiación, al aumentar la dosis necesaria para conseguir el 

control local del tumor.213 Además, la sobre-expresión de serpina E1 es un factor de mal 

pronóstico en CECC ya que se asocia con una disminución de la supervivencia libre de 

enfermedad del paciente.214 Por otra parte, la sobre-expresión de galectina 1 es un factor 

de mal pronóstico en CECC que se asocia con una disminución de la supervivencia 

global.215 En otros tipos tumorales, los marcadores del cluster 1 suelen asociarse 

también con un comportamiento tumoral agresivo o con mal pronóstico. Así, en líneas 

celulares de glioma humano, la sobre-expresión de FHL2 estimula la proliferación, el 

crecimiento independiente de anclaje y la migración celular.216. La pérdida de expresión 

de SASH1 en carcinoma de colon es un factor de mal pronóstico asociado con la 

aparición de metástasis y la disminución de la supervivencia global.217 La sobre-

expresión de calumenina (CALU) es un factor de mal pronóstico en diversos tipos 

tumorales y su sobre-expresión se asocia con un aumento de la resistencia al cisplatino 

en la línea celular de carcinoma de cérvix A431.218 A su vez, la sobre-expresión de 

trombospondina 1 (THBS1) es un factor de mal pronóstico en carcinomas 

hepatocelulares.219 En cambio, en pacientes con carcinoma de pulmón no microcítico 

(NSCLC) la perdida de la expresión tumoral de trombospondina se asocia con una 

disminución de la supervivencia global. 220 En el mismo sentido la pérdida de expresión 

de carbonil reductasa 3 (CBR3), infra-expresado en los tumores del cluster 1, es un 

factor de mal pronóstico en tumores epiteliales de ovario.221 

 

En resumen, las principales características que identifican a los tumores del cluster 1 

son la alteración de procesos biológicos asociados con un aumento de la migración e 

invasividad tumoral, la transición epitelio-mesénquima, la pérdida de diferenciación 

celular y la activación de la vía secretora. Todos estos procesos biológicos definen un 

grupo de tumores que presentan una disminución de la supervivencia libre de recidiva 

local  y de la supervivencia global de los pacientes y que, por tanto, no obtendrían un 

beneficio clínico relevante del tratamiento genotóxico actual, basado en cisplatino, 5-FU 

y RT. 
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2.2.2. Los tumores del cluster 3 se asocian con una evolución clínica favorable 
 
Los tumores que pertenecen al cluster 3 se caracterizan por una expresión génica 

compatible con un mayor grado de diferenciación escamosa y por  la sobre-expresión 

de genes localizados en las regiones cromosómicas 1q21 y 19q13, en comparación 

con los tumores de los clusters 1 y 2 (Tabla 26). 

 

En relación con su mayor grado de diferenciación celular: En los tumores del cluster 

3 están sobre-activados procesos biológicos como la diferenciación de los 

queratinocitos, la queratinización y la morfogénesis de la epidermis. Además, la 

mayoría de estos genes se localizan en estructuras características de las células 

epiteliales diferenciadas, como son los desmosomas, el filamento intermedio de actina o 

la cubierta cornificada. Estos resultados indican que los tumores del cluster 3 presentan 

un mayor grado de diferenciación escamosa que la de los clusters 1 y 2. En este sentido, 

los tumores del cluster 3 sobre-expresan SLURP-1, defensina-β1 (DEFB1), aquoporina 

3 (AQP3), SPINK5, cistatina A (CSTA), HOP, involucrina (IVL) y CRCT1, cuyos 

productos proteicos participan en el proceso de diferenciación y morfogénesis de las 

células epiteliales.222-225 SLURP-1 modula la actividad de los receptores nicotínicos 

acetilcolinérgicos de los queratinocitos, participando en la regulación de la adhesión 

celular, la motilidad y los ciclos de biogénesis, diferenciación y eliminación de los 

queratinocitos.226, 227 Por otro lado, cuando se induce “in vitro” la diferenciación celular 

de las líneas inmortalizadas de queratinocitos humanos HaCaT y PHK16-0b, la 

expresión de defensina-β1 (DEFB1) aumenta, mientras que su expresión está 

disminuida en carcinomas escamosos de la mucosa oral.228, 229 Además, los productos de 

los genes involucrina (IVL), cistatina A (CSTA), periplaquina (PPL), “small proline 

rich protein 1A” (SPRR1A), escielina (SCEL), las proteínas de unión a calcio A14 

(S100A12) y A9 (S100A9) son precursores de la cubierta cornificada, una estructura 

desarrollada a partir de la membrana plasmática de los queratinocitos que entran en su 

última fase de diferenciación.230-233 La transglutaminasa 1(TGM1) participa, también, en 

la formación de la cubierta cornificada, induciendo la formación de enlaces entre las 

proteínas descritas anteriormente. 
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Los tumores del cluster 3 sobre-expresan, además, genes localizados en las regiones 

cromosómicas 1q21 y 19q13: Un número elevado de genes sobre-expresados en estos 

tumores se encuentran localizados en las regiones cromosómicas 1q21 (CRCT1, IVL, 

S100A12 y  S100A9) y 19q13 (CEACAM7, EPS8L1, KLK5, KLK6, KLK7, KLK8, 

KLK10, KLK11, KLK12, KLK13, LGALS7, LYPD3 y SULT2B1). Nuestros resultados 

sugieren que en este subtipo tumoral las regiones cromosómicas 1q21 y 19q13 son 

susceptibles a padecer alteraciones durante el proceso patogénesis del CECC. 

En la región 1q21 se ha identificado una elevada densidad de genes implicados en el 

proceso de diferenciación de los queratinocitos.223, 234 Además, en CECC se ha descrito 

una sobre-expresión de los genes que localizan en la región 1q21 en comparación con 

las mucosas normales.235 

En el CECC, la región 19q13 es una de las regiones cromosómicas en las que se 

observan alteraciones durante la transición de mucosa normal a tejido tumoral o de 

tumor primario a metástasis ganglionar.138 En la región 19q13 localizan los genes de la 

familia de las kalicreinas, constituida por una serie de proteasas que participan en la 

interacción de las células con la matriz extracelular, modulando la invasividad de las 

células tumorales y la progresión tumoral. Los tumores del cluster 3 sobre-expresan 

kalicreína 5 (KLK5), kalicreína 6 (KLK6), kalicreína 7 (KLK7), kalicreína 8 (KLK8), 

kalicreína 10 (KLK10), kalicreína 11 (KLK11), kalicreína 12 (KLK12) y kalicreína 13 

(KLK13). Algunas kalicreínas pueden estimular el crecimiento de las células tumorales 

(KLK2, KLK3 y KLK4) mientras que otras actúan como supresores de tumores 

(KLK10).236, 237 La sobre-expresión de KLK10 en una línea celular de carcinoma de 

mama  MDA-MB-231 reduce el crecimiento independiente de anclaje y la formación de 

tumores en ratones atímicos. 

 

De modo consistente con nuestros resultados, algunos de los genes sobre-expresados 

en el cluster 3 son factores de buen pronóstico: La sobre-expresión de cistatina A 

(CSTA) es un factor de buen pronóstico en  pacientes con CECC.238, 239 En pacientes 

con adenocarcinomas de esófago tratados con quimioradioterapia se han descrito dos 

subtipos de tumores relacionados con la pérdida de expresión de los genes de la región 

1q21.240 Los pacientes con adenocarcinoma de esófago del subtipo I, que presentan una 

disminución en los niveles de expresión de los genes localizados en 1q21 como la 

involucrina (IVL) y CRCT1, tienen una supervivencia global y supervivencia libre de 
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enfermedad menor que los tumores del subtipo II, en los que se observan unos niveles 

de expresión de dichos genes similares a los de la mucosa normal.  

La sobre-expresión de las kalicreinas es un factor de buen o de mal pronóstico 

dependiendo del tipo celular y  del tipo de kalicreína expresada. Así, la sobre-expresión 

de KLK8, KLK13 y KLK11 se asocia con buen pronóstico en tumores de ovario, mama 

y próstata. Su expresión se asocian con un aumento de la supervivencia libre de recidiva 

tumoral y de la supervivencia global de los pacientes. En cambio la sobre-expresión de 

KLK5 y de KLK10 son marcadores de mal pronóstico en tumores de ovario y mama. 

Además, KLK10 está sobre-expresada en un subtipo de tumores de CECC que 

presentan una disminución de la supervivencia libre de recidiva local.110 

 

En resumen, los tumores del cluster 3 se caracterizan por un elevado grado de 

diferenciación celular y por la sobre-expresión de genes que localizan en las regiones 

cromosómicas 1q21 y 19q13, los cuales codifican para proteínas relacionadas con la 

diferenciación escamosa. Estas características se traducen en una evolución clínica 

favorable de los pacientes cuando son tratados con quimioterapia de inducción, seguida 

de RT/QRT o cirugía, o con quimioradioterapia concomitante, ya que se observa un 

aumento de su supervivencia libre de recidiva local y de su supervivencia global. 

 

 

2.2.3. Los tumores del cluster 2 se asocian con una evolución clínica intermedia 
De los tres subtipos de tumores identificados en este estudio, el que representa el cluster 

2 es el de más difícil caracterización molecular y además  presenta una evolución clínica 

intermedia entre la de los tumores de los clusters 1 y 3 (Tabla 26). 

Algunas de las características que diferencian los tumores del cluster 2 respecto a las de 

los cluster 1 y 3 son la infra-expresión de FHL2 (sobre-expresado en el cluster 1) y la 

infra-expresión de histidina deaminasa (CDA) y “polo-like kinasa 2” (PLK2) (sobre-

expresado en el cluster 3). 

El análisis de ontologías muestra, además, que los tumores del cluster 2 sobre-expresan 

genes implicados en el metabolismo de los aminoácidos (MCCC1), en la formación de 

los filamentos intermedios del citoesqueleto (citoqueratina 15 y  citoqueratina 19 ), en la 

respuesta al daño al DNA y de un gen implicado en el desarrollo del carcinoma 

colorrectal (DVL3). A su vez, los tumores del cluster 2 infra-expresan genes implicados 

en la angiogénesis, como la epirregulina (EREG) y el factor de crecimiento endotelial C 
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(VEGFC), en la cascada de señalización proteína quinasa como la quinasa STK17A, 

CD59 y PLK2, en la organización del citoesqueleto como la actinina-α1 (ACTN1), la 

PDLIM2 y la pleckstrina, y en la formación de adhesiones focales (ACTN1).  

 

En resumen, el cluster 2 representa a un subgrupo de tumores de difícil caracterización, 

al presentar menos diferencias, tanto moleculares como clínicas, con el resto de 

tumores. Además los pacientes portadores de tumores del cluster 2, tienen una 

evolución clínica intermedia entre los de los clusters 1 y 3. De este modo, los pacientes 

del cluster 2 presentan una supervivencia libre de recidiva local similar a la de los 

pacientes con tumores del cluster 3 y superior a la de los pacientes con tumores del 

cluster 1. En cambio la supervivencia global de dichos pacientes es similar a la de los 

pacientes con peor evolución clínica (cluster 1), la cual es significativamente más corta 

que la de los pacientes de evolución más favorable (cluster 3). 
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2.3. MARCADORES PREDICTIVOS DE LA EVOLUCIÓN CLÍNICA DE LOS 
PACIENTES CON CECC TRATADOS CON QUIMIOTERAPIA DE INDUCCIÓN, 
SEGUIDA DE RT/QRT O  QUIMIORADIOTERAPIA CONCOMITANTE 
Una vez identificados los genes característicos del perfil de expresión del cluster 1 y los 

del cluster 3, seleccionamos de entre estos genes aquellos con mayor capacidad de 

predecir la recidiva tumoral a los 2 años y la supervivencia de los pacientes a los 3 años, 

aplicando un análisis de curvas ROC. 

Los genes tirosina sulfotransferasa 1 (TPST1), trombospondina 1 (THBS1), liprina-β1 

(PPFIBP1), fibronectina IIIB (FNDC3B) o α1-prolil-4-hidroxilasa (P4HA1) fueron 

identificados como marcadores de evolución clínica desfavorable. Su sobre-expresión se 

asocia con un aumento del riesgo de recidiva local a los 2 años y de muerte a los 3 años 

de seguimiento. En cambio, los genes oxidasa dual 1 (DUOX1), la proteína de 

membrana LYPD3 o la GTPasa RAB25 fueron  identificados como marcadores de 

evolución clínica favorable. Su sobre-expresión se asocia con una disminución del 

riesgo de recidiva local a los 2 años y de muerte a los 3 años de seguimiento. 

Por tanto, estos ocho marcadores serían buenos candidatos a la hora de predecir la 

evolución clínica de los pacientes con CECC en estadio avanzado, tratados con QTI 

seguida de QT/RT o cirugía, o con QRT concomitante. No obstante, previamente a su 

introducción en la clínica, es necesaria su validación en estudios prospectivos mediante 

PCR cuantitativa o inmunohistoquímica. 

 

2.4. GENES PREDICTORES DE LA SUPERVIVENCIA LIBRE DE RECIDIVA 
LOCAL, DE LA SUPERVIVENCIA GLOBAL Y DE LA RESPUESTA TUMORAL A 
LA QUIMIOTERAPIA DE INDUCCIÓN, SEGUIDA DE RT/QRT O CIRUGÍA 
En un análisis independiente a la clasificación en clusters, determinamos qué genes 

estaban implicados en la recidiva del tumor a los 2 años, en la muerte del paciente a los 

3 años y en la respuesta tumoral a la quimioterapia de inducción, seguida de RT/QRT o 

cirugía. A pesar de que no se alcanzó suficiente poder estadístico para identificar genes 

con una p ajustada menor a 0,05; hemos identificado una serie de genes con una p no 

ajustada <0,001. Los genes identificados en estos tres análisis deben ser validados en un 

estudio independiente con PCR cuantitativa o IHQ para determinar su utilidad como 

marcadores predictivos de la recidiva tumoral, de la supervivencia y/o de la respuesta 

tumoral a la QTI. 

Una de las posibles razones por las que no alcanzamos significación estadística en los 

análisis de recidiva a dos años, de muerte del paciente a los tres años o de respuesta a la 

quimioterapia de inducción podría ser la coexistencia dentro de la población de estudio 
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de diferentes subtipos tumorales con un comportamiento biológico distinto. Esto sería 

consistente con el resultado obtenido en el análisis de cluster, en el que hemos 

identificado tres subtipos tumorales con características moleculares diferentes, que 

influyen de modo distinto sobre la SLRL y la SG del paciente. Por otro lado, el tamaño 

muestral utilizado en este estudio no ha permitido realizar una estratificación de las 

características clínicas y biológicas identificadas como relevantes en estudios previos, 

como son la infección por el virus del papiloma humano (VPH), la localización tumoral, 

la afectación ganglionar o la modalidad de tratamiento, variables que pueden influir 

sobre la evolución clínica de los pacientes incluidos en el estudio. 

No obstante, la sobre-expresión de tirosina sulfotransferasa 1 (TPST1), característica de 

los tumores del cluster 1, se ha identificado, también, en este análisis independiente 

como un factor de riesgo de  recidiva tumoral a los 2 años de seguimiento, y sería, por 

tanto, un buen candidato a validar como marcador predictivo de la recidiva tumoral en 

pacientes con CECC tratados con QTI seguida de RT/QRT o cirugía, o QRT. 

 
2.5. PROCESOS BIOLÓGICOS ASOCIADOS CON LA PATOGÉNESIS DEL CECC 
A pesar de que el estudio de los cambios de expresión asociados con la transformación 

neoplásica de los CECC no ha sido un objetivo prioritario de este estudio, ya que está 

dirigido fundamentalmente a la identificación de marcadores predictivos de la evolución 

clínica del paciente, también hemos realizado un análisis de las diferencias de expresión 

entre los tumores y la mucosa normal. En el análisis de cluster no supervisado, que 

clasifica a las muestras según su perfil de expresión, las mucosas se agrupan formando 

un pequeño subcluster, dentro del cluster 3 constituido por aquellos tumores con mayor 

grado de diferenciación celular. La comparación de todas las biosias tumorales de 

CECC frente a las  muestras de mucosa normal identificó 56 genes con una p ajustada 

menor que 0,05. 

El análisis de ontologías indica que en los CECC se activan genes implicados en la 

organización de la matriz extracelular. Durante el proceso de tumorogénesis se 

producen alteraciones en la organización, remodelación y degradación de la matriz 

extracelular. Las proteasas que degradan la matriz extracelular, como las de la familia 

de las metaloproteasas, facilitan que las células tumorales puedan atravesar la barrera 

proteicas que forma la matriz extracelular e invadir tejidos adyacentes o producir 

metástasis a distancia.241 En este sentido, los tumores, en comparación con el tejido 

normal, sobre-expresan la metalloproteinasa 1 (MMP1). A través de la degradación de 



  Discusión 

 149

la matriz extracelular y la sobre-expresión de MMP1, la capacidad de crecimiento y la 

invasividad de las células tumorales aumenta.242 De modo consistente con nuestros 

resultados, diversos estudios muestran que en CECC se produce una sobre-expresión de 

la metaloproteinasa 1, que a su vez se asocia con un aumento de la capacidad de 

migración e invasividad de las células tumorales.243, 244  

Además, el análisis de ontologías muestra que en los CECC se encuentran activados los 

“checkpoints”, el ciclo celular y la reparación del DNA por recombinación homóloga. 

Los “checkpoints”, junto a los sistemas de reparación del DNA, contribuyen a mantener 

la integridad genómica, bloqueando el ciclo celular de la célula que presenta daño en el 

DNA, evitando que progrese y replique su DNA, hasta que la lesión haya sido 

reparada.79 Las alteraciones de los “checkpoints” y los mecanismos de reparación del 

DNA favorecen la aparición de alteraciones genéticas y cromosómicas que pueden 

activar a oncogenes o inactivar genes supresores iniciando de este modo el proceso de 

transformación neoplásica de las células normales del epitelio escamoso. En CECC, la 

alteración de los mecanismos de control de los “chekpoint” viene acompañada por un 

aumento de la inestabilidad cromosómica.245 Además, en células de CECC, los 

mecanismos de control de los “checkpoint” juegan un papel  importante en la respuesta 

a fármacos genotóxicos como el paclitaxel, el carboplatino o la radioterapia.246, 247 No 

obstante, a pesar de que el análisis de ontologías muestra que en los tumores se 

encuentran activados los “checkpoints”, el ciclo celular y la reparación del DNA por 

recombinación homóloga, entre los genes que presentan una p ajustada < 0,05 no hemos 

identificado ningún gen característico de estos procesos. Para determinar, de un modo 

más concluyente si la sobre-activación de los “chekpoints” o del sistema de reparación 

por recombinación homóloga pueden jugar un papel importante en el proceso de 

patogénesis del CECC, sería necesario realizar estudios funcionales. 

En comparación con la mucosa normal, los CECC también sobre-expresan DCC1 que 

junto a Ctf18p y Ctf8p forma un complejo de replicación alternativo (RFC) que 

participa en el proceso de segregación de los cromosomas durante la  división celular.248 

DCC1 participa además, en el proceso de mantenimiento de los telomeros.249  

La proteina inducible por interferon IFI6, también sobre-expresada en los tumores, tiene 

actividad antiapoptótica, ya que inhibe la vía apoptótica mitocondrial, en células 

tumorales de mieloma o carcinoma gástrico.250, 251  

De modo consistente, con nuestros resultados, estudios previos muestran que en CECC 

estan sobre-expresados la inhibina A (INHBA), IFI6 y la metaloproteinasa (MMP1).137  
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Por otro lado, el análisis de ontologías indica que en la transición de la célula del 

epitelio escamoso normal hasta célula tumoral se produce una pérdida de la capacidad 

de diferenciación, de la organización del citoesqueleto de actina y de la morfogénesis 

tisular. De acuerdo con nuestros hallazgos, durante el proceso de transformación 

neoplásica las células del epitelio escamoso que recubre el tracto aerodigestivo pierden, 

en mayor o menor medida, el proceso de maduración en capas y el proceso de 

diferenciación celular.10 En este sentido, los tumores infra-expresan la proteína epitelial 

de membrana 1 (EMP1) que participa en el proceso de diferenciación del epitelio 

escamoso y que se encuentra infraexpresada en CECC.235, 252 

Además en los tumores están infra-expresados diversos genes de detoxificación como el 

citocromo P450 2C9 (CYP2C9) , el citocromo P450 2C18 (CYP2C18), el citocromo 

P450 3AP2 (CYP3A5P2) y la oxidasa dual 1(DUOX1).211 

 

2.6. COMPARACIÓN DE NUESTROS HALLAZGOS CON ESTUDIOS PREVIOS DE 
MICROARRAYS EN CECC 
Algunos de los genes expresados diferencialmente en los tumores del cluster 1 o en los 

del cluster 3 forman parte del grupo de genes predictores de metástasis ganglionares 

descrito por Roepman y col.(2005) en pacientes con CECC.131 Así, la sobre-expresión 

de al subunida α1 de la prolil-4-hidroxilasa (P4HA1), la monoxigenasa MICAL2 y la 

serpina E1 (SERPINE1), que hemos observado en los tumores del cluster 1, 

correlaciona en el estudio de Roepman y col.(2005) con la presencia de metástasis 

ganglionar. Por el contrario, en este mismo estudio la expresión de “polo-like kinasa 2” 

(PLK2), de periplaquina (PPL), de SLPI, del canal de cloro intracelular III (CLIC3),  de 

SPINK5,  de la proteína de unión a calcio A9 (S100A9),  de HOP,  de la involucrina 

(IVL) y de la kalicreína (KLK12), sobre-expresados en nuestros tumores del cluster 3, 

está inversamente relacionada con la presencia de metástasis ganglionar. Por otra parte, 

la expresión de TGM3, infra-expresado en los tumores del cluster 1, esta también 

inversamente relacionada con la aparición de metástasis ganglionares. La comparación 

de nuestros resultados con los de Roepman y col. (2005) indica que algunos de los 

genes característicos del cluster 1 y del cluster 3 están asociados con la aparición de 

metástasis y confirman de este modo el valor pronóstico de estos marcadores para 

predecir la evolución clínica de los pacientes con CECC.  

Por otra parte, entre los genes sobre-expresados en el cluster 1 encontramos genes 

implicados en el proceso de transición epitelio-mesénquima y proteínas estromales. En 
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este sentido, nuestros resultados estarían de acuerdo con el estudio de Chung y 

col.(2006) que identifican a un grupo de tumores de mal pronóstico que presentan 

características de transición epitelio-mesénquima junto a una sobre-activación de la vía 

de NF-KB.126 

Cabe destacar el distinto enfoque de nuestro estudio en comparación con los estudios de 

Roepman y col.(2005) y de Chung y col. (2006), ya que incluimos únicamente a 

pacientes con CECC en estadios localmente, de modo que los marcadores identificados 

en nuestro estudio, además de tener un posible valor pronóstico del comportamiento 

biológico del tumor, son marcadores predictivos de la evolución clínica de los pacientes 

tratados con quimioterapia de inducción, seguida de RT/QRT o cirugía,  o 

quimioradioterapia concomitante.  

 

2.7. UTILIDAD CLÍNICA DE LOS RESULTADOS DEL ESTUDIO 
En el estudio de microarrays hemos identificado tres subtipos de CECC con un perfil de 

expresión característico, especialmente en el caso del cluster 1 y del cluster 3,  que está 

relacionado con la supervivencia libre de recidiva local  y la supervivencia global de los 

pacientes portadores de estos tumores, tras su tratamiento con quimioterapia de 

inducción, seguida de RT/QRT o cirugía, o con quimioradioterapia concomitante. 

Además, hemos identificado un grupo mínimo de ocho genes (TPST1, THBS1, 

PPF1BP1, FNDC3B, P4HA1, DUOX1, LYPD3 y RAB25) con el mayor grado de 

sensibilidad y especificidad para predecir la supervivencia libre de recidiva local a 2 

años o la supervivencia global de los  pacientes a 3 años.  

Los marcadores identificados son capaces de predecir la evolución clínica de los 

pacientes con CECC en estadios avanzados, tratados con quimioradioterapia o 

quimioterapia de inducción, seguida de RT/QT o cirugía. Es decir, el análisis por 

microarrays de los niveles de expresión de estos marcadores en biopsias tumorales pre-

tratamiento podría identificar, de modo previo al inicio de la terapia, aquellos pacientes 

que fueran a obtener un beneficio clínico del tratamiento genotóxico conservador y 

distinguirlos de los pacientes con escasa probabilidad de presentar una evolución clínica 

favorable, de modo que estos últimos podrían ser tratados desde el inicio con cirugía, o 

bien ser candidatos a un tratamiento alternativo.  

No obstante, los resultados obtenidos en este estudio de microarrays deben ser validados 

en estudios prospectivos independientes para confirmar la utilidad clínica de estos 

marcadores. La utilización de un número mayor de muestras permitiría, además, realizar 
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un análisis más completo, estratificando aquellas variables que se ha demostrado 

previamente que contribuyen a determimar la evolución clínica de los pacientes de 

CECC tratados con quimioradioterapia concomitante o quimioterapia de inducción 

seguida de QRT/RT y cirugía. Finalmente, tal evaluación permitiría caracterizar de un 

modo más preciso los diferentes subtipos tumorales que se engloban dentro del 

carcinoma escamoso de cabeza y cuello. Este análisis sería especialmente útil para 

definir si el subtipo de tumores del cluster 2, identificado en nuestro estudio, constituye 

un subtipo biológico con un comportamiento clínico propio, o por el contrario agrupa a 

tumores de características heterogéneas que comparten algunas de las características de 

los otros dos subtipos de tumores identificados. 

Finalmente, deben realizarse estudios independientes, para determinar la sensibilidad y 

especificidad, de estos marcadores como predictores de la evolución clínica del paciente 

sometido a tratamiento genotóxico. Además, la utilización de técnicas más cercanas a la 

práctica clínica como la PCR cuantitativa o la inmunohistoquímica facilitaría su posible 

futura introducción en la práctica clínica. 
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VII CONCLUSIONES 
 

1. EL ESTUDIO DEL NIVEL DE EXPRESIÓN, DE LOS GENES DEL SISTEMA DE 
REPARACIÓN NO HOMÓLOGA POR UNIÓN DE EXTREMOS, EN BIOPSIAS PRE-
TRATAMIENTO DE PACIENTES CON CARCINOMA ESCAMOSO DE CABEZA Y 
CUELLO LOCALMENTE AVANZADO, TRATADOS CON QUIMIOTERAPIA DE 
INDUCCIÓN, SEGUIDA DE RADIOTERAPIA / QUIMIORADIOTERAPIA O 
CIRUGÍA RADICAL, HA GENERADO LAS SIGUIENTES CONCLUSIONES: 
 
• El nivel de mRNA de Ku70, Ku80 o DNA-PKcs es significativamente más elevado en 
tumores con una respuesta tumoral a los tres meses superior al 50 % que en aquellos con 
respuesta inferior al 50 %. 
 
• El nivel de mRNA de Ku70 es un factor de riesgo independiente de recidiva tumoral. 
 
• Los pacientes cuyos tumores expresan mayor nivel de mRNA de Ku70 presentan un 
riesgo menor de padecer una recidiva local, durante un seguimiento medio de 2 años, 
que los pacientes cuyos tumores presentan un nivel bajo. 
 
• El nivel de mRNA de Ku70 posee mayor capacidad de predecir la recidiva tumoral 
cuando solo se incluyen en el análisis a los pacientes que han seguido tratamiento 
genotóxico, excluyendo a los pacientes quirúrgicos. 
 
• El porcentaje de células tumorales positivas para Ku70 es significativamente mayor en 
tumores con una respuesta tumoral superior al 50 % que en aquellos con respuesta 
inferior al 50 %. 
 
• El porcentaje de células tumorales positivas para la proteína Ku70 es un factor de 
riesgo independiente de recidiva tumoral y de muerte.  
 
• Los pacientes cuyos tumores tienen un mayor porcentaje de células tumorales 
positivas para la proteína Ku70 presentan menor riesgo de muerte y de padecer una 
recidiva local, durante 4 años de seguimiento, que aquellos cuyos tumores presentan un 
porcentaje bajo. 
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2. EL ESTUDIO DEL PERFIL DE EXPRESIÓN POR MICROARRAYS EN BIOPSIAS 
PRE-TRATAMIENTO DE PACIENTES CON CARCINOMA ESCAMOSO DE 
CABEZA Y CUELLO EN ESTADIOS LOCALMENTE AVANZADOS, TRATADOS 
CON QUIMIOTERAPIA DE INDUCCIÓN, SEGUIDA DE TRATAMIENTO 
GENOTÓXICO CONSERVADOR O CIRUGÍA,  O QUIMIORADIOTERAPIA 
CONCOMITANTE, HA GENERADO LAS SIGUIENTES CONCLUSIONES: 
 
• Se han identificado tres subtipos tumorales (cluster 1, cluster 2 y cluster 3) que 
presentan diferencias significativas en la supervivencia libre de recidiva local y en la 
supervivencia global de los pacientes. 
 
• La clasificación en clusters es un factor de riesgo independiente de la recidiva local y 
de muerte en estos pacientes, después de  un seguimiento medio de 1 año y 7 meses. 
 
• Los tumores del cluster 1 se caracterizan por una mayor migración e invasividad, una 
transición epitelio-mesénquima, la activación de la vía secretora y un menor grado de 
diferenciación escamosa. Los pacientes con este subtipo tumoral tienen una evolución 
clínica desfavorable, ya que presentan una supervivencia libre de recidiva local y una 
supervivencia global menor que la de los pacientes de los clusters 2 y 3. 
 
• Los tumores del cluster 3 se caracterizan por un mayor grado de diferenciación 
escamosa y por la sobre-expresión de genes localizados en las regiones cromosómicas 
1q21 y 19q13. Los pacientes con este subtipo tumoral tienen una evolución clínica 
favorable, ya que presentan una supervivencia libre de recidiva local y una 
supervivencia global mayor que la de los pacientes de los clusters 1 y 2. 
 
• Los genes tirosina sulfotransferasa 1 (TPST1), trombospondina 1 (THBS1), liprina β1 
(PPF1BP1), fibronectina IIIB (FNDC3B) o α1-prolil 4-hidroxilasa (P4HA1) cuando se 
sobre-expresan son factores de mal pronóstico. Su sobre-expresión aumenta el riesgo de 
recidiva local a 2 años y de muerte a 3 años. 
 
• Los genes oxidasa dual 1 (DUOX1), LYPD3 o RAB25 cuando se sobreexpresan son 
factores de buen pronóstico. Su sobre-expresión diminuye el riesgo de recidiva local a 2 
años y de muerte a 3 años. 
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