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INVESTIGACIÓN CLÍNICA

I
ntroducción: La molécula de adhesión E-cadherina tiene un papel

fundamental en el mantenimiento de la morfología y diferenciación

epiteliales normales. Se ha sugerido que la dispersión e invasivi-

dad de las células cancerosas inducida por la activación del receptor

del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) podrían deberse a su

acción sobre la E-cadherina. El objetivo de este estudio es determinar

si la activación por amplificación del EGFR se relaciona con la expre-

sión de la E-cadherina en los carcinomas epidermoides de cabeza y

cuello. Material y métodos: Se estudian 50 pacientes con carcinoma

epidermoide de cabeza y cuello. La determinación de la amplificación

del EGFR se realizó mediante PCR semicuantitativa. La expresión de

la E-cadherina se estudió con técnicas de inmunohistoquímica. Resul-

tados: Se halló amplificación del EGFR en 9 casos (18%). La expre-

sión de la E-cadherina en las muestras tumorales mostró, en general,

una disminución con relación al epitelio normal adyacente. No se ob-

servó relación entre la amplificación del EGFR y la expresión de la E-

cadherina. Conclusión: La amplificación del EGFR no tuvo influencia

en la expresión de la E-cadherina, sugiriendo que se trata de meca-

nismos complementarios en la disminución de la adhesión celular en

los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello.
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I
ntroduction: The E-cadherin adhesion molecule is fundamentally

involved in the maintenance of normal epithelial morphology and

differentiation. The scattering and invasion of cancer cells indu-

ced by epidermal growth factor receptor (EGFR) activation has been

suggested to be probably by affecting E-cadherin function. The aim

of this study is to confirm whether EGFR amplification is related to

E-cadherin expression in head and neck squamous cell carcinomas.

Material and methods: Fifty patients with head and neck squamous

cell carcinoma were studied. EGFR amplification was analyzed by

semiquantitative PCR. E-cadherin expressión was determined by im-

munohistochemistry. Results: EGFR amplification was found in 9 ca-

ses (18%). E-cadherin expression was generally weaker in tumors

than in adjacent normal epithelium. No relationship was found bet-

ween EGFR amplification and E-cadherin expression. Conclusion:

EGFR amplification did not affect the level of E-cadherin expression,

suggesting a complementary role of both of these molecules in re-

duction of cellular adhesion in head and neck squamous cell carci-

nomas.
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INTRODUCCIÓN

Las alteraciones en la expresión o en la función
de moléculas que afectan a la adhesión y a la pro-
liferación celular son acontecimientos críticos en la
progresión tumoral. La disminución o pérdida de
expresión de la molécula de adhesión E-cadherina
y la amplificación y/o sobreexpresión del receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) son
dos alteraciones moleculares relacionadas con la
génesis de muchos tumores humanos1,2, incluyendo
los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello3-6. 

La disminución de la adhesión celular mediada
por la E-cadherina puede ser debida a una dismi-
nución en la expresión de la propia E-cadherina o
a modificaciones post-traducción (por ejemplo, por
fosforilación) de las proteínas con las que interac-
ciona para unirse al citoesqueleto de actina, las lla-
madas cateninas7. A través de este último mecanis-
mo, el EGFR parece participar también en la
regulación de la adhesión celular, fosforilando las
cateninas e inactivando el complejo E-cadherina-
cateninas8.

A pesar de las diversas evidencias en líneas
celulares derivadas de distintos tipos de tumores
humanos que han demostrado esta relación entre
el EGFR y la adhesión celular mediada por la E-
cadherina, no se han realizado estudios en carci-
nomas epidermoides primarios sobre los efectos
de la activación del EGFR en la expresión de la E-
cadherina. En este estudio pretendemos determi-
nar si existe una relación entre la activación por
amplificación del EGFR y la expresión de la E-ca-
dherina en los carcinomas epidermoides de cabe-
za y cuello.

MATERIAL Y MÉTODOS

Pacientes

Se estudian 50 pacientes con carcinoma epi-
dermoide de cabeza y cuello intervenidos quirúrgi-
camente. En todos los casos se trataba de tumo-
res primarios que no habían recibido tratamiento
previamente. En 30 casos se administró radiotera-
pia postoperatoria (en general, se administró a los
casos localmente avanzados y/o con metástasis
ganglionares). Todos los pacientes eran varones,
con una media de edad de 58,2 años (rango entre
38 y 85 años). Todos ellos tenían antecedentes de
consumo habitual de tabaco, y 46 además de al-
cohol. Por localizaciones, las más frecuentes fue-
ron la orofaringe y la hipofaringe, cada una con 17
casos, seguidas de la supraglotis (n=7), la glotis

(n=6) y la cavidad oral (n=3). La distribución por
estadios se hizo según la clasificación de la Unión
Internacional Contra el Cáncer vigente en el mo-
mento del tratamiento de los pacientes (5ª Edi-
ción), y se muestra en la tabla 1. 

Obtención de las muestras

Para el análisis de la amplificación del EGFR
se obtuvieron muestras tumorales en el momento
de la intervención quirúrgica, fueron congeladas in-
mediatamente en nitrógeno líquido y conservadas
a –80ºC hasta su procesamiento. Para el estudio
de la expresión de la E-cadherina las muestras tu-
morales incluidas en parafina de los mismos pa-
cientes fueron obtenidas del archivo del Servicio
de Anatomía Patológica.

Análisis inmunohistoquímico de la expresión de
la E-cadherina

Las muestras tumorales incluidas en parafina fue-
ron cortadas en secciones de 4 µm y adheridas a
portas siliconizados (ChemMate, BioTEK Solutions,
Santa Barbara, CA, USA). Las secciones fueron des-
parafinizadas e hidratadas de forma convencional. La
recuperación antigénica se realizó calentando las
secciones en tampón citrato 10 minutos en una olla a
presión. Las reacciones de tinción se realizaron a
temperatura ambiente de forma automatizada en una
estación de trabajo TechMate 1000 (BioTEK Solu-
tions). Los portas estuvieron 15 minutos en un medio

Tabla 1: Distribución por estadios de los casos

estudiados

Estadio Número de casos
Estadio T:
- T1 1
- T2 11
- T3 18
- T4 20
Estadio N:
- N0 16
- N1 9
- N2 20
- N3 5
Estadio global:
- I 1
- II 3
- III 14
- IV 32
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bloqueante (peróxido de hidrógeno al 3%) y poste-
riormente reaccionaron con el anticuerpo primario (el
anticuerpo anti-E-cadherina, clon 36, Transduction
Labs, Lexington, KY, USA) a una concentración de
1:2000 durante 30 minutos. La inmunodetección se
realizó con el sistema Envision (Envision Plus, Dako,
Carpinteria, CA, USA). Una tinción con hematoxilina
durante 1 minuto fue el paso final. Tras la tinción las
secciones fueron deshidratadas y montadas con un
cubreobjetos empleando un medio estándar.

Los controles positivos consistieron en epitelio
laríngeo normal obtenido de cirugía no oncológica.
También se incluyeron controles negativos con
omisión del anticuerpo primario.

Las preparaciones fueron estudiadas al azar,
sin datos clínicos, por uno de los autores (F.D.). A
cada una se le asignó una puntuación basándose
en la intensidad de la tinción de membrana (0-4) y
en el porcentaje de células teñidas (0%-100%). Los
dos componentes fueron multiplicados para obtener
una puntuación total entre 0 y 400. La puntuación
fue asignada tanto al tumor como al epitelio adya-
cente normal (cuando estaba disponible).

Análisis por PCR de la amplificación del EGFR

Las muestras tumorales fueron trituradas, ho-
mogeneizadas y digeridas dos veces durante 8 ho-
ras a 37ºC con 100 µg de Proteinasa K por milili-
tro de buffer (200 mM Tris-HCl pH 8,0, 25 mM
EDTA, 100 mM NaCl y 0,2% de SDS). El ADN de
alto peso molecular fue entonces aislado por ex-
tracción con fenol-cloroformo, precipitado en eta-
nol, disuelto en 10 mM Tris pH 8,0 y 1 mM EDTA,
y almacenado a –20ºC.

Para las reacciones de PCR se emplearon, en
un volumen final de 50 µl, 0,2 µg del ADN a estu-
dio, 10 mM Tris-HCl pH 8,3, 1,5 mM MgCl

2
, 50 mM

KCl, 0,005% Tween-20, 0,005% NP-40, 0,01% gela-
tina, 0,2 mM de cada dNTP, 1 mM de cada oligonu-
cleótido, y 1 U de Taq polimerasa. Las mezclas de
reacción se sometieron a 30 ciclos compuestos cada
uno por un minuto a las siguientes temperaturas:
94ºC (desnaturalización), 56ºC (anillamiento) y 72ºC
(elongación). 

En cada reacción de PCR se emplearon simultá-
neamente dos pares de oligonucleótidos, uno para
amplificar el gen a estudio (EGFR) y el otro para el
gen de referencia (β-actina), localizado en el mismo
cromosoma que el del EGFR. De esta manera se
evitan los falsos positivos debidos a duplicaciones
cromosómicas. Los cebadores para el EGFR fueron
5’-ACAGCCATGCCCGCATTAGCTCTAA-3’y 5’-GGA-
ATGCAACT-TCCCAAAATGTGCC-3’, amplificando
un fragmento de 109 pares de bases (bp). Los ceba-

dores del gen de la β-actina fueron 5’-TATC-
CAGGCTGTGCTATCCCTGTAC-3’ y 5’-CTTGAT-
GAGGTAGTCAGTCAGGTCC-3’, amplificando un
fragmento de 160 bp. Como controles negativos se
emplearon tejidos normales obtenidos en cirugía no
oncológica. Los controles positivos se obtuvieron
mezclando ADN de tejidos normales con cantidades
conocidas de un fragmento del EGFR previamente
amplificado por PCR, de manera que se podían si-
mular diferentes grados de amplificación.

De cada reacción de PCR, 10 µl fueron someti-
dos a electroforesis en geles compuestos por 3%
de NuSieve (FMC). Las bandas correspondientes
a los productos de la PCR fueron visualizadas por
tinción con bromuro de etidio en un transilumina-
dor de luz ultravioleta, y fotografiadas con una cá-
mara digital. Las bandas fueron cuantificadas me-
diante técnicas de análisis de imagen (Kodak
Digital Science), calculando a continuación las ra-
zones EGFR/β-actina.

Análisis estadístico

Para analizar la relación de la expresión de la
E-cadherina con los parámetros clínico-patológicos
y con la amplificación del EGFR, se compararon
las medias de puntuación de tinción entre los dife-
rentes grupos empleando el análisis de la varian-
za. La relación de la amplificación del EGFR con
los distintos parámetros clínico-patológicos de ana-
lizó mediante tablas de contingencia empleando el
test de chi-cuadrado, con la corrección de Yates
cuando era preciso. Los valores de P<0,05 fueron
considerados estadísticamente significativos.

RESULTADOS

El epitelio laríngeo normal empleado como con-
trol mostró con la E-cadherina una tinción mem-
branosa en las células de todo el espesor del epi-
telio, excepto en las capas más superficiales y
diferenciadas. Por tanto, estas capas superficiales
fueron excluidas para obtener la puntuación de tin-
ción del epitelio normal adyacente a los tumores.
Por esto también se excluyeron de la puntuación
las áreas de queratinización y diferenciación termi-
nal dentro de los tumores.

En el epitelio normal adyacente a los tumores
(disponible en 48 casos) prácticamente todas las
células (excepto las capas superficiales como ya
se indicó) mostraban una intensa tinción con la E-
cadherina, de forma que la puntuación mínima ob-
tenida fue de 300. Todos los tumores, menos dos,
presentaron expresión de E-cadherina. Los tumo-
res mostraban, en general, una menor expresión



que el epitelio normal, de forma que la puntuación
media de tinción para los tumores fue de 148
(desviación estándar de 98). En la figura 1 se
muestra un ejemplo de tinción con la E-cadherina.

En la tabla 2 se muestra la relación de la expre-
sión de la E-cadherina con diferentes parámetros clí-
nico-patológicos. No se apreció relación entre la ex-
presión de la E-cadherina y el estadio local (T). La
expresión de E-cadherina fue menor en los casos con
metástasis ganglionares, aunque las diferencias no
fueron significativas. Tampoco hubo diferencias signifi-
cativas en la expresión de E-cadherina según el gra-

do de diferenciación, aunque está era claramente in-
ferior en los casos pobremente diferenciados. 

Se halló amplificación del EGFR en 9 de los 50
casos analizados (18%) (figura 2). Aunque no se ha-
llaron diferencias estadísticamente significativas, pro-
bablemente debido al escaso número de casos con
amplificación, la amplificación del EGFR se encontró
en mayor porcentaje en los casos localmente avan-
zados (T4), en los casos con metástasis gangliona-
res, y en los pobremente diferenciados (Tabla 3).

No hubo diferencias en la expresión de la E-cadhe-
rina entre los casos con y sin amplificación del EGFR:
la puntuación media para la tinción de la E-cadherina
en los casos sin amplificación del EGFR fue de 149
(desviación estandar de 94), y en los casos con amplifi-
cación de 143 (desviación estandar de 95) (P= 0,86). 

DISCUSIÓN

Es bien conocido que la adhesión intercelular
se halla frecuentemente reducida en los cánceres
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Figura 1. Ejemplo de tinción positiva para la E-cadherina,
mostrando un patrón de tinción membranoso (magnificación

original, X 260).

Figura 2. Electroforesis de los productos de la PCR
semicuantitativa en los casos con amplificación. N: ADN de

tejido normal. C-: control negativo. C+: control positivo.

Tabla 2: Relación de la expresión de la E-cadherina con distintos parámetros clínico-patológicos

Característica Nº Casos Expresión media de E-cadherina Intervalo de confianza del 95% P*

Total de casos 50 148 121-175

Estadio T

- T1 1 180 - 0,64

- T2 11 118 35-201

- T3 18 148 105-192

- T4 20 162 123-202

Estadio N

- N0 16 170 118-221 0,26

- N1-3 34 137 105-169

Grado de diferenciación

- Bien diferenciado 28 157 120-194 0,14

- Moderadamente diferenciado 17 156 109-203

- Pobremente diferenciado 5 69 7-145

* Análisis de la varianza.

Caso nº

N N 6 9 18 22 25 32 36 41 42 C- C+

β-actina

EGFR

Ratio 1 0,9 3,5 2,7 2,1 3,8 2,5 4,3 2,2 4,4 3 2,1
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humanos. En los tejidos epiteliales, la adhesión
célula-célula está fundamentalmente mediada por
el complejo E-cadherina-cateninas. Las cadherinas
son glicoproteínas transmembrana con una región
citoplasmática altamente conservada que interac-
ciona con el citoesqueleto de actina a través de
las α, β y γ-cateninas. La familia de las cadheri-
nas está formada por varios miembros, dependien-
do de su distribución en diferentes tejidos, siendo
la E-cadherina la que forma el componente clave
en las uniones adherentes entre las células epite-
liales. Por esto se considera al complejo E-cadhe-
rina-cateninas como fundamental en el estableci-
miento y mantenimiento de la morfología epitelial
normal y en la diferenciación celular1,7.

Múltiples estudios han documentado la dismi-
nución o la pérdida de la expresión de la E-cadhe-
rina en diversos tumores humanos, incluyendo los
carcinomas epidermoides de cabeza y cuello (revi-
sado en la referencia 1). Generalmente, la expre-
sión de la E-cadherina es mayor en los cánceres
bien diferenciados, que mantienen su adhesión in-
tercelular y son menos invasivos, y se encuentra
reducida en los cánceres indiferenciados, que han
perdido la adhesión célula-célula y muestran una
mayor tendencia invasiva.

El sistema de adhesión celular mediado por la
E-cadherina está estrechamente regulado por una
serie de vías de señalización intracelulares. Re-
cientes evidencias sugieren que una de estas vías
de control es a través del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR)8. La activación del
EGFR (una tirosina-quinasa) produce una fosforila-

ción de la β-catenina, que lleva a una disociación
del complejo E-cadherina-cateninas, con la subsi-
guiente pérdida de adhesión celular. La activación
del EGFR (bien sea por sobreexpresión o por am-
plificación) es un fenómeno frecuente en muchos
cánceres humanos, siendo probable que parte de
su actividad oncogénica se deba a sus efectos so-
bre la adhesión celular mediada por la E-cadheri-
na8. Así, se ha visto disminución de la expresión
de la E-cadherina cuando se inducía la activación
del EGFR9,10.

En los carcinomas epidermoides de cabeza y
cuello es también frecuente la activación del
EGFR, habiéndose descrito amplificación del gen
que lo codifica (el gen ERBB1) en un 15-25% de
los casos5,6,11,12, cifras que son concordantes con
las halladas en el presente estudio (18%). En con-
tra de lo que sería de esperar según lo previamen-
te citado, la amplificación del EGFR no ha tenido
influencia en el nivel de expresión de la E-cadheri-
na en nuestra serie de tumores. La explicación po-
dría ser que, tal como se ha descrito en algunos
otros estudios13,14, la fosforilación de las cateninas
resultante de la activación del EGFR impediría la
interacción de la E-cadherina con el citoesqueleto,
con la consiguiente reducción en la adhesión celu-
lar, pero no causaría una disminución de la expre-
sión de la E-cadherina. Por tanto, el efecto de la
activación del EGFR sobre la adhesión celular se-
ría complementario a la disminución de la expre-
sión de la E-cadherina.

Por otra parte, con relación a las correlaciones
clínico-patológicas de las alteraciones estudiadas,

Tabla 3: Relación de la amplificación del EGFR con distintos parámetros clínico-patológicos

Característica Nº de casos Amplificados (%) P*

Estadio T

- T1 1 0 0,34

- T2 11 1 (9%)

- T3 18 2 (11%)

- T4 20 6 (30%)

Estadio N

- N0 16 2 (12%) 0,39

- N1-3 34 7 (21%)

Grado de diferenciación

- Bien diferenciado 28 5 (18%) 0,35

- Moderadamente diferenciado 17 2 (12%)

- Pobremente diferenciado 5 2 (40%)

* Test de χ2.



nuestro estudio confirma los hallazgos previamente
descritos por otros autores. La expresión de E-ca-
dherina se ha descrito habitualmente reducida en
los tumores con pobre diferenciación histológica y
con metástasis ganglionares3,4,15. Nosotros hallamos
también una disminución de la expresión en los ca-
sos con metástasis ganglionares y en los casos po-
bremente diferenciados, aunque las diferencias no
fueron significativas. La amplificación del EGFR
también se ha descrito previamente asociada a tu-
mores localmente avanzados, con metástasis gan-
glionares y pobremente diferenciados5,6,12,16, tal co-
mo hallamos en nuestro estudio, aunque tampoco
obtuvimos diferencias significativas, probablemente
por el escaso número de casos con amplificación.

En conclusión, no hemos hallado que la activa-
ción por amplificación del EGFR tenga influencia

en la expresión de la E-cadherina. Ambos meca-
nismos de reducción de la adhesión celular, la dis-
minución de la expresión de la E-cadherina y la
modulación de la interacción de ésta con el citoes-
queleto por parte del EGFR, serían complementa-
rios y sugieren una participación coordinada de
ambas moléculas (E-cadherina y EGFR) en la pro-
gresión tumoral. 
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