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Objetivo: La expresién de la anexina A2 (ANXAZ2) se ha
hallado elevada en varios canceres. Sin embargo, no hay
datos disponibles de la expresion de esta proteina en los
carcinomas epidermoides de cabeza y cuello. El objetivo de
este estudio preliminar es investigar la expresion de la
ANXAZ2 en estos carcinomas.

Material y método: Se analiz6 la expresion de la ANXA2
mediante inmunohistoquimica en muestras incluidas en
parafina de 9 lesiones premalignas y 21 carcinomas epider-
moides de cabeza y cuello.

Resultados: Todas las lesiones con displasia mostraron una
reduccién en la expresion de la ANXA2 respecto al tejido
normal. En contraste, se apreci6 expresion de la ANXA2 en
todos menos uno de los tumores estudiados. La disminu-
cion de la expresion de la ANXA2 en los carcinomas se
correlacioné de forma significativa con una peor diferen-
ciaciéon histoldgica, con tumores de mayor tamafio y con
metéstasis ganglionares.

Conclusiones: Nuestros datos muestran por primera vez
que la ANXA2 se expresa en los carcinomas epidermoides
de cabeza y cuello e indican que su expresion se relaciona
con el grado de diferenciacion de estos tumores.

Palabras clave: Anexina A2. Cancer. Cabeza y cuello. Ex-
presion.

Annexin A2 Expression in Head and Neck Squamous
Cell Carcinoma

Objective: Over-expression of annexin A2 (ANXA2) has
been reported in various cancers. However, no data are
available on the expression of this protein in head and neck
squamous cell carcinomas (HNSCC). The objective of this
preliminary study is to investigate the expression of ANXA2
in these carcinomas.

Material and method: ANXA2 expression was analyzed by
immunohistochemistry in paraffin-embedded sections from
9 patients with premalignant lesions and 21 patients with
HNSCC.

Results: All dysplastic tissues showed significantly reduced
ANXA2 expression compared to normal tissue. In con-
trast, ANXA2 expression was observed in all but one of the
tumours studied. There was a significant correlation of low-
er ANXA?2 expression with a poorer histological differenti-
ation, larger tumours, and nodal metastases.

Conclusions: Our data show for the first time that ANXA2
is expressed in head and neck squamous cell carcinomas
and that its expression seems to be related with the degree
of differentiation status of these tumours.

Key words: Annexin A2. Cancer. Head and neck. Expres-
sion.
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INTRODUCCION

Las anexinas constituyen una familia de proteinas carac-
terizadas por su capacidad de unién a fosfolipidos en pre-
sencia de ion calcio, su susceptibilidad a la fosforilacién y la
desfosforilacién y su capacidad de inhibir la fosfolipasa A2.
Las anexinas humanas pertenecen a la subfamilia A de las
anexinas de los vertebrados, de las que se ha identificado
12 miembros. Se designan con el simbolo ANX seguido de
un sufijo que indica el nimero de la anexina, desde la Al a
la A1l y luego la A13, pues no hay anexina A12. Sus inte-
racciones con otras proteinas y su aparente papel en la trans-
duccién de sefales han permitido implicarlas en los proce-
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sos celulares relacionados con el mantenimiento del citoes-
queleto y su interaccién con la matriz extracelular, el creci-
miento y la diferenciacion tisulares, la inflamacién y la coa-
gulacion de la sangre'. La anexina A2 (ANXA?2) es una de las
anexinas mads jovenes y divergentes, de acuerdo con el ana-
lisis filogenético, de las 12 anexinas humanas? Varias de las
anexinas han sido implicadas en la tumorigénesis, de forma
que la expresién alterada de alguna de ellas se ha asociado
con la transformacion de lineas celulares®, la progresion tu-
moral* y las metdstasis®®. Esto ha indicado que las anexinas
podrian tener un posible papel como supresores tumorales.

La ANXAZ2, cuando se localiza en la superficie celular,
sirve como un receptor o proteina de unién para proteasas
(catepsina B, plasminégeno y activador tisular del plas-
mindgeno) y proteinas de la matriz extracelular (coldgeno
y tenascina C). Se ha propuesto que esta relacién entre pro-
teasas y proteinas de la matriz extracelular a través de la
ANXAZ2 puede facilitar la remodelacién de la matriz extra-
celular en procesos fisiolégicos y patolégicos, como la in-
vasion tumoral’. En este sentido, se ha descrito la sobrex-
presion de la ANXA2 en tumores malignos de cerebro,
pulmén, higado, pancreas, colon y hemdticos*®. Pero tam-
bién se ha descrito la disminucién de la expresion de esta
proteina en el cancer de prostata’®.

Tabla I. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los tumores
estudiados

Caracteristica

Edad (ahos), media (mediana) 59 (61)
Sexo, n (%)

Varones 20 (95)

Muijeres 1(5)
Localizacion, n (%)

Orofaringe 8 (38)

Supraglotis 5(24)

Glotis 3(14)

Hipofaringe 5(24)
Clasificacion pT, n (%)

T1 4(19)

T2 3(14)

T3 9 (43)

T4 5 (24)
Clasificacion pN, n (%)

NO 8 (38)

N1-3 13 (62)
Estadio, n (%)

I 3(14)

Il 2(10)

1l 3(14)

\% 13 (62)
Grado de diferenciacion, n (%)

Bien diferenciado 11 (52)

Moderadamente diferenciado 6 (29)

Pobremente diferenciado 4 (19)
Total, n 21
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La magnitud y la especificidad de los cambios en la ex-
presion de la ANXA2 en varios canceres orientan a su po-
tencial papel en la carcinogénesis y como marcador tumo-
ral. Ya se habia descrito'” la expresién de esta proteina en el
epitelio normal de las vias aerodigestivas superiores, pero
no hay datos disponibles sobre la expresiéon de la
ANXAZ2 en los carcinomas epidermoides de cabeza y cue-
llo (CECC). En este trabajo preliminar analizamos median-
te inmunohistoquimica la expresion de la ANXA2 en un
grupo de lesiones precancerosas y carcinomas invasivos de
faringe y laringe, junto con epitelio normal apareado de
cada paciente, para intentar establecer su potencial papel
en estos carcinomas.

MATERIAL Y METODO

Muestras de tejidos

Se obtuvieron muestras de tejidos quirtrgicos de 21 pa-
cientes consecutivos con carcinomas epidermoides de ca-
beza y cuello y muestras de 9 pacientes con lesiones pre-
malignas de laringe de los archivos de anatomia patolégica
de nuestro hospital, siguiendo las guias del comité de éti-
ca. Los pacientes elegidos para este estudio fueron tratados
en 2001 y tienen un tiempo se seguimiento de por lo menos
2 afios. Se seleccionaron secciones representativas de los te-
jidos para el estudio, y un patélogo confirmé el diagnéstico
de cada lesién. Ninguno de los pacientes habia recibido ra-
dioterapia y/o quimioterapia antes de la intervencién. En
todos los casos habia mucosa histolégicamente normal ad-
yacente al tumor.

Las caracteristicas de los pacientes estudiados y los rasgos
clinico-patolégicos de sus tumores (localizacién, clasifica-
cién pT, clasificacion pN, estadio de la enfermedad y grado
de diferenciacién) se muestran en la tabla I. El estadio de la
enfermedad se determiné después de la reseccion quirtrgi-
ca del tumor, de acuerdo con el sistema TNM de la Unién
Internacional contra el Cancer (6. edicién). El grado histo-
légico fue determinado de acuerdo con el grado de diferen-
ciacién del tumor (clasificacién de Broders). Todos los pa-
cientes eran consumidores habituales de tabaco y alcohol.

La distribucién de los pacientes con lesiones premalignas
segun el diagndstico histolégico fue: hiperplasia/hiperque-
ratosis (4 casos), displasia leve (1 caso), displasia modera-
da (2 casos) y displasia severa/carcinoma in situ (2 casos).

Estudio inmunohistoquimico

Los tejidos fijados con formol e incluidos en parafina se
cortaron en secciones de 4 wm, que se adhiri6 a portaobje-
tos siliconados (ChemMate, Dako, Carpinteria, CA, Esta-
dos Unidos). Se desparafiné las secciones con xileno y se
las hidraté en alcoholes de distinta graduacién segun el
modo convencional. Para la recuperacién del antigeno se
us6 un buffer de citrato calentado 10 min en olla a presion.
La tincién se realiz6 a temperatura ambiente en una esta-
cion automatizada de tincion (TechMate 1000, BioTEK So-
lutions). Los portaobjetos fueron colocados durante 20 min
en medio bloqueador de peroxidasa de hidrégeno al 3% y
luego de 10 min se les permitié reaccionar con el anticuer-
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po monoclonal murino IgG anti-ANXA2 (Zymed Labora-
tories, San Francisco, CA), en dilucién 1:400 durante
30 min. La inmunodeteccion se realiz6 con el sistema Envi-
sion (Envision Plus, Dako, Carpinteria, CA, Estados Uni-
dos) empleando como cromégeno diaminobencidina'®. Se
contrasta la preparaciéon mediante hematoxilina durante
1 min como ultimo paso. Después de la tincién, se deshi-
drat6 los portaobjetos mediante alcoholes de diferente gra-
duacién, segiin el método convencional, y se los mont6 con
un cubreobjetos usando un medio estandar.

Los controles positivos utilizados fueron muestras de
epitelio laringeo normal obtenidas de cirugia no oncol6gi-
ca. También se emplearon controles negativos, que consis-
tieron en muestras en las que se omiti6 el anticuerpo pri-
mario.

Se estudi6 los portaobjetos de forma aleatoria, sin datos
clinicos. La tincién fue predominantemente membranosa.
Dado que la mayoria de las células, cuando eran positivas,
mostraban una tincién intensa, se asigné una puntuacién
basada solamente en el porcentaje de células con tinciéon
membranosa (0 %-100 %). Se contabilizé al menos 500 célu-
las tumorales para cada caso, siguiendo un método este-
reoldgico basado en el muestreo aleatorio sistematico’: en
un area definida de la lesién, se incluy¢ sistematicamente
1 de cada 5 campos de vision consecutivos y se contabiliz6
las células positivas y negativas. Se valoré en cada caso
5 campos de vision, amplificados a 400 veces.

Anailisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 con ayuda del paquete
estadistico SPSS version 8.0. Se compard las medias de las
puntuaciones de tincién dentro de los grupos estratificados
con respecto a pardmetros clinico-patolégicos (clasifica-
cién T, clasificacién N, grado de diferenciacién, localizacién
y recurrencia) y dentro del grupo en conjunto. Para esta
comparaciéon usamos el andlisis de la variancia.

Las curvas de supervivencia fueron calculadas usando el
método de Kaplan-Meier. No se consider6 fallo del trata-
miento las muertes por causas distintas del tumor indice o
sus metdstasis y se las excluy6 del analisis final de la su-
pervivencia especifica para la enfermedad. Las diferencias
entre las curvas de supervivencia fueron analizadas por el
método de rangos logaritmicos. Para analizar el efecto de
la expresion de la ANXAZ2 en la supervivencia, las puntua-
ciones de la tincién fueron dicotomizadas tomando como
punto de corte la mediana. Las curvas de supervivencia de
las puntuaciones por tincion entre los diferentes percentiles
fueron obtenidas antes de la dicotomizacién. Se eligi6 el
punto de corte que proporcionaba una mejor discrimina-
cién entre las curvas de supervivencia. Se consideré esta-
disticamente significativos los valores de p < 0,05.

RESULTADOS

Expresion de la ANXA2 en el epitelio normal

Todas las secciones seleccionadas para el estudio conte-
nian epitelio normal y maligno. Tal como habiamos descri-
to previamente, la expresion de la ANXAZ2 fue detectada en

células de la capa basal y suprabasales del epitelio normal,
con falta de tincién en la mayoria de las capas méas externas
y diferenciadas (fig. 1A). La tincién de la ANXA2 era pre-
ferentemente de localizacién membranosa, aunque alguna
tincion citopldsmica fue apreciada, especialmente en célu-
las de la capa basal. También observamos una fuerte tin-
cién de las células endoteliales y de los fibroblastos.

Expresion de la ANXA2 en lesiones premalignas

Se realiz6 el andlisis inmunohistoquimico de 9 muestras
de lesiones premalignas (distribuidas como se describi6 en
“Material y método”) para determinar si la expresion de la
ANXA2 cambia de forma precoz en la génesis tumoral de
los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello. Todas las
secciones seleccionadas incluian epitelio normal como con-
trol interno. El epitelio hiperplasico mostré el mismo pa-
tron de expresion de ANXA2 que el epitelio normal. Sin
embargo, se detect6 una pérdida de la expresién de la
ANXAZ2 en los tejidos displasicos, en contraste con la fuer-
te sefial de ANXA2 detectada en el correspondiente epite-
lio normal (fig. 1B).

Expresion de la ANXA2 en los carcinomas
epidermoides de cabeza y cuello

Todas excepto 1 de las 21 muestras de tejidos cancerige-
nos estudiadas mostraron algtin grado de expresion de la
ANXA2. Al igual que en el epitelio normal, la ANXAZ2 se
expresaba fuertemente en la membrana celular, mientras
una expresion insignificante se observo en el citoplasma de
las células cancerigenas. Ademads, la ANXA2 se expresaba
débilmente en la estroma fibrosa del tejido tumoral.

La tabla I muestra la correlacion entre la expresion de la
ANXAZ2 y los hallazgos clinico-patolégicos en los 21 tumo-
res examinados. La expresion de esta proteina se correla-
cionaba significativamente con el grado histopatolégico
(p <0,001). De esta manera, la expresiéon de la ANXA2 en
tumores bien diferenciados era mayor que en los tumores
moderada y pobremente diferenciados. Observamos la tin-
cién de la ANXA2 en casi todas las células cancerigenas en
los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello bien dife-
renciados (fig. 1C), mientras que en los carcinomas pobre-
mente diferenciados la mayoria de las células del tumor ex-
hibian una tinciéon negativa (fig. 1D). En contraste con el
epitelio normal, en los tumores bien diferenciados se ob-
servaba también una intensa tincién en la mayoria de las
areas diferenciadas y en las queratinizadas de los tumores.

Ademas, la expresion de la ANXA?2 estaba correlacionada
significativamente con la clasificacién T, mas en estadios
tempranos T (p = 0,023). Hubo diferencias casi significativas
en la media de las puntuaciones de tincién de la ANXA2 en-
tre los tumores con metdstasis y aquellos sin ellas: las pun-
tuaciones mas bajas estaban asociadas con metastasis linfa-
ticas (p = 0,054). Aunque la expresion de la ANXA2 era
mayor en tumores laringeos que en los faringeos, las dife-
rencias no fueron estadisticamente significativas (p = 0,22).

Durante el periodo de seguimiento, en 7 casos se de-
sarrollaron recidivas locales; en 2, recidivas regionales, y en
1, metéstasis a distancia. Los casos que presentaron recidi-
va tumoral (agrupando recidivas locales, regionales y me-
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Figura 1. Analisis inmunohistoquimico de la expresion de la anexina A2. A: epitelio normal (x200). B: epitelio displasico; el lado derecho
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de la imagen muestra una reduccion de la expresion de la anexina A2 respecto al epitelio normal (lado izquierdo) (x50). C: tumor bien

diferenciado (x400). D: tumor pobremente diferenciado (x400).

tastasis a distancia) tenfan una puntuacién menor de tin-
cion de la ANXA2 que los casos sin recidiva. Ademads, se
apreci6 una disminucion de la supervivencia en los casos
con menor expresion de la ANXA2 (fig. 2), pero no signifi-
cativa (long-rank test, p = 0,18), probablemente debido al in-
suficiente niimero de casos analizados.

DISCUSION

Muchos de los complejos fundamentos biolégicos de los
carcinomas epidermoides de cabeza y cuello siguen siendo
poco conocidos, a pesar de los estudios intensivos. Al igual
que otras neoplasias epiteliales, la carcinogénesis de cabeza
y cuello parece desarrollarse a través de un proceso con
multiples pasos que involucra cambios biomoleculares su-
cesivos®. De esta manera, la carcinogénesis epitelial ha sido
dividida en 3 fases de iniciacién, promocién y progresion
que involucra alteraciones genéticas, desregulacion de la
diferenciacion epitelial, proliferacién anormal y efectos re-
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guladores alterados asociados con la anormal expresién de
factores celulares que regulan el crecimiento y el desarrollo.
Identificar las alteraciones moleculares asociadas con estos
eventos podria dar paso a conocer los mecanismos de ini-
ciacién y progresion de las neoplasias y aportar nuevas
herramientas de diagndstico, tratamiento y prevencién.
Las anexinas se hallan comtinmente desreguladas en los
canceres®. La ANXA?2 estd sobrexpresada en una variedad de
tumores y lineas celulares cancerigenas, como los astroci-
tomas cerebrales, el cancer de péancreas, el carcinoma hepato-
celular, el carcinoma pulmonar, el cdncer de mama, el car-
cinoma colorrectal, el linfoma de células B y la leucemia
promielocitica®®®, y se ha encontrado disminuida su expresién
en el carcinoma de prostata'®. Sin embargo, el patrén de ex-
presién de la ANXA2 en la mucosa normal del tracto aerodi-
gestivo superior se ha estudiado sélo en un trabajo previo”,
y no hay datos disponibles respecto a la expresion de esta pro-
teina en los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello.
Como se mencioné en la introduccién, se ha demostrado
que la ANXA2 existe como un mondémero, un heterodime-
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Tabla Il. Expresion de la anexina A2 (ANXA2) en relacién con los hallazgos clinico-patoldgicos

Caracteristica Casos (n) Expresion media de la ANXAZ2 (% células tenidas) IC del 95 % p*
Casos totales 21 58 41-74
Localizacién
Faringe 13 50 28-71 0,22
Laringe 8 71 39-101
Clasificacion pT
T1-T2 7 83 54-111 0,023
T3-T4 14 45 25-64
Clasificacion pN
NO 8 77 52-102 0,054
N1-3 13 46 24-68
Grado de diferenciacion
Bien diferenciado 11 87 74-99 < 0,001
Moderadamente diferenciado 31 7-56
Pobremente diferenciado 4 18 —-15-51

IC: intervalo de confianza.
*ANOVA.

ro con S100A10 o un heterotetrdmero*. La ANXA2 esta
presente en citoplasma celular en forma monomérica (la
cadena pesada de 36 kDa o p36) o en un complejo con la
cadena ligera de 11 kDa (p11), un miembro de la familia de
la proteina S100. La ANXAZ2 tetramérica estd compuesta
por dos copias de la ANXA2 (p36) y dos copias de p11*. La
formacién del heterotetrdmero resulta de la asociacion de
la ANXAZ2 tetramérica con la membrana plasmética. Aun-
que la funcién fisiolégica de la ANXAZ2 no ha sido bien es-
tablecida, quiza participe en la exocitosis dependiente del
calcio, la endocitosis y la adhesién entre células. Ademas,
la ANXA?2 como tetramero en la superficie celular se ha de-
mostrado que sirve como un receptor o proteina de unién
para proteasas (la catepsina B, el plasmindgeno y el activa-
dor tisular del plasmindégeno) y proteinas de la matriz ex-
tracelular (coldgeno y tenascina C). De esta manera, la
ANXA2 como tetrdmero puede participar en varios proce-
sos bioldgicos como la activaciéon del plasminégeno, la
transduccion de sefial mediada por la tenascina C, la adhe-
sion celular y las interacciones célula-matriz extracelular’.

El patrén de expresion de la ANXA2, que es distinto en-
tre epitelio normal, epitelio hiperplasico, epitelio displasi-
co y los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello inva-
sivos, sefiala un papel especifico para esta proteina en la
carcinogénesis de cabeza y cuello. La expresién de la
ANXAZ2 en las células tumorales invasivas estd restringida
principalmente a la superficie celular. Esta ANXA2 asocia-
da a la membrana puede ser la forma tetramérica. Como se
menciond antes, se ha visto que la ANXA2 como tetramero
en la superficie celular es un receptor o proteina de unién
para ligandos polipeptidicos, entre los que se incluye las
proteasas y las proteinas de la matriz extracelular. De esta
manera, la ANXA2 como tetramero aporta uniones estruc-
turales no sélo entre la célula y la matriz extracelular, sino
también entre proteasas y moléculas de la matriz. Se ha se-
flalado que la localizacién de las proteasas y los compo-
nentes de la matriz en la superficie celular a través de la
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Figura 2. Supervivencia de los pacientes en funcién de la expresion
de la anexina A2: por encima de la mediana (linea continua) y por
debajo de la mediana (linea discontinua).

ANXAZ2 como tetrdmero podria facilitar la remodelacion de
la matriz extracelular en procesos fisiol6gicos y patolégi-
cos’. De acuerdo con esa funcién, la sobrexpresion de la
ANXAZ2 y el activador tisular del plasmindgeno se ha de-
mostrado en el cancer de pancreas y se correlaciona con el
potencial invasivo del tumor®. También se encontré que la
sobrexpresion de la ANXA?2 estaba relacionada con la in-
vasividad y con peor pronédstico en los carcinomas colorrec-
tal y gastrico'**. En contraste, se ha relacionado la ANXA2
con la supresion tumoral y la inhibicién de la migracion ce-
lular en el cancer de préstata’®. Nosotros mostramos que la
mayor expresion de ANXAZ2 se da en los casos més dife-
renciados y menos invasivos. Los tumores pobremente di-
ferenciados y mds invasivos muestran la menor expresién
de la proteina. Ademds, una menor expresiéon de la
ANXAZ2 se ha correlacionado con estadios tumorales avan-
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zados, metdstasis linfaticas y menor supervivencia. Toma-
dos juntos, estos hallazgos indican que una reducida, en
vez de elevada, expresion de la ANXA2 se relaciona con la
invasividad en el cancer de cabeza y cuello. Estos resulta-
dos concuerdan con datos recientes de que la expresién de
la ANXAZ2 esta disminuida en el carcinoma escamoso eso-
fagico, y esta disminucién de expresién tiene relacién con
tumores moderada y pobremente diferenciados®.

Nuestros resultados hacen preguntarse si los cambios en
la expresion de la ANXAZ2 tienen un papel etiolégico en la
carcinogénesis de cabeza y cuello o son mera consecuencia
de cambios en el indice proliferativo o estados de diferen-
ciacién de los tumores. La pérdida de expresion de esta
proteina en el epitelio displésico y algunos carcinomas epi-
dermoides de cabeza y cuello presumiblemente sea una
consecuencia, mas que un factor etiolégico, y esto se corre-
laciona con la pérdida de la diferenciacién epitelial y la
proliferacién anormal inherente a la tumorigénesis. Nues-
tra observacién de que una expresién reducida de esta
proteina estd estrechamente relacionada con cambios histo-
logicos (p. €j., alteraciones en la diferenciacion y la proli-
feracion) apoyan esta idea. Sin embargo, en el epitelio nor-
mal de cabeza y cuello, la expresiéon de la ANXA2 se
detect6 sélo en las capas de epitelio menos diferenciadas y
proliferativas (basal y suprabasales). Es interesante que los
patrones de expresion de la ANXA2 observados en el epi-
telio normal y en los carcinomas sean similares a los des-
critos de algunas moléculas de adhesiéon tales como la
E-cadherina®. Esto apunta a que la ANXA2 podria tener
una funcién en la adhesion celular del epitelio del tracto
aereodigestivo superior. Esto también explicaria la relacién
entre la disminucion de la ANXA2 en los carcinomas poco
diferenciados y con metéstasis.

En resumen, en este estudio preliminar hemos descrito
por primera vez que la ANXAZ2 se expresa en la membrana
celular de los carcinomas de cabeza y cuello, pero no en el
epitelio displdsico, y nuestros resultados indican que la
ANXAZ2 podria tener un importante papel en la diferencia-
cién celular escamosa. Estudios adicionales para establecer
el papel patogénico de esta proteina en los carcinomas epi-
dermoides de cabeza y cuello estdn en curso.
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