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1. INTRODUCCION *2

Los carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello surgen en la mucosa de la
cavidad oral, nasofaringe, orofaringe, hipofaringe, laringe y fosas nasales. Esta mucosa
esta tapizada por un epitelio escamoso poliestratificado, de manera que las neoplasias
malignas desarrolladas se denominan genéricamente como carcinomas de células

escamosas de cabeza y cuello (CCECC).

En cuanto a la cavidad oral, el carcinoma de células escamosas es el tipo mas comun,

y se estima que constituye mas del 90% de todas las neoplasias malignas orales.

1.1. ANATOMIA DE LA CAVIDAD ORAL

Segun el American Joint Committee on Cancer Staging-Union Internationale Contre
le Cancer (AJCC-UICC/2017), la cavidad oral se extiende desde la union de la piel
con los labios hasta la union del paladar duro con el paladar blando (limite superior) y
la linea de las papilas circunvaladas de la lengua (limite inferior). La cavidad oral se
puede subdividir en ocho areas: labios, mucosa oral, encia superior, encia inferior,
trigono retromolar, paladar duro, suelo de la boca y 2/3 anteriores de la lengua
(Figural).

Posterior a la cavidad oral se encuentra la orofaringe, que se extiende desde el plano
del paladar duro hasta el plano del hueso hioides, separandose de la cavidad oral
mediante la unién del paladar duro con el blando (limite superior), la linea de las
papilas circunvaladas (limite inferior) y los pilares anteriores de las amigdalas
palatinas (limite lateral). Comprende la base de la lengua, las amigdalas palatinas, los
pilares anteriores y posteriores de las amigdalas palatinas, paladar blando, tuvula y

paredes posteriores faringeas (Figura 2).

La cavidad oral y la orofaringe, a pesar de ser contiguas, se consideran dos entidades

diferentes.
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Figura 1. Diagramas que ilustran la relacion entre las localizaciones de la cavidad oral. La cavidad oral se

divide en labios, mucosa oral, encia superior, encia inferior, trigono retromolar, paladar duro, suelo de la boca y

2/3 anteriores de la lengua. *
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Figura 2. Diagramas que ilustran la relacion entre las localizaciones de la orofaringe. La orofaringe se divide
en base de la lengua, amigdalas palatinas, pilares anteriores y posteriores de las amigdalas palatinas, paladar

blando, vula y paredes posteriores faringeas. !

1.2. EPIDEMIOLOGIA
1.2.1. Evolucion historica

El CCECC “clasico” esta fuertemente relacionado con el alcohol y el tabaco, por lo
que en los hombres su mortalidad habia ido en aumento hasta que con los cambios de

habitos la mortalidad comenzo a reducirse (Figura 3).

En cambio, en las mujeres la mortalidad era menor hasta que los cambios de habitos

hicieron aumentar de manera gradual su mortalidad (Figura 4).
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Figura 3. Mortalidad en Espaia del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (CCECC). Hombres,

1975-2018, tasa cruda de mortalidad. Fuente: http://ariadna.cne.isciii.es
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Figura 4. Mortalidad en Espaiia del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (CCECC). Mujeres,

1975-2018, tasa cruda de mortalidad. Fuente: http://ariadna.cne.isciii.es
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La mortalidad por CCECC en Espafia en los Gltimos afios se ve reflejada en la Tablal,
y la incidencia estimada para el afio 2021 es de 8188 casos, de los cuales 5725 serén

varones y 2463 mujeres.®

Sexo | Ario | Defunciones
Mujeres 2017 619
2018 660
Hombres 2017 1831
2018 1743
Sexo | Afio | Tasa cruda de mortalidad
Mujeres 2017 2.61
2018 2.77
Hombres 2017 8.02
2018 7.61

Tabla 1. Mortalidad en Espafia del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (CCECC). Los
hombres resultan méas afectados que las mujeres. Los Ultimos datos publicados en el Instituto de Salud Carlos IlI

(ISCIII) datan del 2018. Fuente: http:/ariadna.cne.isciii.es

1.2.2. Guipuzcoa

Guipuzcoa cumple el mismo patron epidemiolégico de Espafia, donde queda patente
que, aungue la mortalidad es mayor en los hombres, los cambios de héabitos de la
sociedad hacen disminuir la mortalidad masculina (Figura 5) y aumentar la femenina
(Figura 6).
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Figura 5. Mortalidad masculina del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (CCECC) en
Guipuzcoa. En los hombres, la mortalidad estd disminuyendo. 1975-2018, numero de defunciones. Fuente:

http://ariadna.cne.isciii.es
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Figura 6. Mortalidad femenina del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (CCECC) en
Guipuzcoa. En las mujeres, la mortalidad estd en aumento. 1975-2018, numero de defunciones. Fuente:

http://ariadna.cne.isciii.es
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La mortalidad por CCECC en Guipuzcoa en los Gltimos afios se ve reflejada en la
Tabla 2.

Sexo | Ao | Defunciones
Mujeres 2017 7
2018 17
Hombres 2017 33
2018 36
Sexo | Ao | Tasa cruda de mortalidad
Mujeres 2017 1.92
2018 4.65
Hombres 2017 9.57
2018 10.42

Tabla 2. Mortalidad en Guiptizcoa del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (CCECC). Los
hombres resultan mas afectados que las mujeres. Los Ultimos datos publicados en el Instituto de Salud Carlos Il
(ISCIII) datan del 2018. Fuente: http:/ariadna.cne.isciii.es

1.3. ETIOLOGIA

Los carcindgenos quimicos mas relevantes sin duda alguna son el tabaco y el alcohol.
La conexion entre estos dos carcindgenos con el carcinoma oral de células escamosas
(COCE) ha quedado claramente establecida mediante numerosos estudios. El tabaco y
el alcohol actdan de manera carcindgena per se, pero tienen un efecto sinérgico cuando
se combinan. Se estima que el 75% de los canceres orales estdn asociados a la
exposicion prolongada y abusiva del tabaco y el alcohol. Un consumo abusivo de estas

dos substancias produce un riesgo 35 veces mayor de desarrollar un COCE.*

En el mundo occidental el tabaco se consume de manera inhalada (fumado), tanto en
cigarrillo como en pipa, y ambos modos producen un riesgo similar para el cancer oral.
Ciertas variantes de tabaco inhalado (bidi, chutta) producen un riesgo mayor para
desarrollar un cancer oral, ya que la ingesta de los carcindgenos es mayor que con los
cigarrillos.> En muchas otras partes del mundo, el tabaco no es inhalado sino mascado
(por ejemplo, con el buyo). Tanto en el tabaco inhalado como en el mascado, el riesgo
depende de la dosis y del tiempo de exposicion. Por todas estas diferentes
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presentaciones, el COCE no se limita exclusivamente a los paises occidentales, sino
que también afecta a los paises en vias de desarrollo.

El segundo carcindgeno mas importante es el alcohol. Un consumo >30g/dia aumenta
linealmente el riesgo de cancer. Todas las formas de bebidas alcohélicas son peligrosas

si son consumidas en exceso.

El relativamente reciente descubrimiento del Virus del Papiloma Humano (VPH)
como causante de carcinomas ha supuesto un cambio en la epidemiologia y patogenia
de los CCECC. El VPH es raramente detectado en el COCE, pero es un importante
factor etioldgico en el carcinoma de la orofaringe, concretamente en las amigdalas
palatinas y en la base de la lengua. La exposicion del VPH aumenta el riesgo de cancer
de orofaringe, incluso en individuos que no consumen ni tabaco ni alcohol; lo que

sugiere dos vias distintas de carcinogénesis (tabaco y alcohol versus VPH).

Ademaés de los factores de riesgo mencionados anteriormente, cabe destacar que la
radiacion ultravioleta fomenta el cancer labial, especialmente en el labio inferior y en
sujetos de tez clara. Esta propension se atribuye a la falta de pigmentacion que protege

contra la radiacion UV.

Por ultimo, se han descrito carcinomas desarrollados en lugares de traumatismos

repetidos causados por dientes rotos o prétesis dentarias mal disefiadas.

Por todo lo mencionado, es importante abandonar el tabaco y el alcohol (cancer oral),
evitar la exposicion solar (cancer labial) y mantener una adecuada higiene oral y
denticién (cancer oral) para prevenir la aparicion de carcinomas orales de células

escamosas, ya que no existe ningun sistema de cribado validado.

1.4. CLINICA

La mayoria de los COCEs ocurren entre la sexta y octava década de la vida, con una
mediana de 66 afos al diagndstico. Afecta mas a hombres, aunque la brecha entre

Sexos es cada vez menor.

Los carcinomas asintomaticos en fases tempranas se presentan tipicamente como

leucoplasias, y en su defecto como eritroplasias (ambas se consideran lesiones



premalignas). Las leucoplasias son lesiones blanquecinas de la mucosa oral, y al
microscopio se pueden observar diferentes alteraciones, desde hiperplasia hasta
carcinoma in situ (CIS). Las leucoplasias con criterios histologicos de alto riesgo como
displasia severa o CIS tienen un alto riesgo de transformacion maligna. En cambio, las
lesiones sin displasia o con leve displasia -que son la mayoria- son las que plantean el
mayor dilema en cuanto al manejo para los clinicos, ya que solo un pequefio porcentaje
de lesiones progresara hacia el cancer.® En cuanto a las eritroplasias, en el 50% de los
casos ya hay un carcinoma invasivo en su interior, por lo que la eritroplasia, aunque

menos habitual, es més indicativa de carcinoma que la leucoplasia.

Sin embargo, el paciente tipico presenta una Ulcera indurada y no dolorosa de meses
de evolucion, y la lesion suele tener 2 centimetros de diametro cuando la enfermedad
toma personalidad. Dicha Ulcera es solo la punta del iceberg ya que la afectacion suele

ser extensa.

En la cavidad oral los lugares mas habituales para el carcinoma de células escamosas
son el suelo de la boca y la lengua oral. Ambas localizaciones constituyen mas del
60% de todos los canceres orales (excluyendo los labios). En el suelo de la boca, el
72% de los casos ocurren al lado del frenillo lingual. En la lengua oral el 75% de los
casos ocurren en el tercio medio del borde lateral.

A medida que el carcinoma avanza, la enfermedad se vuelve sintomética, con
sensacion de incomodidad, dolor, sialorrea o hemorragia. Cuando afecta a la lengua
oral, puede haber disartria. Un tercio de los pacientes presenta pérdida de peso al
diagndstico. Es habitual encontrar afectacion ganglionar y normalmente suelen ser los
niveles ganglionares | y Il de la region cervical (submandibular y cadena yugular alta,
respectivamente). Si las lesiones se encuentran cerca de la linea media, puede haber

diseminacion ganglionar contralateral.

La presencia de metastasis no es lo habitual, pero el COCE se caracteriza por la alta

tasa de recurrencias locales.



1.5. TRATAMIENTO

La base del tratamiento es la cirugia, y la ausencia de bordes afectos es un importante
factor pronoéstico. Cuando se detecta en estadios avanzados, suele ser necesario el

tratamiento perioperatorio (radioterapia y/o quimioterapia).

1.6. SUPERVIVENCIA

A dia de hoy, la supervivencia del COCE sigue siendo baja (Tabla 3), y los factores
prondsticos se basan en las caracteristicas clinicas e histologicas como el tamafio
tumoral (T), la infiltracion maxima (IM), la afectacion ganglionar (N), la extension
extranodal (EEN), el estado de los margenes quirdrgicos, la presencia de invasion

perineural y la histologia del tumor.

Suelo de la boca Lengua oral
Afectacion Supervivencia 5 afos Afectacion Supervivencia 5 afios
Local 76% Local 82%
Regional 38% Regional 68%
Distancia 20% Distancia 40%
En conjunto 51% En conjunto 67%

Tabla 3. Supervivencia a los 5 afios de las localizaciones mas habituales del carcinoma oral de células
escamosas (COCE). Tasas de supervivencia a los 5 afios del COCE, concretamente del suelo de la bocay de la
lengua oral. Basado en diagnosticos entre 2010 y 2016. Afectacion local: sin diseminacion ganglionar (NO).
Afectacion regional: con diseminacion ganglionar (N+). Afectacion a distancia: presencia de metéstasis (M1).

Afectacion en conjunto: supervivencia a 5 sin importar el grado de diseminacién al diagnéstico.”

El TNM se adjunta en la siguiente pagina, en la Tabla 4.



Tx
Tis
T
T2

T3

T4a (labio)

T4a (cavidad oral)
T4b

Tumor primario (T)

No se puede evaluar el tumor primario.
Carcinoma in situ.
Tumor < 2cm e IM < 5mm.

Tumor < 2cm e IM >5mm pero <10mm o
tumor > 2cm pero < 4cm e IM <10mm.

Tumor > 4cm o IM >10mm.
Invasion de hueso, nervio alveolar inferior, suelo de la boca y/o piel de la cara.
Invasién de mandibula, senos nasales o piel de la cara.

Invasion de muasculos y huesos que conforman la boca o base de craneo y/o
arterias internas.

Afectacion de ganglios linfaticos (N)

Nx No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales.
NO No hay evidencia de cancer en los ganglios linfaticos regionales.
N1 Un solo ganglio linfatico ipsilateral < 3cm. No hay EEN.
N2a Un solo ganglio linfatico ipsilateral < 3cm, pero hay EEN o
un solo ganglio linfatico ipsilateral > 3cm pero <6¢m, y no hay EEN.
N2b Mas de un ganglio linfatico ipsilateral y ninguno mide >6cm. No hay EEN.
N2c Mas de un ganglio linfatico contralateral o bilateral y ninguno mide >6¢m. No
hay EEN.
N3a Ganglios linfaticos >6 cm. No hay EEN.
N3b Hay EEN en un ganglio ipsilateral y mide >3cm o
hay EEN en un ganglio contralateral que mide < 3cm o
afectacion de muchos ganglios linfaticos y al menos 1 tiene EEN.
Metastasis (M)
MO Sin evidencia de metéstasis.
M1 Presencia de metastasis.
Estadio | T1,NO, MO Estadio IVA T4a, N1, MO
Estadio Il T2, NO, MO T1aT4a, N2, MO
Estadio Il T3, NO, MO Estadio IVB Cualquier T, N3, MO
T1aT3,N1, MO T4b, cualquier N, MO
Estadio IVC Cualquier T, cualquier N, M1

10

Tabla 4. 82 edicién de la clasificacién TNM del carcinoma oral de células escamosas (COCE). Los cambios

mas importantes son la incorporacion de caracteristicas patologicas como la infiltracién maxima (IM) en el apartado

del tumor primario (T) y la incorporacion de la extension extranodal (EEN) en el apartado de la afectacion
ganglionar (N). AJCC-UICC, 2017.
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1.7. GENETICA

Las mutaciones méas importantes en el COCE son en los genes supresores de tumores
TP53 (72% de los tumores, codifica el p53) y CDKN2A (22% de los tumores, codifica
el p16). El inico oncogén mutado con relevancia es el PIK3CA (~14% de los tumores,
codifica el PI3K). Asi, mientras que en otros tumores sélidos las mutaciones en
protooncogenes suelen conllevar a la malignizacion, el COCE se caracteriza por la
pérdida de genes supresores de tumores, siendo especialmente relevante la mutacion
del TP53.8:°

Ademas, los polimorfismos genéticos involucrados en el metabolismo de las
substancias carcindgenas como el alcohol y el tabaco se asocian a la predisposicion
individual. Esto explicaria la relacion entre la susceptibilidad individual al dafio

genético y el cancer.

1.8. MICROAMBIENTE TUMORAL

Las células cancerigenas estan infiltradas por células del sistema inmune, creando
el denominado microambiente tumoral. Aunque el carcinoma oral de células
escamosas se caracteriza por ser un tumor muy inmundgeno, no siempre se
observa una respuesta inmune efectiva.® Recientes investigaciones revelan que las
células cancerigenas son capaces de escapar del control inmunoldgico mediante
diferentes mecanismos; las interacciones que surgen entre las células cancerigenas y
las células infiltrantes del sistema inmune protegen al cancer del control inmunoldgico,
fomentando su propagacion.’! El grado de infiltrado inflamatorio peritumoral varia
dependiendo de las caracteristicas del tumor y de la respuesta inmune del individuo.

Los individuos con alteraciones o déficits inmunoldgicos son propensos a desarrollar
neoplasias, por lo que se podria utilizar la actividad inflamatoria como factor
pronostico, ya que cuanto menor es la infiltracion inflamatoria, mayor es el riesgo de

afectacion ganglionar o metastasis.?

Las células tumorales, los fibroblastos y las células del sistema inmunol6gico forman

parte del complejo y heterogéneo microambiente tumoral. Por un lado, tanto las
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celulas tumorales como los fibroblastos secretan factores de crecimiento y citoquinas
que reclutan las células endoteliales, estimulan la angiogénesis, aseguran el aporte
sanguineo al tumor y promueven el patrén inmunosupresivo de las células
inmunoldgicas. Ademas, en las células tumorales se encuentra sobreexpresado el
ligando de muerte programada-1 (PD-L1), atenuando la actividad citolitica de los
linfocitos T y escapando asi del control inmunoldgico;1% 13 es por esto que a dia de hoy
el eje PD-L1/PD-1 es un objetivo sometido a estudio y se estdn desarrollando

inhibidores de dicho eje para aplicarlos como oncoterapia.

Por otro lado, se encuentran las células del sistema inmunoldgico, formado por los
linfocitos infiltrantes del tumor (linfocitos T y B, también Ilamados TILs por las
siglas de tumor infiltrating lymphocytes) y por las células del linaje mieloide
(macrofagos, neutrofilos, células dendriticas y células mieloides supresoras). La

mayor defensa anti-tumoral la realizan los linfocitos T citotoxicos o CD8+.1

La tolerancia o actividad citolitica hacia las células tumorales depende mucho del
perfil de las células inmunoldgicas. Niveles altos de TILs han sido relacionados con
mejores resultados en diferentes carcinomas, pero este resultado depende mucho del
patron de las células inmunes, es decir, si predomina un perfil anti-tumoral o un perfil

inmunosupresor. 1

1.9. OBJETIVOS

El principal objetivo de este Trabajo de Fin de Grado es analizar el perfil del
infiltrado inflamatorio peritumoral en el carcinoma oral de células escamosas
(COCE) y analizar su relacién con el pronéstico, ademés de la relacion con otras

caracteristicas clinico-histologicas.

Obijetivos secundarios serian correlacionar las caracteristicas histopatoldgicas entre si,

con las caracteristicas clinicas y con el prondstico.
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2. MATERIAL Y METODOS

El presente estudio es un andlisis retrospectivo de 10 casos (n=10) con diagnostico de
carcinoma oral de células escamosas. Todos los diagndsticos se realizaron en 2015 y
las cirugias de reseccion se llevaron a cabo entre febrero y noviembre del mismo afio.
Los tumores fueron tratados en el Hospital Universitario de Donostia (HUD) por los

Servicios de Otorrinolaringologia y Cirugia Maxilofacial.

Se incluyeron muestras de tumores primarios con diagnostico de carcinoma oral de
células escamosas, pacientes tratados sin neoadyuvancia y pacientes con historia
clinica completa y accesible. Los criterios de exclusion incluyeron aplicacion de
quimioterapia o radioterapia preoperatoria, historia clinica incompleta, cualquier

localizacion no comprendida como cavidad oral y recurrencias locales.

2.1. ANALISIS CLINICO

Variables clinicas analizadas | n=10
Edad
Los datos clinicos anonimizados se obtuvieron 260 9
<60 1
mediante el programa informatico Osabide Global | Sexo
. . . ., Masculino 9
del Servicio Vasco de Salud/Osakidetza y se analizd Femenino 1
la edad, el sexo, el tabaquismo, el consumo diario de Tabsaico 5
alcohol, la localizacion dentro de la cavidad oral, el Alc’;‘r‘]’ol 2
estadio, la necesidad de adyuvancia y el prondstico Si 9
No 1
(Tabla 5). Localizacion
Lengua oral 8
A excepcion de la localizacion, las variables se Suelo de la boca 1
) ] . Trigono retromolar 1
dicotomizaron. Se agruparon los fumadores activos y 10s | Estadio
. . Temprano (I + 1) 5
que lo habian sido, los bebedores actuales y los que lo Avanzado (Ill + IV) 5
habian sido, y el pronéstico se consideré favorable si los Ne%eSidad de adyuvancia
i 5
pacientes seguian vivos a los 5 afios del diagnostico o si No 5
no hubo recidiva (aunque fallecieran, se les incluy6 en | Fronostico
Favorable 5
este grupo si la causa de la muerte fue ajena al tumor). Los Desfavorable o

. . . Tabla 5. Variables clinicas
pacientes fallecidos por el tumor o con recidiva S€ analizadas en el estudio. Tamaiio de

catalogaron como pacientes con pronéstico desfavorable, '@ muestra =10 (n=10).
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2.2. ANALISIS HISTOLOGICO

Los bloques con el tejido tumoral se obtuvieron de los archivos del Servicio de
Anatomia Patoldgica del HUD, se procesaron en laminas de 3 um y se tifieron con
hematoxilina-eosina de manera rutinaria. Las muestras histoldgicas se evaluaron

conjuntamente por el autor y su tutor.

Se analizo la diferenciacion tumoral, el grado de infiltrado inflamatorio peritumoral y

la presencia de invasion vascular o perineural.

La diferenciacion tumoral se dividié segun la International Classification of Diseases for

Oncology (ICD-0/2000), mismo método que utilizaron Vieira et al. ! en su estudio (Figura 7):

- Carcinoma oral de células escamosas bien diferenciado
- Carcinoma oral de células escamosas moderadamente diferenciado

- Carcinoma oral de células escamosas indiferenciado

Figura 7. Diferenciacion tumoral. Imagen A: COCE bien diferenciado. Imagen B: COCE moderadamente

diferenciado. Imagen C: COCE indiferenciado. Fotos de autor.
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El infiltrado inflamatorio peritumoral se clasifico semicuantitativamente, siguiendo el

mismo patrén que Affonso et al.'3 (Figura 8):

- Grado 0: cuando no o escasamente se identificaron células inflamatorias
(linfocitos, células plasmaticas, macrofagos) en la interfase entre el tumor
invasivo y el estroma

- Grado 1: cuando menos del 50% de la interfase entre el tumor invasivo y el
estroma estaba infiltrada por células inflamatorias

- Grado 2: cuando el infiltrado inflamatorio estaba presente en mas del 50%
pero menos del 75% de la interfase entre el tumor invasivo y el estroma

- Grado 3: cuando la respuesta inflamatoria estaba presente en mas del 75% de

la interfase entre el tumor invasivo y el estroma

2.3. ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO

anti-CD8 | Deteccion de linfocitos T citotéxicos (Tc)

anti-CD4 | Deteccion de linfocitos T helpers (Th)

anti-Ki67 | Deteccion de proliferacion celular. EI Ki67 es una proteina expresada en las
fases activas del ciclo celular (fase tardia de G1, S, G2 y mitosis) y su deteccion
sirve como marcador de proliferacién celular.

Tabla 6. Marcadores inmunohistoquimicos y su deteccion.

El analisis inmunohistoquimico de los linfocitos T CD8+ y CD4+ y del marcador de
proliferacion celular Ki67 (Tabla 6) se realizd6 mediante anticuerpos monoclonales
primarios de conejo anti-CD8 (SP57), anti-CD4 (SO35) y anti-Ki67 (30-9)
respectivamente. Se utiliz6 un inmunotintor automatico Ventana Benchmark ULTRA
y la deteccién de dicha tincién se realiz6 con el ultraView Universal DAB Detection
Kit. Todos los productos mencionados pertenecen a la marca Ventana Medical

Systems, Inc.

Las células positivas en la inmunohistoquimica fueron contadas manualmente en 10
campos de gran aumento en zonas representativas del tumor. Se realizo el contaje de
linfocitos T CD8+ y CD4+ tanto en nidos tumorales como en el estroma de la

interfase entre el tumor y el tejido sano.

En cuanto al Ki67, se realiz6 una estimacion semicuantitativa del area mas

representativa (Figura 9).
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Figura 8. Infiltrado inflamatorio peritumoral. Las zonas de tumor estdn marcadas con estrellas blancas y las
flechas negras sefialan la inflamacion peritumoral. Imagen A: la inflamacién esta practicamente ausente (grado
0). Imagen B: se puede apreciar que la inflamacién es escasa (grado 1). Imagen C: se muestra la abundante

inflamacién peritumoral (grado 2). Imagen D: el tumor esta rodeado de células inflamatorias. Fotos de autor.

Figura 9. Inmunohistoquimica de CD4+, CD8+ y
Ki67. Fotos de autor.
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2.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se analizaron con el programa estadistico SPSS version 22 de la
marca IBM Corporation. Todos los test realizados fueron no paramétricos debido al
tamano del estudio. Los resultados se consideraron estadisticamente significativos si
p < 0.05.

Para analizar la asociacion entre variables cuantitativas se utilizo el coeficiente de
correlacion de Spearman; para analizar la asociacion entre variables ordinales se
utilizé el Tau-c de Kendall; con la U de Mann Whitney se analizaron las variables
dicotdmicas con las cuantitativas u ordinales y con la prueba de Kruskal-Wallis se

analizaron las variables policotdmicas con las cuantitativas u ordinales.

2.5. CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio se llevd a cabo respetando las normas recogidas en la Declaracion de
Helsinki y con la aprobacion del Comité de Etica de la Investigacion (CEI) del Area

Sanitaria de GuipUzcoa. Se adjunta copia del permiso en el Anexo.

RECUERDO DE SIGLAS UTILIZADAS Y DE CARACTERISTICAS ANALIZADAS

COCE Carcinoma oral de células escamosas
TILs Linfocitos infiltrantes del tumor. Pueden ser tanto linfocitos T como linfocitos B.
En nuestro estudio, los TILs analizados son:

- Linfocitos T CD8+ en nidos tumorales

- Linfocitos T CD8+ en el estroma de la interfase

- Linfocitos T CD4+ en nidos tumorales

- Linfocitos T CD4+ en el estroma de la interfase

- Ratio CD8+ en nidos / CD8+ en estroma (ratio CD8+)

- Ratio CD4+ en nidos / CD4+ en estroma (ratio CD4+)
Diferenciacion Diferenciacion tumoral.
- COCE bien diferenciado
- COCE moderadamente diferenciado
- COCE indiferenciado
Grado de inflamacién Grado del infiltrado inflamatorio peritumoral.
- Grado 0
- Grado1
- Grado 2
- Grado 3
Proliferacion celular indice de proliferacién celular, expresado por el porcentaje de Ki67.




3. RESULTADOS

3.1. ANALISIS DE LOS TILs

Los TILs infiltraron tanto los nidos
tumorales como el estroma. Se encontraron
mas TILs en el estroma que en los nidos
tumorales (con una media de 56 + 26 CD8" y
57 £ 17 CD4" en estroma versus 20 + 19 CD8*
y 20 £ 13 CD4" en nidos) (Tabla 7).
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Media | D.S.
CD8+ nidos 20 +19
CD8+ estroma 56 +26
CD4+ nidos 20 +13
CD4+ estroma 57 +17

Tabla 7. Media de los TILs estudiados. Se

adjunta la media y la desviacién estandar.

Aunque se aprecio que la media de la infiltracion de CD8+ en nidos, CD8+ en estroma

y CD4+ en estroma era mayor cuando el prondstico fue favorable (Tabla 8), ninguno

de los datos fue estadisticamente significativo (adjuntado a posteriori).

Prondstico | Media | D.S.
CDB8+ nidos Favorable 26 +22
Desfavorable 13 +15
CDB8+ estroma Favorable 67 + 30
Desfavorable 42 +12
CD4+ nidos Favorable 20 +12
Desfavorable 20 + 16
CD4+ estroma Favorable 61 +22
Desfavorable 51 +7

Tabla 8. Media de los TILs estudiados, segun el pronéstico. Se adjunta la media y la desviacién estandar. Se

puede apreciar que cuando el pronéstico fue favorable, la media de los linfocitos T CD8+ en nidos y en estroma y

CD4+ en estroma fue mayor que cuando el pronostico fue desfavorable; en cambio, no se aprecia ninguna

diferencia en la media de los CD4+ en nidos. Se adjunta la media y la desviacion estandar.

Después, se analizo la correlacion de los TILs entre si. No se encontrd correlacion

alguna entre los linfocitos T CD8+ en estroma y en nidos (p 0.079), ni entre los

linfocitos T CD4+ en estroma y en nidos (p 0.831), ni entre los linfocitos T CD8+ y

CD4+ en nidos (p 0.354). El ratio CD8+/CD4+ tampoco fue significativo (p 0.154).

La dnica relacion estadisticamente significativa encontrada fue entre los

linfocitos T CD8+ y CD4+ en el estroma, lo que significa que cuanto mayor es la
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infiltracion por linfocitos T CD8+ en el estroma, también es mayor la infiltracion

por linfocitos T CD4+ en el estroma (p 0.007) (Figura 10, Tabla 9).
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p
CD8+ estroma CD8+ nidos 0.079
CD4+ estroma CD4+ nidos 0.831
CD8+ estroma CD4+ estroma 0.007
CD8+ nidos CD4+ nidos 0.354
Ratio CD8+ Ratio CD4+ 0.154

Tabla 9. Correlacion de los TILs entre si. Cuando aumenta la infiltracion de los linfocitos T CD8+ en el estroma,

también aumenta la infiltracién de linfocitos T CD4+ en el estroma.

Finalmente, se observé que ningun subgrupo de TILs tuvo impacto alguno en el

prondstico, el estadio, la invasion perineural, la diferenciacion, el grado de inflamacion

o la proliferacién celular (p > 0.05 en todos) (Tabla 10).

p p p
CD8+ nidos 0.176 0.268 0.557
CD8+ estroma 0.176 0.219 0.659
CD4+ nidos Pronostico 1.00 Estadio 0.142 Infiltracion 0.143
CD4+ estroma 0.140 0.176 perineural 0.240
Ratio CD8+ 0.221 0.806 0.558
Ratio CD4+ 1.00 0.462 0.242

p P p
CD8+ nidos 0.441 0.3 0.491
CD8+ estroma 0.558 0.184 0.361
CD4+ nidos Diferenciacion 0.444 Infiltracién 0.615 Kie7 0.129
CD4+ estroma 0.619 inflamatoria 0.102 0.589
Ratio CD8+ 0.866 0.675 0.264
Ratio CD4+ 0.733 0.931 0.069

Tabla 10. Comparacién de subgrupos de TILs con el pronéstico, el estadio tumoral, la infiltracién

perineural, la diferenciacion tumoral, el grado de infiltrado inflamatorio peritumoral y el indice de

proliferacién celular. Ninglin subgrupo de TIL se correlacion6 con las variables estudiadas.

3.2. ANALISIS DE LAS CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS Y CLINICAS

Después de analizar los TILs, se analizaron las caracteristicas histoldgicas entre si.

No se reconoci0 asociacion entre la diferenciacién tumoral y el grado de inflamacion

(p 0.738) ni entre el grado de inflamacion y la proliferacion celular (p 0.625). En
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cambio, se observo que cuanto mas indiferenciado era el COCE, mayor era el

indice de proliferacion celular (p 0.015) (Figura 11).

40

30

Bien diferenciado  Moderadamente diferenciado Indiferenciado
Diferenciacion tumoral del COCE

Figura 11. Correlacién entre la diferenciaciéon tumoral y el indice de proliferacion celular. Cuando la
diferenciacion tumoral es menor (COCE indiferenciado), el indice de proliferacion celular (medido por la expresion
del Ki67) es mayor; cuando la diferenciacién tumoral es mayor (COCE bien diferenciado), el indice de proliferacion

celular es menor.

Por otra parte, ni la diferenciacion tumoral, ni el grado de infiltrado inflamatorio
peritumoral, ni el indice de proliferacion celular mostraron relacion con el pronostico
(p 0.606, p 0.196 y p 0.595, respectivamente). Dicho de otra manera, los carcinomas
bien diferenciados no tuvieron un pronéstico mas favorable (o en su defecto, los
indiferenciados un peor pronostico); cuando el grado de infiltrado inflamatorio
peritumoral fue mayor, el prondstico no fue mejor; y por dltimo, los tumores con bajo

un indice de proliferacion celular no tuvieron un pronéstico mas favorable.

Finalmente, se analizaron las caracteristicas clinicas (tabaco, alcohol, edad y sexo) y
la invasién perineural con las caracteristicas histoldgicas (diferenciacién, grado de

inflamacion, Ki67), y no se establecid ninguna relacion (Tabla 11).
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P p
Diferenciacion 0.085 Diferenciacion 0.872
Tabaco Inflamacion 0.472 Alcohol Inflamacion 0.106
Ki67 0.478 Ki67 0.690
Diferenciacion 0.830 Diferenciacion 0.053
Edad Inflamacion 0.857 Sexo Inflamacion 0.151
Ki67 0.156 Ki67 0.214
Invasion Diferenciacion 0.747 Diferenciacion 0.519
perineural Inflamacién 0.281 Estadio Inflamacion 0.013
Ki67 0.790 Ki67 0.915
Tabla 11. Analisis de relaciones.
La Unica relacion demostrada fue entre el estadio tumoral (temprano, I-1l vs.

avanzado Il1-1V) y el grado de infiltracion inflamatoria peritumoral, de tal modo

que cuando el diagnostico se hizo en estadios avanzados, el grado de inflamacion fue

menor que cuando se hizo en estadios tempranos (p 0.013) (Figura 12).

Grado inflamacién

3

0

Temprano

Estadio

Avanzado

Figura 12. Correlacion entre el estadio y el grado de inflamacién. En estadios tempranos (estadios | y I) el

grado de inflamacion es alto, mientras que en estadios avanzados (Il y IV) el grado de inflamacion es bajo.
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3.3. TENDENCIAS OBSERVADAS

Dejando a un lado el andlisis estadistico, se describen a continuacion las tendencias

observadas.

La media de edad al diagndstico fue de 70 afios, y solo un paciente fue diagnosticado

antes de la sexta década de vida (con 59 afios).

De los diez pacientes analizados, nueve fueron varones y solamente hubo una mujer.
El hecho de ser mujer no juega un papel protector en el desarrollo del COCE, pero
refleja la diferencia de las costumbres entre sexos, con sus consiguientes

consecuencias.

Se sabe que el tabaco y el alcohol actan de manera sinérgica, y en el estudio se pudo
observar que tanto el paciente que no era fumador (si bebedor) como el paciente que
no era ni fumador ni bebedor tuvieron diagnosticos en estadios tempranos; ademas, a

dia de hoy siguen vivos.

Los carcinomas localizados en el trigono retromolar (n=1) y en el suelo de la boca

(n=1) de este estudio tuvieron un diagnostico en estadios avanzados.

El estadio condiciona la necesidad de adyuvancia, ya que cuanto mas diseminado
esta el tumor, mayor es el estadio asignado, por lo que todos los carcinomas en estadios
Il 'y IV (estadios avanzados, n=5) necesitaron radioterapia y/o quimioterapia
postoperatoria.

En cuanto a factores de mal prondstico, dos casos presentaron invasion perineural y
no se encontraron casos de invasion vascular. Los dos pacientes con COCE con

invasion perineural fallecieron a los 13 y 14 meses del diagndstico.

De los pacientes con prondstico desfavorable (n=5), tres de ellos tuvieron recidiva 'y
dos fallecieron por el COCE (los mencionados anteriormente con invasién

perineural).



24

4. DISCUSION

El carcinoma de células escamosas es el tipo méas habitual de cancer de la cavidad oral,
suponiendo mas del 90% de todas las neoplasias malignas orales. Su prondéstico sigue

siendo pobre, con una tasa de supervivencia a los cinco afios del 51-67%.’

Para intentar mejorar la prevision del prondstico, la 82 edicion de la estadificacion
TNM de la American Joint Committee on Cancer Staging-Union Internationale
Contre le Cancer (AJCC-UICC, 2017) ha incorporado las caracteristicas patoldgicas
como la infiltracion mé&xima (IM) en el apartado del tumor primario (T) y la extension
extranodal (EEN) en el apartado de la afectacion ganglionar (N).

Actualmente, la prevision del prondstico se basa en la clasificacion TNM (con su
consiguiente estadio), en la presencia de invasion perineural y en los margenes

quirargicos.

Por poner un ejemplo, un COCE en estadio temprano, sin afectacién ganglionar, con
margenes quirdrgicos libres y sin invasion perineural tendrd un mejor prondstico que
un COCE localmente avanzado, con afectacion ganglionar, margenes quirirgicos

afectos o cercanos al tumor e invasion perineural.

En la busqueda de nuevos parametros para intentar perfilar el pronostico, algunas
investigaciones se han basado en la hipotesis de que el sistema inmunoldgico es capaz
de reconocer y atacar a las células malignas. Es por eso gque se intenta establecer la

asociacion entre niveles altos de TILs con un mejor prondstico en el COCE.

Vieira et al.*2 concluyen que cuanto menor es la diferenciacion del COCE, mayor es
la infiltracion inflamatoria peritumoral y el indice de proliferacion celular. En nuestro
estudio también se ha observado que los carcinomas con menor diferenciacion
presentan un indice de proliferacion celular mayor. Los COCE bien diferenciados
muestran menor expresion de Ki67, seguidos de los COCE moderadamente
diferenciados y, por ultimo, los COCE indiferenciados. En cambio, no hemos
observado relacion entre la diferenciacion y la inflamacion peritumoral. En el estudio
de Vieira et al.'> no pudieron correlacionar la inflamacién peritumoral con el

pronostico, al igual que nosotros.
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Affonso et al.}* concluyen que el grado de inflamacion peritumoral, clasificado como
“inflamaciéon menor” los grados 0 y 1 e “inflamacion mayor” los grados 2 y 3, no
resulta ser significativo en cuanto a la supervivencia y la recurrencia. En nuestro

estudio, tampoco se asocia el grado inflamacion con el pronostico.

Shimizu et al.'® concluyen que la alta infiltracion de linfocitos T CD8+ en el estroma
es un indicador favorable de supervivencia global, supervivencia especifica de
enfermedad y tiempo libre de enfermedad, pero nuestro estudio no ha demostrado esta
asociacion. Es méas, no podemos establecer relacion entre ningun subgrupo de

linfocitos T con el prondstico.

Watanabe et al.’® estudian en profundidad el perfil del infiltrado inflamatorio
peritumoral, analizando las caracteristicas de los TILs y la relacion entre ellos mismos,
ademas de asociarlas al prondstico. Aunque nosotros no hemos podido analizar todos
los aspectos de su estudio, mencionamos a continuacion los que si hemos podido
analizar. Tanto Watanabe et al.® como nosotros hemos observado que los TILs se
infiltran tanto en nidos tumorales como en el estroma de la interfase, pero ellos
apenas observan linfocitos T CD4+ en nidos mientras que nosotros hemos observado
la presencia de linfocitos T CD4+ en nidos y en el estroma. Ademas, observan que
los niveles inferiores de CD8+ en nidos y de CD8+ en estroma se asocian con una
menor supervivencia, pero nuestro estudio lo desmiente, ya que ningin subgrupo de
TIL se ha relacionado con el prondstico. Segln Affonso et al.,** la mayor defensa
anti-tumoral la realizan los linfocitos T citotoxicos o CD8+, pero su aumento no

asegura un pronostico mas favorable como recién mencionado.

Aungue en nuestro estudio se hayan relacionado la diferenciacion tumoral con el indice
de proliferacion celular y el grado de infiltrado inflamatorio peritumoral con el estadio
(ademas de asociar el aumento de linfocitos T CD8+ con los CD4+ en el estroma), no
se han encontrado caracteristicas histologicas ni inmunohistoquimicas que permitan

predecir el prondstico.

Este estudio no puede confirmar ni desmentir con fuerza lo descrito en la literatura,
debido al pequefio tamafio de la muestra estudiada. Los resultados obtenidos dependen
de que entre o salga un solo individuo de la serie, por lo que ampliar el tamafio de la

muestra para futuras investigaciones resulta razonable.
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Ademaés, es conveniente destacar que el carcinoma oral de células escamosas no es
exclusivamente un conjunto de células tumorales, sino un microambiente donde
interaccionan muchos tipos de células como fibroblastos, macrdfagos, células
endoteliales, linfocitos infiltrantes del tumor, células del linaje mieloide, etc. Por ello,
incrementar el nimero de marcadores inmunohistoquimicos en futuras investigaciones

permitiria analizar mejor dicho microambiente.

El perfil anti-tumoral y el perfil inmunosupresor del microambiente tumoral se
encuentran en constante interaccion mediante moléculas de sefializacion, y la
identificacion de dichas moléculas podria servir de objetivo para mejorar la
oncoterapia.

Para finalizar, subrayamos que conviene cuantificar el perfil del infiltrado inflamatorio
peritumoral segln se ha haya analizado en anteriores estudios, para asi poder comparar
los resultados. En nuestro caso, hemos tomado como referencia el de estudio de
Affonso et al.,'* aunque existen otros estudios alternativos.

5. CONCLUSION

En estadios avanzados la infiltracion inflamatoria peritumoral es menor que en los
estadios tempranos, pero el grado de inflamacion no se puede considerar un factor

prondstico. Es mas, ningun subgrupo de TILs es considerado un factor pronostico.

Ademas, la diferenciacion tumoral esta relacionada con el indice de proliferacion

celular, ya que cuanto menor es la diferenciacion, mayor es el indice de proliferacion.

6. CONFLICTOS DE INTERESES

El autor y su tutor niegan tener conflictos de intereses.
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ANEXO (HISTOLOGIA)

El subtipo histologico del COCE es queratinizante. Su distintivo es la formacion de
“perlas de queratina” (imagenes), que son nidos de células neoplésicas con
queratinizacion central. Al microscopio, se observan sdbanas, trabéculas y nidos de
células escamosas, las cuales son abundantes en citoplasma eosinofilico, bordes celulares
bien definidos y ndcleos hipercromaticos. El grado de diferenciacion depende del
parecido que mantengan las células tumorales con respecto al epitelio sano.

El grado de diferenciacion no permite predecir el comportamiento biolégico, por lo que
hoy en dia se analiza el frente invasivo, donde residen las células méas agresivas. Se
analizan las siguientes cinco caracteristicas del frente invasivo y se les asigna una
puntuacién del 1 al 4, sumando el resultado para obtener una puntuaciéon sobre la
malignidad de tumor: grado de queratinizacion, pleomorfismo nuclear, nimero de
mitosis por campo de gran aumento, patron de invasion y respuesta del huésped. La
puntuacion mas baja, y por lo tanto mejor prondstico, la obtienen los tumores con mucha
queratinizacion (>50% de las células), poco pleomorfismo (>75% de células maduras), 0-
1 mitosis por campo de gran aumento, frente invasivo bien definido y “de empuje”
(“pushing borders”) y marcada respuesta por parte del huésped. Por otra parte, los tumores
con puntuacion mas alta, y por lo tanto con peor pronostico, son los que muestran poca o
ninguna queratinizacion, pleomorfismo extremo, >5 mitosis por campo de gran aumento,

marcada disociacion celular y sin respuesta por parte del huésped.

Este sistema de gradacion tiene un gran valor prondstico en el COCE. Ademas, se

correlaciona muy bien con el Ki67. La invasion perineural y los microémbolos tumorales

intralinfaticos también han demostrado tener peso prondstico.




