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1. EL CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS

Los tumores de la cavidad oral y orofaringe pueden ser epiteliales, mesenquimales o
hematolinfoides. Los tumores epiteliales se clasifican en aquellos que se originan en el epitelio
de recubrimiento de la cavidad oral y orofaringe y los derivados de los tejidos de las glandulas
salivales (1).

El céncer de cabeza y cuello es uno de los 10 canceres mas frecuente en el mundo, con
aproximadamente 500000 casos nuevos diagnosticados anualmente.

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) se define como una neoplasia invasiva
con diferentes grados de diferenciacion y con gran tendencia a metastatizar facilmente ganglios
linfaticos, presentindose predominantemente en adultos de 50-60 afios, fumadores y
consumidores de alcohol. Es el tumor maligno de origen epitelial mas frecuente en la cavidad

oral y supone del 2 al 3% de todas las neoplasias y mas del 90% de los canceres orales (2).

1.1. INCIDENCIA

El COCE es el mas frecuente de los carcinomas orales y representa aproximadamente el
3-4% de las neoplasias malignas y mas del 95% de todos los canceres de cabeza y cuello. La
incidencia del COCE es variable dependiendo del area geografica estudiada. En el afio 2002 los
canceres de la cavidad oral representaron 274000 casos, con casi dos tercios de ellos en
hombres. El area mas afectada es Melanesia (31,5 por cada 100000 hombres y 20,2 por cada
100000 mujeres). La tasa en hombres es mayor en el este de Europa (11,3 por cada 100000),
sur de Europa (9,2 por cada 100000), sur de Asia (12,7 por 100000), sur de Africa (11,1 por
100000), Australia y Nueva Zelanda (10,2 por 100000). En mujeres, la incidencia es
relativamente mayor en el sur de Asia (8,3 por 100000). Estos patrones reflejan la prevalencia

de factores de riesgo especificos como el uso de tabaco/alcohol en el este y sur de Europa y sur
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de Asia o el habito de mascar betel en el sur de Asia y Melanesia. La alta tasa de cancer oral en
Australia es debido al cancer de labio (relacionado con la exposicion solar). La mortalidad es
por término medio menos que la mitad de la incidencia (3). En el afio 2006, esta neoplasia se
convirtid en el sexto cancer mas frecuente de Taiwan y en el cuarto entre la poblacion taiwanesa
masculina (1). En la India es la neoplasia mas frecuente, representando hasta el 40-50% de
todos los canceres. Sin embargo, en EEUU o Europa su incidencia es solo del 4%. Esta
diferencia se debe a los diferentes habitos en el consumo del tabaco aunque la tasa de incidencia
ha aumentado ltimamente en la mayoria de las regiones (4-6).

Entre la poblacion afroamericana de EEUU la tasa de cancer de la cavidad oral y
orofaringe es 4 veces mayor que en blancos y latinos, siendo la supervivencia también menor en
ese grupo etario asociado a un diagnostico en etapas mas tardias.

El COCE es mas frecuente en hombres pero el incremento en el habito tabaquico de la
mujer desde finales de los afios sesenta ha hecho que la proporciéon hombre/mujer haya
cambiado de 10:1 a 2:1 o llegando incluso a cifras similares en ambos sexos en algunas
localizaciones. Concretamente en Espaiia, se estima que la incidencia del cancer oral es para los
hombres de 5,7 a 12,9 casos por 100000 habitantes/afio, y entre las mujeres del 0,6 al 2,1 por
100.000 habitantes/afio (7). Antiguamente el COCE estaba asociado a hombres de 60 afios
consumidores de tabaco y alcohol, pero actualmente se ha observado un incremento en la
incidencia del COCE (rango 0,4%-4%) en pacientes menores de 40 afios y en mujeres en los
que estos factores de riesgo no estan presentes (8). De hecho, mientras la incidencia del
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello ha descendido en general, la incidencia del
cancer orofaringeo y de lengua ha aumentado en pacientes jovenes, grupo en el cual el tiempo
de consumo de tabaco y/o alcohol es menor (9-11). Asi, durante el periodo 1973-2001 se ha
observado un incremento del COCE en la lengua, base de la lengua y amigdala en EEUU en
pacientes blancos de 20 a 40 afios (11,12). Datos similares se han detectado en otros paises

como Inglaterra, Escocia, Suiza, Escandinavia y Eslovaquia (13).
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Algunos autores sugieren que este hecho estd unido al consumo de tabaco sin combustion
(mascado o esnifado) o de marihuana por parte de la poblacion joven (10, 14). Otros autores
argumentan que algunas caracteristicas bioldgicas del cancer son especificas de la edad. Schantz
y cols. (15) hipotetizaron que el desarrollo de este cancer en gente joven podria estar
relacionado con una predisposicion genética a la carcinogénesis ambiental, debida a
anormalidades cromosdmicas, a un incremento de la susceptibilidad al dafio cromosomal o a

una deficiencia en la reparacion del ADN.

1.2. ETIOLOGIA

El tabaco y el alcohol son los factores mutidgenos mas importantes, pero el betel, la
exposicion a radiaciones, las infecciones o las inmunodepresiones son relevantes en algunos
casos. Muchos factores estan relacionados con el estilo de vida pero el entorno y la genética

pueden también tomar parte.

Tabaco y alcohol

Los factores de riesgo por excelencia son el consumo de tabaco y abuso de alcohol, los
cuales aumentan el riesgo sinérgicamente. El tabaco y el alcohol son los responsables del 75%
de los cénceres orales y orofaringeos en Europa, América y Japén. El aumento en la incidencia
del COCE se ha atribuido al aumento del consumo de alcohol en el Norte de Europa y al
aumento de tabaco en zonas del Sur de Europa. Aproximadamente el 80% de los pacientes con
COCE han sido fumadores, teniendo estos pacientes un riesgo de 5 a 7 veces mayor de
desarrollar tumores de cabeza y cuello que los no fumadores. Ademas, los pacientes que
continiian fumando después del diagndstico del tumor inicial tienen el riesgo multiplicado por 6
de desarrollar un segundo tumor primario en el tracto aerodigestivo que los pacientes que dejan

de fumar (16).
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Mas de 300 carcindgenos han sido identificados en el tabaco o en sus componentes
solubles que se filtran en la saliva. Los mas estudiados son el benzopireno y las nitrosaminas
especificas del tabaco, nitroso-nor-nicotina (NNN), nitrdsopirrolidina, nitrosodimetilamina y 4-
(metilnitrosamina)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK). El benzopireno es un potente carcindégeno
que se encuentra en cada cigarro de 20 a 40 nanogramos. Las NNN y NNK se generan durante
la pirolisis, pero también de manera endogena en algunos tipos de tabaco sin combustion,
actuando localmente sobre los queratinocitos o en varios tejidos del organismo cuando se
absorben. Interfieren en la replicacion del ADN produciendo por tanto, un dafio en la
replicacion de las células, incluyendo aquellas que intervienen en la respuesta inmune (17).

Sin embargo, gran parte del tabaco consumido en el mundo se hace sin combustion.
Este tipo de tabaco esta asociado con el desarrollo de COCE, aunque en una tasa menor que la
del tabaco tradicional. El tabaco sin combustion normalmente se usa en forma de “paan”,
“gutka” y “snuff” o rapé (“naswar”). El tabaco “paan” es la hoja de betel rellena de nuez de
areca, lima, catecl y tabaco; la “gutka” es una combinacion de nuez de betel, tabaco, especias
aromadticas con o sin lima e hidréxido de calcio; el “naswar” es principalmente tabaco con una
pequeiia cantidad de especias, lima, cardamomo y mentol. El “paan” y el “gutka” son
masticables mientras que el “naswar” se sitila en contacto con las membranas mucosas, a través
de las cuales la nicotina se absorbe, provocando la degeneracién maligna en el sitio de la
ubicacion del tabaco (18). El tabaco mascado es muy comin en los paises asiaticos. El “snuff” o
rapé son comunes en Escandinavia y en EEUU. El “toombak”, la forma usada en Sudan,
contiene gran cantidad de nitrosaminas, y los consumidores de este tipo de tabaco muestran un
incremento significativo del riesgo de padecer COCE (17,19). El tabaco mascado (betel) es la
mayor causa de carcinoma de células escamosas oral y orofaringeo en el continente indio, parte
del Sudeste de Asia, Clﬁna y Taiwan y en comunidades emigrantes, especialmente cuando el
betel consumido contiene nuez de areca e hidroxido de calcio. La nuez de areca ha sido

declarada como carcinégeno humano por un grupo experto de la International Agency for
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Research on Cancer (IARC) (2003). En la India, el habito de mascar tabaco supone el 50% de
los carcinomas orales y orofaringeos en hombres y mas del 90% en mujeres (20).

El alcohol es un factor de riesgo de los canceres del tracto digestivo superior. Estudios
de laboratorio previos demostraron que el alcohol mejoraba la penetracion de los carcindgenos
del tabaco a través de la mucosa oral. Esto se produciria debido a la capacidad del alcohol de
eliminar el componente lipidico que rodea el estrato espinoso epitelial (21,22). Otros estudios
demostraron que el alcohol producia cambios tisulares macroscépicos y microscopicos,
incluyendo cambios displasicos con queratosis, incremento de la dénsidéd de la capa basal y
atrofia (23). También se ha demostrado que el acetaldehido, primer metabolito del etanol, es
carcinogénico. La IARC de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) concluyé en 1999 que
existia suficiente evidencia en animales experimentales, aunque no en humanos, para declarar la
naturaleza carcinogenética del acetaldehido (24). Aunque la mayoria del metabolismo del
alcohol se produce en el higado, se ha demostrado cientificamente que también se produce a
nivel extrahepatico, concretamente en la cavidad oral. Un estudio previo ha demostrado que
los Streptococcus salivarius, Streptococcus intermedius y Streptococcus mitis son capaces de
producir grandes cantidades de acetaldehido, por lo que esto supone una nueva teoria en el
mecanismo de la patogénesis del alcohol en el cincer. Este mecanismo podria explicar que
pacientes con una higiene oral deficiente tengan un riesgo aumentado de desarrollar cancer oral
(25). Hasta el 50% de los pacientes diagnosticados de COCE presentan en su historia el
consumo de alcohol. Estudios que intentan determinar las diferencias entre vino, cerveza y
licores fuertes indican que la consumicién excesiva de todo tipo de bebida alcohélica aumenta
el riesgo. Aquellos pacientes que consumen mas de 100g de alcohol al dia tienen el riesgo 30
veces mayor de padecer COCE que aquellos que consumen menos de 15g de alcohol al dia. El
riesgo de degeneracién maligna es de 100 veces mayor en grandes fumadores y bebedores.
Entre el 34% y 57% de los pacientes continan consumiendo alcohol y tabaco tras el
diagnoéstico del cancer oral, hecho que aumenta el riesgo y las complicaciones asociadas con la

cirugia y la recurrencia del cancer, reduciendo ademas la supervivencia de la enfermedad (26).
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El alcohol también se utiliza en los enjuagues bucales como disolvente para otros
ingredientes. Sin embargo, al 10-12% actia como conservante, antiséptico y agente caustico.
Hay estudios que han demostrado que las altas concentraciones de alcohol en los enjuagues
pueden tener efectos perjudiciales orales como desprendimiento epitelial, queratosis, ulceracién
de la mucosa, gingivitis, petequias y dolor. Esta posibilidad de que el alcohol de los enjuagues
pueda contribuir en el desarrollo del cancer oral no es nueva, sino que ya en el afio 1983,
Wynder y cols. (27) llevaron a cabo un estudio retrospectivo en pacientes que habian
desarrollado un cancer oral, encontrando mayor riesgo de desarrollarlo en mujeres que habian
usado enjuagues con alcohol. Mientras algunos estudios apoyan esta hipotesis (28), otros no
encuentran suficiente relacion entre el uso diario de enjuagues bucales y el desarrollo del cancer

oral (29-31).

Virus del Papiloma Humano (VPH)

La participacion del VPH en la carcinogénesis oral y orofaringea fue propuesta
inicialmente por Syrjdnen y cols. (32) en el afio 1983. Existen mas de 120 tipos diferentes de
VPH, con aproximadamente 40 tipos asociados a lesiones del tracto genital. El VPH,
especialmente los genotipos que se sabe que tienen potencial oncogénico en el cérvix uterino y
en piel, como el VPH 16 y 18, se encuentra en pequeiias proporciones a nivel oral. Estudios
recientes sugieren que el VPH podria ser el responsable de una pequeiia fraccion de los céanceres
orales y hasta de un 40% de los orofaringeos (33-35). Esto ha llevado a pensar que el VPH
provenga del contacto oro-genital (36,37). EL VPH se une a los receptores especificos proteicos
de la membrana de los queratinocitos; una vez alli, elabora proteinas tempranas (E) que regulan
el ciclo celular del tejido huésped y la mitosis. Las proteinas E6 y E7 son las mas importantes;
la E6 se une a la proteina p53 que se encarga de detener la divisién celular. Al unirse, ésta se
degrada perdiendo su funcién. La proteina E7 se une a la proteina Rb y de igual modo se
interrumpe el ciclo de regulacién celular (38). Aunque el VPH se ha relacionado con la

patogénesis del cancer oral, la asociacion es mayor con el cancer orofaringeo (39). Distintos
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estudios muestran que los canceres de cabeza y cuello asociados al VPH son histologicamente
diferentes, estan asociados a otros factores de riesgo y ademas presentan un mejor prondstico

que los canceres VPH negativos (40-42).

Oncogenes

Se han descrito cambios en una serie de cromosomas en el COCE, implicaindose mas de
100 genes, pero el concepto fundamental en-el cancer es la sobreexpresion de oncogenes y/o
inactivacion de los genes supresores. Actualmente se conoce que el inicio del proceso de la
carcinogénesis se debe a la aparicion de los llamados oncogenes, los cuales son genes que, por
una alteracion en la secuencia del ADN, se transforman en genes que producen las mutaciones
celulares, lo que conducira a una proliferacion celular excesivamente expresada. Por otro lado
estan los genes supresores tumorales. Los oncogenes a su vez pueden suprimir o inactivar a los
genes supresores tumorales y por lo tanto permitir 1a expresion de otros oncogenes que estaban
bloqueados. Los genes supresores tumorales son el primer sistema de vigilancia tumoral. Uno
de ellos es el p53 que repara el ADN dafiado o provoca la apoptosis. El gen p53 es considerado
por muchos autores como "el guardian del genoma". A partir de este gen se sintetiza una
proteina, que lleva el mismo nombre y se activa cuando la célula se dispone a dividirse, para
vigilar la secuencia normal de acontecimientos genéticos que permiten la proliferacion celular.
Si el material genético de la célula resulta dafiado o si algin sistema de control se desajusta, ésta
lo detecta e intenta restaurarlo. Si la lesion no es grave, la p53 detiene la division celular y
activa los genes reparadores del ADN. Si la p53 estima que el dafio es irreparable, entonces
ordena que se pongan en marcha los mecanismos genéticos para que la célula entre en apoptosis
o muerte celular programada. Si el gen p53 sufre alguna mutacion, no permite que la célula sea
eliminada mediante la muerte programada, tampoco se ocupa de reparar los dafios en el ADN y
da lugar al inicio del proceso tumoral. Este gen es el mas frecuentemente mutado en los
canceres humanos, mas de un 50 % de los tumores tienen genes p53 anormales, produciéndose

una proteina alterada. Varios estudios han detectado la proteina p53 mutante mediante
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immunohistoquimica en canceres como el de pecho, pulmon, colon y cabeza y cuello (1). Existe
mucha variabilidad en lo que respecta a la prevalencia de la expresion alterada del p53 en el
COCE, oscilando entre 20 y 50%. También se ha detectado una expresiéon anormal de la
proteina p53 en las displasias epiteliales orales en torno a un 10-50% existiendo un aumento en
la prevalencia de la expresion del p53 a medida que aumenta el grado de displasia (43). Por lo
tanto, el p53 continua siendo el gen mas estudiado y actualmente hay evidencia que tiene un
papel predictivo en el resultado del paciente y en la respuesta al tratamiento (44-46).

Los polimorfismos que afectan a la expresion génica de citoquinas tales como la
interleuquina 4, -6, -8, -10 asi como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) parecen estar

fuertemente asociados con un aumento de riesgo de COCE (45,46).

Lesiones precancerosas/ desérdenes potencialmente malignos

Existen unas lesiones y condiciones potencialmente malignas (Tabla 1), en donde la
leucoplasia, el liquen plano oral y la eritroplasia son las mas frecuentes. La OMS define la
lesién precancerosa como un tejido de morfologia alterada, mas propenso a cancerizarse que el
tejido equivalente de apariencia normal. Por estado precanceroso se entiende aquel proceso
generalizado que se asocia con un riesgo significativamente mayor de presencia de cancer. Se
consideran lesiones precancerosas la leucoplasia y la eritroplasia, y estados precancerosos , la
sifilis, la disfagia sideropénica, la fibrosis submucosa bucal, el liquen plano oral y el lupus
eritematoso discoide (45,47). Recientemente la OMS recomienda utilizar el término
desordenes potencialmente malignos y no hacer la distincion entre lesion y estado precanceroso

(45).
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Tabla /. Desérdenes potencialmente malignos (45)

POTENCIAL
MALIGNO APROXIMADO

Muy alto (85%)

Alta segun circunstancia (30%)

Bajo (< 5%)

VPH: Virus del papiloma humano

DESORDEN

Eritroplasia

Queilitis actinica

Candidasis cronica

Disqueratosis congénita
Leucoplasia (no homogénea)
Leucoplasia verrugosa proliferativa
Queratosis sublingual

Fibrosis submucosa

Leucoplasia sifilitica

Xeroderma pigmentosum

Atipia en pacientes inmunocomprometidos

Diabetes

Lupues eritematoso discoide
Sindorme de Fanconi
Leucoplasia homogénea
Liquen plano

Sindorme de Plummer-Vinson

Esclerodermia

19

FACTOR ETIOLOGICO
CONOCIDO

Tabaco/Alcohol

Exposicion solar
Candidad Albicans
Genética
Tabaco/Alcohol
VPH
Tabaco/alcohol
Nuez de areca
Treponema pallidum

Genética

VPH

Idiopatico

Autoinmune

Genética; anemia
Friccién/Tabaco/Alcohol
Idiopatico

Deficinecia de hierro

Autoinmune



La leucoplasia oral (LO) es la lesion precancerosa més frecuente de la mucosa oral. Se
define como una lesion predominantemente blanca, no desprendible al raspado, que no puede
catalogarse como ninguna otra lesién y en la que existe un riesgo constatado de desarrollar
cancer oral. Estudios recientes sefialan una incidencia menor a lo reflejado afios atrés.
Actualmente se sitiia alrededor del 0,4%. La mayor frecuencia aparece en varones de 40-50
afios siendo la encia y la mucosa yugal las localizaciones predominantes (47,48).
Etiologicamente se distinguen dos tipos de leucoplasias: las asociadas al tabaco y las
idiopaticas, siendo estas ultimas de etiologia desconocida. El tabaco fumado es el agente
etioldgico mas destacable, pero otras formas de tabaco como el “snuff” o el betel estan
igualmente relacionados con la LO. También se ha descrito la relacion con el uso de Viadent®,
tanto en pasta como en colutorio (49). Existen dos tipos de leucoplasias, las homogéneas y las
no homogéneas. La no homogéneas se subdividen en eritroleucoplasias, nodulares y exofiticas.
La leucoplasia homogénea se caracteriza por ser una lesién predominantemente blanca,
uniforme y plana. Por el contrario, la leucoplasia no homogénea es una lesién blanca o roja con
una superficie irregular, nodular o exofitica. Histolégicamente las leucoplasias pueden tener o
no displasia epitelial. Existen una serie de factores que van a indicar el mayor o menor riesgo
de malignizacién de una leucoplasia. Asi, la localizacion en suelo de boca y superficie ventral
de lengua, la presencia de displasia epitelial y el tipo de leucoplasia (no homogénea) conllevan
mayor riesgo de malignizacién (2,50).

La eritroplasia se define como una lesion de la cavidad oral que presenta areas rojas y
que no puede ser reconocida como otra condicién. La eritroplasia es menos frecuente que la
leucoplasia, oscilando su rango de prevalencia entre 0,02% y 0,83%. Es mas frecuente en
pacientes de mediana edad con un ligero predominio en hombres. La etiologia de la eritroplasia
ha sido poco estudiada, siendo los factores predisponentes el alcohol y el tabaco. La
localizacién mas frecuente es el paladar blando y el suelo de boca, aunque pueden verse
afectadas otras 4reas como la zona retromolar y el labio. La lesion puede ser lisa, granular o

moteada. En ocasiones se halla asociada a otras patologias, como el liquen plano oral. El grado
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de malignizacion de la eritroplasia es muy elevado siendo frecuente la presencia de un
carcinoma in situ (1,2).

La leucoplasia verrugosa proliferativa (LVP) fue descrita por Hansen (51) en 1985
como una enfermedad de origen desconocida que presenta una gran tendencia a desarrollar
areas de carcinoma. Es una forma especialmente agresiva de LO que se inicia como una simple
placa blanca homogénea pero con tendencia a extenderse y a hacerse multifocal. La etiologia es
desconocida y no se conocen factores desehcadenaﬁtes. Segiin estudios realizados, a diferencia
de la LO, no parece tener relacion con el tabaco. Se han barajado diferentes agentes etiologicos
como el VPH, la Candida Albicans, oncogenes y factores de crecimiento. Es mas frecuente en
mujeres con una edad media de 70 afios. La LVP puede manifestarse en muchos lugares de la
mucosa oral, siendo la mucosa yugal donde suele iniciarse, seguida del paladar duro y blando, la
mucosa alveolar, la lengua, suelo de boca, encia y labios. Las lesiones empiezan como una
simple placa blanca homogénea que con el tiempo se extiende, haciéndose multifocal, exofitica
y verrugosa. Presenta una alta tendencia a la recurrencia tras el tratamiento y un alto indice de
desarrollar COCE (70-75%), ademéas de una alta proporcién de cancerizacién de campo. La
localizacion de los COCE desarrollados en pacientes con LVP no suele ser la tipica de los
carcinomas orales convencionales, sino que es frecuente encontrarlos en encia.

Numerosos estudios han recalcado que el liquen plano oral (LPO), especialmente su
forma erosiva, se asocia con un incremento del riesgo de cancer, sin embargo, otras
investigaciones ponen en duda esta asociacion debido a la ausencia de un criterio diagndstico
universal del LPO (52,53).

La anemia ferropénica junto con la disfagia (conocido como sindrome de Plummer-
Vinson o Paterson-Kelly) estd asociada a un elevado riesgo de desarrollar carcinoma de la
cavidad oral, orofaringeo y de esofago (1,2,45) .

La inmunosupresion parece predisponer a algunos individuos a un aumento del riesgo
de cancer, asi por ejemplo, los carcinomas de labio se han observado en pacientes

transplantados de rifion que reciben tratamiento inmunosupresor y los carcinomas orales han
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sido documentados en pacientes jovenes con el sindrome de la inmunodeficiencia adquirida
(1,45,46).

La fibrosis submucosa es una enfermedad cronica, de etiologia desconocida, que se
puede localizar en cualquier area de la cavidad oral. En ella se produce una destruccion del
tejido conjuntivo seguido de una fase de resolucion cicatricial en la que se depositan densas
bandas de colageno, desapareciendo la elasticidad normal de la mucosa oral que se torna rigida
y provoca limitaciones funcionales. Debido a la reduccion de la vascularizacion, el epitelio se
atrofia y queda mas susceptible a la posible accién de los carcindgenos. Con frecuencia se
encuentran signos de displasia epitelial, lo cual apoya el caracter precanceroso de esta
enfermedad (1,45,54).

El lupus eritematoso discoide es una enfermedad inflamatoria del tejido conjuntivo
producida por la aparicién de autoanticuerpos pero de etiologia desconocida. La frecuencia de
malignizacion de la lesion discoide es del 0,1% al 4,2 %, siendo el borde bermellon del labio
inferior el lugar mas frecuente de transformacion maligna (1,45,55).

Recientemente se ha relacionado la diabetes mellitus con el COCE. La base molecular
que relaciona ambas patologias involucra al sustrato 1 del receptor de la insulina (IRS-1) yala

kinasa de adhesion focal (FAK) (56,57).

Otros factores

Algunos estudios implican a la higiene oral y al estado de los dientes, ya que se ha
observado en los pacientes con COCE muy mala higiene oral, dientes en mal estado y una
importante periodontitis; sin embargo, estas variables se asocian con el consumo de alcohol y
tabaco por lo que su implicacion en el cancer es incierta. Recientemente se ha demostrado que
un grupo de Streptococcus encontrado en la flora oral normal produce acetaldehido a partir del
etanol mediante la enzima alcohol deshidrogenasa (58,59), implicando de este modo a la placa

bacteriana como factor de riesgo.
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También se ha citado el beneficio de una dieta rica en antioxidantes como prevencién
frente al cancer, ya que se ha observado una baja ingesta de frutas y verduras en pacientes con
cancer oral. Segun la OMS, el 35-55% de los canceres y aproximadamente el 15% de los
canceres orofaringeos pueden estar atribuidos a deficiencias dietarias o desequilibrios. La
relacion entre la nutricion y el cancer puede verse desde dos puntos de vista. Por una parte, el
efecto directo de los carcindgenos en la comida y los aditivos alimentarios, y por otra la sintesis
in vivo de carcindgenos causada por cambios en el metabolismo debido a alteraciones de los
habitos dietarios (carcinogénesis indirecta). Como medidas preventivas se ha propuesto una
dieta rica en vegetales y fruta, la reduccion de la ingesta de grasas monosaturadas y carne roja o
demasiado hecha, evitar la carne cocinada en la barbacoa, el uso de papel de aluminio y el
microondas. Se recomiendan niveles Optimos de micronutrientes como la vitamina C, E,
caroteno, folato y antioxidantes (60). Algunos autores sugieren que incluso con la presencia de
tabaco y alcohol, una dieta rica en frutas y vegetales puede prevenir alrededor de un cuarto de
los casos de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello y posiblemente la mitad de los
COCE (61,62).

El roce continuo con dientes o prétesis también ha sido propuesto como promotor en el
proceso de la carcinogénesis oral. Algunos autores no encuentran relacién topografica entre la
irritacion de la mucosa y la localizacion del tumor mientras que otros encuentran relacion en
aquellos campos inicialmente afectados por otros carcindgenos como el tabaco o el alcohol (63,

64).
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1.3. CUADRO CLINICO

El COCE suele aparecer como una tumoracion ulcerada e indurada o como una ulcera
dolorosa o indolora. Sin embargo, también puede manifestarse como una lesién blanca y roja
con pérdida de elasticidad. A menudo se acompafia de adenopatias cervicales. El tamafio de las
lesiones suele variar desde unos milimetros hasta varios centimetros (1,2). La localizacion mas

frecuente es la lengua, el suelo de la boca y la zona del paladar blando-pilar amigdalino.

Sintomatologia

El dolor es el sintoma comun de los pacientes con cancer, representando del 30 al 40%
de sus principales quejas. Aunque el dolor va a constituir el sintoma principal, generalmente el
paciente lo experimenta cuando la lesién ya ha alcanzado un tamafio notable, siendo entonces
cuando solicita asistencia médica. Asi, las lesiones iniciales suelen pasar inadvertidas, ya que
muchas veces son asintomaticas. A medida que la neoplasia se desarrolla el paciente puede
notar la presencia de una ulcera que no cura. La sintomatologia en las lesiones de mayor tamafio
puede variar desde una leve molestia hasta un fuerte dolor, sobre todo en las lesiones
localizadas en lengua. Otros sintomas incluyen: otalgia, hemorragias, movilidad de dientes,
halitosis, dificultad para la fonacién, deglucién y uso de protesis, trismus, parestesias, etc. En
algunas localizaciones, como la lengua o suelo de boca, el dolor puede producirse desde el
inicio. En el caso del COCE de lengua, 1a movilidad de ésta produce el roce con los dientes
provocando dolor y en el suelo de boca, es la propia alimentacion lo que puede producirlo. Por
el contrario, en los carcinomas de labio y mucosa yugal, las algias s6lo son intensas en estadios
avanzados (1,2).

Ocasionalmente los pacientes pueden presentar adenopatias cervicales sin ninguna otra

sintomatologia de las lesiones orales.
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En los estadios terminales, los pacientes pueden presentar fistulas orocutaneas,
sangrados, anemia severa y caquexia (1,2).

Mashberg y cols. (65) en su estudio sobre 102 carcinomas orales encontraron la
tumefaccion, el ardor de boca y el dolor como los sintomas mas frecuentemente reportados por
los pacientes. Segun Jainkitivong y cols. (66) la tumefaccion y/o el dolor fueron los primeros
signos y/o sintomas en los 342 pacientes de COCE estudiados (52,6%). En el estudio realizado
por Al-Rawi y cols. (67) sobre 1425 casos de COCE, la ulceracion y la tumefaccion fueron las
principales quejas referidas por los pacientes, seguidas del dolor, el sangrado, la disminucién de
la movilidad lingual, la disfagia y la parestesia. Cuffari y cols. (68) estudian un total de 1440
pacientes de COCE, de los cuales en el 19,2% el dolor fue el primer sintoma. Registraron 12
tipos de dolor, siendo los mas frecuentes el dolor/irritaciéon de garganta (37,6%) y el dolor en la
lengua (14%) con las regiones mas frecuentemente afectadas por el tumor (lengua y paladar).
Otros sintomas incluian: dolor al tragar, dolor dental, dolor de oido, boca ardiente, dolor al
masticar y dolor facial y de cuello. El dolor aparecié en el 88,1% de los casos en estadios
nrIv.

Gorsky y cols. (69) analizan una serie de pacientes con COCE de lengua, encontrando
que el sintoma principal eran las molestias localizadas en lengua (66,5%). El 29% de los
pacientes notaron un bulto en la lengua. Sintomas como el dolor de oido, cambios en la voz,
tumoraciones cervicales y disfagia eran méas comunes en los tumores de base de lengua. Un

35% de los pacientes refirieron pérdida de peso (Tabla 2).
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Tabla 2. Sintomatologia encontrada segun los distintos autores.

Tumefaccion

102 COCE Ardor de boca
Dolor
342 COCE Tumefaccion y dolor (52,6%)

Ulceracion (34%)
1425 COCE Tumefaccion (22,7%)
Dolor (5,1%)

Dolor/irritacién garganta (37,6%)

1440 COCE
Dolor lengua (14%)
Molestias en lengua(66,5%)
COCE en lengua Tumefaccion lingual(29%)

Pérdida de peso(35%)

Localizacion

El COCE puede aparecer en cualquier localizacion aunque existen ciertas areas en las
que se observa con mayor frecuencia. La localizacion mas frecuente es la lengua y el suelo de la
boca, sobre todo en los paises occidentales, donde se encuentra en mas del 50% de los casos.
Otras zonas de afectacidon son la mucosa yugal, el area retromolar, la encia, el paladar blando y
menos frecuentemente, el dorso de la lengua y el paladar duro. El labio se afecta con mas
frecuencia en algunas areas geograficas. En el sureste de Asia el cancer oral es mas comun en la
mucosa yugal, representando mas del 40%; éste es debido al uso del “paan”, el cual es
mantenido en la boca durante largos periodos de tiempo.

La mayor parte de los estudios que existen en la literatura muestran una mayor
frecuencia de localizacion en la lengua. En un estudio realizado por Hirata y cois. (70) sobre
478 carcinomas en la cavidad oral entre 1947 y 1970, excluyendo los de labio, encontraron que
un 40% se localizaban en la lengua y un 33% en suclo de boca. Oliver y cois. (71) en una
revision de 92 casos encontraron que el borde lateral y superficie ventral de la lengua, seguido

del suelo de la boca fueron las localizaciones mas frecuentes. Concluyen ademads que la

26



superficie ventral de la lengua y el suelo de la boca son los lugares mas frecuentes cuando las
lesiones afectan a varios sitios. El borde lateral de la lengua y suelo de boca (con extensién al
paladar blando y area tonsilar en forma de herradura) se ha propuesto como una zona de alto
riesgo de desarrollar cancer (72, 73).

Estudios mas recientes como el de Brandizzi (74) y cols. sobre 274 COCE encuentran
un 30% de los casos con localizacién lingual, un 29% en encia y proceso alveolar, un 18% en
mucosa yugal, un 10% en suelo de boca y un 4% en labio. Porcentajes mas altos de cancer en
lengua encuentran Ariyoshi y cols. (75) con un 40,2%, seguido de la encia (32,7%), la inubdsa
yugal (10,1%) y el suelo de la boca (9%). Sin embargo, dependiendo de la zona geografica,
existen estudios que discrepan en cuanto a la localizacion mas frecuente del COCE. Asi, en una
revision realizada en Nigeria por Effiom (76) y cols. sobre 233 casos de COCE , aparece la
encia como el lugar mas afectado, seguido de la lengua y constituyendo el suelo de boca la
localizacion menos afectada. Por otra parte, Nemes y cols. (77) en un estudio realizado en
Hungria encuentran que el suelo de boca es la localizaciéon més frecuente (27,7%), seguido del
labio (26,9%) y de la lengua (22,7%). En un estudio sobre 1425 casos de COCE en Iraq aparece
el labio como la zona méas frecuente de afectacion con un 25,6%, seguida de la lengua (67).
Mientras que en un estudio realizado en Zimbabwe por Chidzonga y Mahomva (78), la mayor
localizacion del COCE aparece en la encia mandibular, seguido de la lengua y del suelo de
boca. En menor frecuencia se afectan la encia maxilar, la mucosa yugal, el paladar y el labio.

Dahlstrom y cols. (79) comparan el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello
entre pacientes fumadores y bebedores y pacientes no fumadores ni bebedores de alcohol. En
ambos grupos de pacientes la localizacion mas frecuentemente afectadas fue la lengua. En los
pacientes con habitos toxicos le seguia el suelo de boca en frecuencia, la encia mandibular y el
trigono retromolar, mientras que en el otro grupo de pacientes el segundo lugar lo ocupaba la
encia mandibular, seguida de la mucosa yugal y la encia maxilar. En el estudio de Poveda-Roda
y cols. (80) también aparece la lengua como la localizacién mas frecuente tanto en fumadores

como en no fumadores.
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Se ha visto un importante crecimiento de la incidencia del cancer oral en pacientes
jovenes, en los que no se observan los factores de riesgo tradicionales como el tabaco y el
alcohol. La mayoria de los estudios muestran un mayor porcentaje de afectacion del COCE a
nivel lingual. Asi, Siriwardena y cols. (81) compararon el COCE en pacientes jovenes y en
pacientes de mayor edad encontrando que la lengua fue el lugar mas afectado (41%) en los
pacientes jovenes mientras que para el grupo de mayor edad la localizacion mas frecuente fue la
mucosa yugal (37,5%) y la encia (25%). Sasaki y cols. (82) en su estudio sobre carcinomas
orales en pacientes menores de 40 afios encuentran mayor predileccion por la lengua (51,3%),
seguido del suelo de boca, mucosa yugal y encias. Sin embargo, Ribeiro y cols. (83) encuentran
un ligero predominio de lesiones en paciente jovenes en el suelo de boca (30%), seguido de la
lengua (28%) y del labio inferior (13%). Otros estudios centrados en pacientes jovenes, como el
de Mallet y cols. (84), encuentran que la superficie lingual mas afectada es el borde lateral
correspondiendo a un 51% de los 52 carcinomas orales estudiados, seguida de la cara ventral
con un 30% y del dorso lingual (15%).

También se ha observado un crecimiento del COCE en mujeres. Asi, Girod y cols. (85)
estudian el carcinoma oral y orofaringeo en 171 mujeres, encontrando que el 37,4% de las
neoplasias se localizaban en lengua, el 29,2% en orofaringe, ¢l 8,8% en suelo de boca, el 5,9%

en encia y el resto en otras localizaciones de la cavidad oral (Tabla 3).
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Tabla 3. Distribucion de la localizacion de los COCE segiin cada autor

Lengua (40%)
Suelo de boca (33%)
Borde lateral y superficie ventral de la
92 COCE lengua
Suelo de la boca
Lengua (30%)
Encia y proceso alveolar (29%)
274 COCE Mucosa yugal (18%)
Suelo de boca (10%)
Labio (4%)
Lengua (40,2%)
Encia (32,7%)
Mucosa yugal (10,1%)
Suelo de boca (9%)
Encia (55%)
233 COCE Lengua (17,6%)
Suelo de boca (6,4%)
Suelo de boca (27,7%)
119 COCE Labio (26,9%)
Lengua (22,7%)
Labio (25,6%)
1425 COCE Lengua (20,4 %)
Reborde alveolar (17,8 %)
Encia mandibular (27,6 %)
1723 COCE Lengua (18,4 %)
Suelo de boca (16,2 %)

478 Carcinomas

1809 COCE

Lengua (58,9%)
Encia (24,6%)
Mucosa yugal (9,6%)

1131 CCECC (pacientes fumadores y
bebedores)

Lengua (42,3%)
Suelo de boca (24,9%)
Encia (20,3 %)

171 CCECC (pacientes no fumadores ni
bebedores)

Lengua (44,6%)
Encia (17,9%)
Suelo de boca (16,1 %)
Lengua (53,7%)
67 COCE (no fumadores) Encia (25%)
Mucosa yugal (11,9%)

56 COCE (fumadores)

Lengua (41%)
100 COCE (<40 afios) Mucosa yugal (21 %)
Reborde alveolar (9%)

Mucosa yugal (37,5%)
100 COCE (> 50 afios) Lengua (12%)
Reborde alveolar (25%)

529 COCE (<40 afios) Lengua (54,3%)

Suelo de boca (30%)
46 COCE Lengua (28%)
Labio inferior (13%)
Borde lateral (51%)
52 COCE lengua Cara ventral (30%)
Dorso lingual (15%)
Lengua (37,4%)
Orofaringe (29,2%)
Suelo de boca (8,8%)
Encia (5,9%)

171 carcinoma oral y orofaringeo
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Tipo de lesion

Las lesiones iniciales pueden pasar inadvertidas, ya que en muchas ocasiones son
asintomaticas. Suelen ser placas de color rojo (eritroplasia), acompafiadas o no de lesiones de
color blanco (eritroleucoplasia). En algunas ocasiones puede tener el aspecto clinico de una
leucoplasia. A medida que la lesion crece se vuelve mas exofitica, sin embargo, algunos
tumores pueden tener un crecimiento endofitico caracterizado por una superficie ulcerada y
deprimida (2).

Las lesiones avanzadas pueden presentarse de tres formas clinicas:

a) Las formas exofiticas son tumoraciones de crecimiento hacia fuera. Aparecen como
masas sobrelevadas de amplia base y superficie nodular. A la palpacidn se percibe la infiltracion

en los bordes y en la base (Figura 1).

Figura I. Carcinoma oral de células escamosas, forma exofitica
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b) La forma ulcerada es la mas frecuente. Se caracteriza por una ulcera de forma
irregular, profunda, de bordes evertidos, fondo sucio, consistencia dura e infiltracion en

profundidad (Figuras 2 y 3).

Figura 2. Carcinoma oral de células escamosas en enciay mucosayugal, forma ulcerada

Figura 3. Detalle de la lesion anterior
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c) En la forma mixta se asocian las dos formas anteriores (Figuras 4 y 5).

Figura 4. Carcinoma oral de células escamosas en lengua, forma mixta

Figura 5. Detalle de la lesion anterior
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Al-Rawi y Talabani (67) encontraron la ulceracion y la tumoracién exofitica como las
dos formas clinicas mas frecuentes de presentacion, al igual que Jainkittivong y cols. (66).
Effiom y cols. (76) también hallaron que el 85,4% de los pacientes revisados presentaron el
COCE en forma de tumoracién o ulceracién. En un estudio sobre 40 carcinomas orales de
células escamosas de lengua y suelo de boca, en estadio clinico I y II, Martinez-Conde y cols.
(86) reportaron que el 65% de las neoplasias eran ulceradas.

Los canceres muy avahzados se ﬁreseﬁtaﬁ como crecimientos ulcero-proliferativos junto
con areas de necrosis y extension hacia estructuras vecinas, como €l hueso, muisculo y piel.

El COCE suele presentar una forma clinica caracteristica segun la localizacion:

Los canceres de lengua pueden aparecer como un area roja interpuesta con nédulos o como una
tlcera infiltrante en profundidad, provocando una reduccién en la movilidad lingual. Estos
tumores son dolorosos. Representan hasta un 49% de los canceres orales. Entre el 55 y 70% de
los canceres de lengua aparecen en el borde lateral de lengua, entre el tercio medio y posterior;
so6lo un tercio de los carcinomas de lengua surgen en la base de la lengua donde es mas dificil
visualizarlos y las lesiones son menos sintomaticas (87). Los canceres de la base de la lengua se
presentan tardiamente en el curso de la enfermedad como un crecimiento ulcerado, doloroso €
indurado.

Los carcinomas del suelo de la boca pueden manifestarse como un area roja, una
pequeiia tlcera o una lesion papilar. La mayoria de los pacientes presentan molestias o irritacion
en el lugar de la neoplasia. Los estadios avanzados se asocian con babeo. Representan hasta un
30% de los COCE de la cavidad oral.

Los canceres de la mucosa yugal suelen manifestarse como una tlcera con bordes
evertidos e indurados y con crecimiento verrucoso o exofitico. En estadios avanzados estas
lesiones infiltran el hueso adyacente o la piel.

En el labio inferior, normalmente aparecen en el borde bermellon como una costra

indurada o una ulceracién. Los carcinomas en el labio superior son raros, origindndose a
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menudo en la piel y extendiéndose a la mucosa. Los COCE de labio suelen manifestarse en
pacientes adultos con exposicion cronica al sol.

El COCE de encia generalmente se presenta como un crecimiento ulcero-proliferativo.
En el reborde alveolar pueden manifestarse como una dificultad o molestia al llevar las
protesis o como pérdida de dientes asociada a dolor y sangrado durante el cepillado.

Los tumores del paladar duro a menudo se manifiestan como un crecimiento exofitico o
papilar, mas que como una lesion ulcerada o lisa. Los pacientes suelen acudir refiriendo mal
ajuste de la protesis o ulceraciones que no curan. Representan del 3 al 6% de los COCE de la
cavidad oral.

Los carcinomas del paladar blando y Gvula aparecen frecuentemente como una lesién
ulcerada con margenes evertidos o como una masa exofitica.

El cancer de amigdala suele aparecer como una lesién exofitica o ulcerada. A veces

puede presentarse en forma de adenopatias sin ningiin otro signo o sintoma.

Tamafio

Las lesiones de COCE presentan un tamafio variable, pudiendo oscilar desde unos
milimetros a varios centimetros en los casos mas avanzados. Las lesiones iniciales asintomaticas
suelen tener un tamafio reducido.

El estudio de Mashberg y cols. (65) revisa un total de 102 COCEs asintomaticos en el
que el 17% de las lesiones eran menores de 2 cm (T1), el 60% eran lesiones entre 2 y 4 cm (T2)
y el 23% eran T3 o T4. Ademas encuentran relacion entre el tamafio de las lesiones y la
ulceracion, el sangrado y las adenopatias. Cifras algo diferentes reportan Brandizzi y cols. (74)
en sus 274 casos, con un 29% de COCEs menores de 2 cm, un 46% entre 2 y 4 cm y un 18%
con lesiones mayores de 4 cm. Martinez-Conde y cols. (86) en un estudio retrospectivo sobre 40
pacientes con COCE en estadio I y II encuentran que el didmetro medio de la lesion es de 2,6
cm. Oliver y cols. (71) revisan 92 casos de COCE en los que las lesiones tenian un tamafio

entre 0,5 cm y 8 cm y la mayoria de ellas eran menores de 4 cm en su dimensién mayor, con un
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76% de los pacientes en estadios I y II. Sasaki y cois. (82) encuentran mayor numero de
pacientes con lesiones tumorales menores de 2 cm, tanto en menores de 40 afios (48,6%) como
en pacientes mayores de 40 afios (44,5%). Sin embargo también hallan un nimero elevado de
pacientes mayores de 40 afios con lesiones en estadio T4 (32,7%). Otros estudios realizados
sobre pacientes jovenes, como el de Mallet y cois. (84) también reportan mayores porcentajes
de pacientes con lesiones menores de 4 cm (74%). Asimismo, en un estudio sobre mujeres con
COCE realizado por Girod y cois. (85), encuentran mayor nimero de pacientes con lesiones
T1/T2 (72,5%).

A medida que la tumoracion va creciendo, su tamafio aumenta, infiltrando vy
extendiéndose a tejidos vecinos y pudiendo llegar incluso a invadir los huesos maxilares y la

piel (Figuras 6y 7).

Figura 6 Carcinoma oral de células escamosas de gran tamario en suelo de bocay encia
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Figura 7. Afectacion ésea de la lesion anterior

Asi, Ghoshal y cois. (88), en un estudio sobre carcinomas de la mucosa yugal
encuentran que la mayoria de los pacientes se presentaron en estadios avanzados: un 55%
tenian lesiones T4 entre los cuales un 40,7% de estos pacientes tenian afectacion de la piel y el

hueso subyacente.

Adenopatias

Las metastasis ganglionares se producen cuando las células neoplasicas infiltran o
embolizan los ganglios linfaticos, alcanzando los ganglios regionales y produciendo una
multiplicacion de las células tumorales en el interior de los mismos y reemplazando la
arquitectura normal. El tamafio puede ser variable, desde uno a varios centimetros, la forma
suele ser redondeada, dura y, en ocasiones, adherida a planos profundos debido a la ruptura de
la capsula del ganglio y su invasion a tejidos circundantes.

El porcentaje de ganglios con infiltracion neoplésica es bastante elevado, entre un 30-
50%. Los ganglios méas comunmente afectados son los submaxilares, seguidos de los de la
cadena cervical.

Los ganglios linfaticos del cuello se dividen en 6 niveles basados en estructuras

anatémicas (Figura 8). Cada éarea anatomica de la cavidad oral contiene un drenaje linfatico a
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més de 300 ganglios en el cuello. El nivel I incluye el grupo de ganglios submentales y
sublinguales. El nivel IA, que corresponde a los ganglios submentales, estd limitado en su parte
inferior por el hueso hiodes, por la sinfisis mandibular en su parte superior y lateralmente por el
musculo digastrico. El nivel IB (grupo submandibular) esta limitado por el vientre posterior del
digastrico en su parte inferior, por el cuerpo mandibular en su limite superior, por el vientre
anterior del musculo digastrico y posteriormente por el musculo estilohioideo. El nivel 1I
incluye los ganglios de la cadena yugular supenor rodeando la vena yugular interna y el nervio
espinal accesorio. El nivel IIA esta llrmtado mfenormente por el plano horlzontal que forma eli
cuerpo inferior del hueso hioides, superiormente por la base del craneco, en su parte anterior por
el musculo estilohioideo y posteriormente por €l plano vertical que forma el nervio accesorio
espinal. El nivel IIB limita inferiormente por el plano horizontal determinado por el cuerpo
inferior del hueso hioides, superiormente por la base del craneo, anteriormente por el nervio
accesorio espinal y posteriormente por el borde lateral del musculo esternocleidomastoideo
(ECM). El nivel III incluye la cadena ganglionar de la yugular media rodeando la vena yugular
interna. Esta limitado inferiormente por el borde inferior del cartilago cricoides, superiormente
por el cuerpo inferior del hueso hiodes, anteriormente por el borde lateral de la musculatura
esternohioidea y posteriormente por el borde lateral del ECM o por las ramas sensitivas del
plexo cervical. El nivel IV incluye la cadena linfética de la yugular inferior rodeando la vena
yugular interna. Limita en su parte inferior por la clavicula, superiormente por el plano
horizontal que forma el borde inferior del cartilago cricoides, en su parte anterior por el borde
lateral de la musculatura esternohioidea y posteriormente por las mismas estructuras que el nivel
III. El nivel V incluye todos los ganglios del tridngulo posterior, los ganglios del espinal
accesorio y cervicales transversos y todos los ganglios de la yugular alta, media y baja por la
parte posterior del ECM. El nivel VA estd limitado inferiormente por el borde inferior del
cartilago cricoides, superiormente por el apice formado por la convergencia del ECM y los
musculos trapecios, en su parte anterior por el ECM o las ramas sensitivas del plexo cervical y

posteriormente por el musculo trapecio. El nivel VB limita en su parte inferior por las
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claviculas, superiormente por el borde inferior del hueso hiodes, y anterior y posteriormente
por las mismas estructuras que el nivel VA, respectivamente. El nivel VI incluye los ganglios
linfaticos pretraqueales, paratraqueales y prelaringeos o también llamados los ganglios
Delphian. Est4 limitado inferiormente por la escotadura supraestemal, en su parte superior por
el hueso hiodes y lateralmente por las arterias cardtidas. Este nivel es también conocido como el

compartimento anterior.

Figura 8. Niveles de los ganglios linfiticos cervicales

(Imagen tomada del libro ""Pathology and Genetics ofHead and Neck Tumours ’J(!)

Los niveles de mayor riesgo de metastasis del COCE son los niveles I, II, III y en menor
extension el IV. El drenaje linfatico es complejo y no sigue una secuencia regular de niveles en
muchos pacientes.

El drenaje linfatico de la lengua lo constituyen principalmente el nivel II, seguido del
los niveles Il y I. EI COCE que afecta al borde lateral de la lengua generalmente metastatiza de

manera ipsilateral, sin embargo, cuando el tumor afecta a la punta o al cuerpo de la lengua
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puede presentar metastasis bilaterales. Los carcinomas del suelo de boca originan metastasis en
los ganglios submandibulares y digatricos. El drenaje linfatico de la mucosa yugal es el nivel I,
seguido del nivel II. Las metastasis ganglionares en el cancer de labio son infrecuentes. Los
carcinomas del paladar duro generalmente metastatizan los niveles I y II, pudiendo afectar
también a los nodulos retrofaringeos.

La invasion bilateral cervical es probable que aparezca en tumores que afectan la linea
media, particularmente tumores de la parte posterior lingual y del paladar blando. La infiltracién
extracapsular de los ganglios se asocia a un mal prondstico (1,2). La presencia de una
adenopatia metastasica reduce la supervivencia del paciente de 5 afios al 50%. Asi mismo, la
diseminacion extracapsular desciende la supervivencia otro 50%.

La diseminacién por via hematdgena se produce cuando se han infiltrado los ganglios
cervicales y posteriormente se ha producido una infiltracién extracapsular. En el COCE este
tipo de diseminacién no es tan frecuente como la linfatica, siendo el pulmén el 6rgano mas
frecuentemente infiltrado.

Brandizzi y cols. (74) encontraron en sus pacientes que el 40% cursaron sin
adenopatias, mientras que un 39% presentaron adenopatias unilaterales o bilaterales moviles y
solo el 10 % las presentaron adheridas a planos profundos. Datos muy similares encuentran
Mashberg y cols. (65) con una afectacion ganglionar de un 45%. Ariyoshi y cols. (75) reportan
cifras ligeramente menores de adenopatias. En el estudio de Sasaki y cols. (82) el 14,3% de los
pacientes menores de 40 afios presentaba afectacion ganglionar mientras que en los pacientes
mayores de 40 afios la afectacion ascendia al 22,7%. Datos similares encuentran Mallet y cols.
(84) con so6lo un 24% de pacientes con adenopatias u Oliver y cols. (71) con un 20%. Otros
autores como Ghoshal y cols. (88) reportan un mayor porcentaje de pacientes con afectacion

ganglionar (62%) en carcinomas de la mucosa yugal, siendo el 54,8% limitados a N1.
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1.4. DIAGNOSTICO

Segin Scully y Bagan (45), cualquier bulto solitario oral, ulcera, lesion blanca o roja
persistente durante mas de tres semanas o alveolo no cicatrizado, parestesia o pérdida de
dientes sin causa evidente deberia considerarse como un cancer hasta que se demostrara lo

contrario (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas sugestivas de COCE

Lesion roja (eriptroplasia)

Lesion mixta blanca/roja (eritroleucoplasia); lesion blanca irregular (leucoplasia verrugosa)
Tumoracion

Ulcera de bordes evertidos y mal definidos

Dolor o parestesia

Vasos sanguineos anormales sobre una tumoracion

Alveolo no cicatrizado tras extraccion

La exploracion fisica debe incluir la inspeccion visual y palpacion de las superficies
mucosas, la palpacion bimanual del suelo de la boca y la valoracion de presencia de adenopatias
cervicales.

El diagndstico se confirma mediante la biopsia y esta siempre indicada. La muestra
debe tomarse de la zona mas sospechosa, evitando areas necroticas o muy ulceradas, pudiendo
ser necesaria mas de una biopsia. Si ésta fuera negativa ante la fuerte sospecha clinica de un
lesion maligna, es importante reconsiderar una segunda toma de biopsia u otra opinidon
histologica. La biopsia se realizard tomando un fragmento de la lesion; en los casos iniciales se
tomara de la zona que clinicamente se observe mas alterada y en los casos avanzados se tomara

bien de los bordes de la tilcera o en la zona que se palpe mas induracion o infiltracion.
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Las radiografias intraorales y la ortopartomografia pueden servir de ayuda para valorar
la afectacion Osea. La tomografia axial computarizada (TC) y la resonancia nuclear magnética
(RNM) se utilizan normalmente como técnica complementaria para evaluar y estadiar el tumor
primario y las adenopatias cervicales. Ademas estas técnicas ofrecen mas informacion sobre la
extension local de la enfermedad y pueden ayudar a diagnosticar metastasis linfaticas. La TC es
util para evaluar la afectacion 6sea mientras que la RNM proporciona mayor informacion de la
extension de los tejidos blandos y de la afectacion linfatica y neurovascular. La TC se realiza
normalmente preoperatoriamente con contraste intravenoso para delimitar bien entre estructuras
vasculares y linfaticas. Se toman cortes entre 3 y 5 mm desde la base del craneo hasta la
clavicula. Una adenopatia se considera patolégica cuando es mayor de 1,5 cm en la regién
yugulodigastrica o mayor de 1 cm en las otras regiones del cuello. La forma de las adenopatias
ha sido sugerido como un criterio para distinguir las adenopatias patolégicas, asi la forma de
una adenopatia normal o hiperplasica semeja una judia mientras que una forma esférica o
redondeada es caracteristico de una metastasis. Junto al tamaiio, el indicador mas especifico de
una metastasis en la imagen de TC es la presencia de necrosis intranodal. La RNM tiene la
ventaja de proporcionar una vision del cuello y del tumor primario no disponible en la TC. La
caracterizacion de los tejidos blandos y la localizacion anatomica proporcionada por estas dos
técnicas complementarias las hacen herramientas valiosas en la valoracién preoperatoria de los
canceres orales y orofaringeos.

El estudio de las adenopatias mediante ultrasonidos ha aumentado en los paises
europeos. Es una técnica no invasiva, rapida, facilmente repetible y econémica. Puede usarse
como estudio inicial, realizandose mas estudios de imagen si son necesarios. La sensibilidad de
la sonografia en la deteccion de nodulos linfaticos se sitiia en torno al 89-95% mientras que la
especificidad es del 80 al 95%. Los criterios para evaluar la afectacion ganglionar maligna
incluyen la valoracion de la forma, tamafio y necrosis central. Las adenopatias metastasicas se

caracterizan por ser esféricas y frecuentemente hipoecogénicas. Algunos estudios han concluido

41



que la ultrasonografia intraoral puede servir también para determinar el espesor del tumor y los
margenes del tumor en el momento de la cirugia (89).

La precision de la técnica PET (Positron Emission Tomography) combinada con la TC
para la deteccion de tumores primarios y metastasis cervicales ha demostrado ser comparable a
la TC/RNM, aunque significativamente mayor para los carcinomas primarios. La técnica PET
se basa en el realce de la actividad metabodlica del tejido tumoral en el cual el aumento de la
glicolisis es generalmente caracteristico. Es una modalidad de imagen que puede usarse cuando
la evaluacién clinica es de NO. La técnica PET puede ser también util en el control rutinario
para la deteccion de recurrencias en pacientes subclinicos (90).

Aunque las metastasis a distancia del COCE son infrecuentes, se suele realizar una
radiografia de torax para descartar metastasis pulmonar.

En los pacientes que presentan adenopatias cervicales junto con el tumor primario
intraoral, la biopsia debe tomarse en la zona del tumor y no en el nédulo cervical. En tales
situaciones, la puncidn-aspiracién con aguja fina (PAAF) puede esclarecer la afectacion
linfatica. En pacientes con adenopatias cervicales que no se encuentre el tumor primario en
boca, la PAAF puede ayudar a establecer el diagndstico. En aquellos pacientes en los que la
PAAF no sea diagnostica pero exista una sospecha de COCE, esta indicada la biopsia excisional
de los ganglios.

También los genes se han querido utilizar como métodos de diagndstico y prondstico y
como predictores, especialmente el p53, ya que la acumulacion anormal de la proteina p53 es
frecuente encontrarla en muchos canceres humanos como el de pulmon, colon, pecho y cabeza y
cuello (91, 92).

El azul de toluidina se ha utilizado como marcador de las lesiones orales potencialmente
malignas, pudiendo identificar lesiones tempranas. Puede servir para perfilar la extension del
epitelio displasico o del carcinoma a la hora de realizar las biopsias o escisiones, ademas de
detectar tumores multicéntricos o secundarios y ayudar en el seguimiento de los pacientes con

cancer oral. Hay estudios que sugieren que el azul de toluidina se une a las zonas donde se han
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producido cambios genéticos (pérdida de la heterocigosidad) que se han asociado con la
displasia y con el COCE. Puede servir de ayuda para tomar la biopsia, pero sin llegar a
sustituirla (93,94).

Recientemente se han lanzado al mercado diferentes productos que intentan diagnosticar
el COCE mediante la aplicacion de luz fluorescente en la lesion. Algunos estudios concluyen
que la aplicacion de luz fluorescente ayuda a diagnosticar la lesion, sobre todo aquellas que
pueden pasar inadvertidas mediante la exploracion visual por parte de un profesional no
especializado en patologia oral (95). A pesar de la gran oferta de productos, segin los expertos,
no esta clara su utilidad, siendo actualmente la exploracion clinica y la toma de biopsia las
actitudes mas fidedignas.

En cuanto al diagnostico de las metastasis cervicales, se han realizado numerosos
estudios para determinar el ganglio centinela. El estudio del ganglio centinela se basa en el
analisis anatomo-patoldgico del primer ganglio linfatico donde confluye la linfa drenada desde
la zona tumoral. Se trata, por lo tanto, del primer ganglio linfatico que recibe células tumorales
en caso de producirse una diseminacion tumoral via linfatica, y a partir de la cual se afectan el
resto de ganglios de la cadena linfatica. La mayoria de los estudios realizados hasta la fecha
tratan de demostrar la validez de esta técnica diagnostica a partir de trabajos donde se incluyen
pacientes con carcinoma de células escamosas de cavidad oral u 'orofaringe, clasificados clinica
y radiograficamente como T1/T2 NO M0. La mayoria de los pacientes con el estadio clinico NO
son tratados de manera profilactica mediante un vaciamiento cervical selectivo y sélo el 30%
aproximadamente de estos pacientes presentaria una progresion cervical de la enfermedad si no
sé realizara este tratamiento. Puesto que el vaciamiento cervical selectivo conlleva una
morbilidad considerable y, segun algunos autores, seria innecesario para aproximadamente tres
cuartos de los pacientes NO, los estudios van encaminados a conseguir la validacion de esta
técnica ya que podria disminuir el numero de vaciamientos cervicales selectivos, con la
consiguiente disminucion de la morbilidad de esta técnica quirirgica (fistulas, infecciones,

hemorragias, lesiones de estructuras nobles...), disminucién del tiempo quinirgico y de los
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costes del tratamiento realizandose el vaciamiento cervical sélo en aquellos casos donde el
ganglio centinela estuviera afectado (96, 97).

El diagnostico precoz es el factor fundamental para mejorar la supervivencia del
paciente, pudiéndose alcanzar cifras de hasta el 80-90% en lo que respecta a la curacion del

paciente.

1.5. HISTOPATOLOGIA

El carcinoma oral de células escamosas se caracteriza por la proliferacion de nidos,
cordones o islotes neoplasicos que recuerdan en mayor o menor grado el epitelio escamoso de
donde derivan y que penetran en el tejido conectivo. Se han propuesto diversas clasificaciones
desde el punto de vista patoldgico, siendo la mas aceptada la clasificacion de la OMS que los
divide en tres grados de malignidad, segin el grado de queratinizacion, el pleomorfismo celular
y nuclear y la actividad mitética.

- Bien diferenciados: presentan una gran semejanza con las células epiteliales, se observa
abundante formacién de queratina en forma de perlas cormeas o como queratinizacion
celular individual. La atipia celular y el nimero de mitosis es minima. Se observa un
infiltrado inflamatorio crénico peritumoral bastante marcado, formado por linfocitos y
células plasmaticas.

- Moderadamente diferenciados: presentan menor semejanza con las células epiteliales, y
el grado de atipia nuclear asi como el nimero de mitosis es mayor. Por otra parte,
disminuye la formacion de perlas comeas y la queratinizacion individual.

- Pobremente o poco diferenciados: la similitud con las células epiteliales es tan pequefia
que en ocasiones es dificil establecer el origen escamoso de estos tumores y hay que
recurrir a técnicas inmunohistoquimicas para demostrar si hay positividad a la

citoqueratina. Existe un gran pleomorfismo nuclear y un elevado nimero de mitosis.
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Los tumores bien y moderadamente diferenciados pueden ser agrupados como de bajo grado,
mientras que los pobremente diferenciados e indiferenciados son de alto grado.
En el carcinoma de células escamosas existen otras variantes:

¢ Carcinoma verrugoso

Es un carcinoma poco agresivo de variedad histolégica bien diferenciado. Tiene un
excelente prondstico y un comportamiento clinico poco agresivo. Se localiza mas
frecuentemente en la cavidad oral y en la laringe, aunque este tumor también puede afectar otras
localizaciones como la region anorrectal, los genitales y la piel de las extremidades. La
patogenia de esta neoplasia se ha asociado con las lesiones verrugosas benignas y factores
carcinogénicos del tabaco, especialmente del tabaco mascado. Sin embargo se han reportado
casos de pacientes sin historial de tabaco. Se ha sugerido una posible relacion entre el
carcinoma verrugoso y el VPH. Clinicamente, el carcinoma verrugoso se caracteriza por un
crecimiento exofitico en forma de coliflor con una superficie verrugosa de coloracion blanco-
grisacea, pudiendo presentar también areas eritematosas. A pesar de ser tratable en estadios
iniciales, puede tornarse localmente agresivo si no se trata correctamente. Microscépicamente €s
predominantemente un crecimiento exofitico de epitelio escamoso estratificado con crestas
profundas bulbosas que muestran o no atipia e invaginaciones profundas con paraqueratosis u
ortoqueratosis (1,98).

¢ Carcinoma de células escamosas basaloides

El carcinoma de células escamosas basaloides (CCEB) es una variante de carcinoma de
células escamosas, raro y agresivo, que fue inicialmente identificado como una entidad
histopatologica separada (98). Se manifiesta principalmente en la laringe, hipofaringe,
orofaringe, epiglotis y base de la lengua. Es mas frecuente entre hombres de 60-70 afios con un
historial de consumo de tabaco y alcohol elevado. Clinicamente el tumor aparece como una
masa firme, ulcerada y exofitica. A nivel microscopico puede tener un patréon lobular,
cribiforme, en forma de corddn, de glandula o de nido.

El curso clinico y el prondstico del CCEB es peor que el del carcinoma convencional.
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¢ Otras variantes histoldgicas del carcinoma de células escamosas

Otros subtipos del COCE incluyen el carcinoma de células fusiformes, el carcinoma
escamoso de células papilares, el carcinoma adenoescamoso, el carcinoma escamoso de células
acantoliticas y el carcinoma cuniculatum. La mayoria de los casos descritos con estas neoplasias

han sido en laringe e hipofaringe, existiendo pocos casos reportados a nivel de la cavidad oral

1.

1.6. ESTADIAJE

La finalidad de establecer una clasificacion para el cancer oral universalmente aceptada, es la de
obtener grupos de pacientes similares y por tanto equivalentes desde un punto de vista
estadistico, que permita unificar criterios en el momento del diagndstico y tratamiento de los
mismos. La primera clasificacion de tumores malignos es la TNM de Pierre Denoix (1944),
basada en la extension del tumor primario (T), afectaciéon de ganglios regionales (N) y la
presencia de metastasis a distancia (M). Actualmente se aceptan los dos sistemas de
clasificacion TNM desarrollados por la UICC (International Union Against Cancer) y la AJCC
(American Joint Commitee in Cancer), siendo ambas similares (1). El sistema TNM constituye
una herramienta valida a la hora de elaborar el enfoque diagndstico y terapéutico de un paciente,
el cual incluye una clasificacion previa al tratamiento (cTNM), basada en el examen clinico y
técnicas de imagen y otra clasificacion postquirirgica (pTNM), que introduce los datos
obtenidos tras el estudio histopatologico de la pieza quirurgica. El T se refiere al tumor
primario, al tamafio en su dimension maxima y a la infiltracion a tejidos adyacentes (Tabla 5).
La N se refiere a la presencia de adenopatias, dimension de éstas y lado afectado segun el tumor
primario (homolaterales, contralaterales o bilaterales). La M mide las metastasis a distancia y se

basa en la presencia o no de éstas. Cuando se presentan tumores sincronicos se designa con el
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sufijo m en la T, correspondiendo al estadiaje tumoral mas alto. Para el uso clinico, a partir de

esta clasificacion la AJCC designd varios estadios clinicos (1)(Tabla 6).

Tabla 5. Clasificacion de los tumores de cabezay cuello

TUMOR PRIMARIO

Tumor Descripcion
Tx No se puede evaluar el tumor primario
TO No hay evidencia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ
TI Tumor menor o igual a2 cm
T2 Tumor entre 2 y 4 cm
T3 Tumor mayor de 4 cm
Tumor que invade estructuras adyacentes: hueso cortical, musculo extrinseco de la lengua en
e profundidad (geniogloso, hiogloso, palatogloso y estilogloso), seno maxilar o piel de la cara
Tumor que afecta al espacio masticatorio, apofisis pterigoides, base de craneo y/o recubre la
T arteria cardtida interna
GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES
Adenopatia Descripcion
Nx No pueden evaluarse los ganglios regionales
NO No hay metastasis ganglionares
NI Metastasis en un solo ganglio linfatico homolateral igual o menor a 3 cm
N2 Metastasis en un solo ganglio linfatico homolateral mayor de 3 cm y menor de 6 cm ; o multiples
ganglios ipsilaterales, no mayores a 6 cm en su maxima dimension; o ganglios bilaterales o
contralaterales, menores de 6 cm
N2a Metastasis en un solo ganglio homolateral mayor de 3 cm y menor de 6 cm
N2b Metastasis en multiples ganglios homolaterales, menores de 6 cm
N2¢ Metastasis en ganglios bilaterales o contralaterales, menores de 6 cm
N3 Metastasis en ganglios mayores de 6 cm
METASTASIS A DISTANCIA
Metastasis Descripcion
Mx No se pueden evaluar las metéstasis a distancia
MO No hay metastasis a distancia
MI Hay metastasis a distancia

47



Es la profundidad tumoral el parametro que ha adquirido en la Gltima década una mayor
relevancia como factor predictor prondstico. En la nueva clasificacion TNM de la AJCC,se
recomienda el registro del espesor maximo tumoral aunque por el momento no se introduce en

la clasificacion por estadios (99, 100).

Tabla 6. Estadiaje de los tumores de cabezay cuello

ESTADIO CLASICIFACION TNM
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio I Ti NO MO
Estadio II T2 NO MO
Estadio IIT T3 NO MO
TI NI MO
T2 NI MO
T3 NI MO
Estadio IVA T4a NO MO
T4a NI MO
Ti N2 MO
T2 N2 MO
T3 N2 MO
T4a N2 MO
Estadio IVB Cualquier T N3 MO
T4b Cualquier N MO
Estadio IVC Cualquier T Cualquier N MI

1.7.. TRATAMIENTO

El tratamiento del COCE es multidisciplinario, en el que participan diferentes
especialistas formando comités clinicos, los cuales planifican de forma protocolizada esta
neoplasia. Aunque la cirugia y la radioterapia son los dos métodos mas empleados, en algunos
casos, sobre todo avanzados, se emplea la quimioterapia, sola o asociada a la radioterapia, la

cual esta dando resultados satisfactorios con la nuevas pautas de actuacion.
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En los estadios iniciales el tratamiento de eleccidon es el quirtrgico, eliminidndose el
tumor con margenes de seguridad y con o sin vaciamiento cervical segun la localizacion,
tamafio o sospecha de metastasis regional. El vaciamiento cervical se realiza segun los
diferentes niveles cervicales (I, II, III, IV y V) incluyendo o no el nervio espinal, la vena
yugular interna y el musculo ECM. La glandula submaxilar y la vena yugular externa se
incluyen siempre. Una vez realizado el vaciamiento cervical, se analiza histopatologicamente, y
en el caso de estar afectadas las estructuxaé extirpadas se valora el tratamiento postquirtrgico
con radioterapia (101, 102). Las disecciones cervicales se clasifican en:

- Vaciamiento cervical funcional: se realiza una extirpacion de uno o mas niveles,
conservandose el nervio espinal, la vena yugular interna y el misculo ECM.

- Vaciamiento cervical radical modificado: se extirpan los ganglios de todos los niveles,
pero se conservan o no el nervio espinal, la vena yugular interna y el ECM.

- Vaciamiento cervical radical: se extirpan los ganglios de todos los niveles, la vena
yugular interna, el nervio espinal y el ECM.

La radioterapia puede aplicarse de forma local (braquiterapia) o externa (cobaltoterapia).

La radioterapia externa es la forma clasica de administrarla con la fuente de radiacion
alejada del organismo. Requiere un fraccionamiento de la dosis y un periodo de tiempo mas
largo para llevarla a cabo. Las fuentes de irradiacion externa son la bomba de cobalto o los
aceleradores lineales. La radioterapia convencional consiste en una dosis de 10 Gy semanales, 2
Gy diarios durante 5 dias y 2 dias de descanso, en un periodo de 7 semanas. La radioterapia
fraccionada permite administrar una dosis total elevada en el tumor, respetando el tejido normal
adyacente. Disminuye la toxicidad y condiciona la respuesta en los tejidos sanos y tumorales,
mediante la reparacion de las lesiones, ya que el tejido normal repara mejor el ADN daiiado,
sobre todo a bajas dosis, que el tejido tumoral; la reoxigenacién de las células tumorales,
aumentando su radiosensibilidad; y la repoblacién del tejido entre las fracciones, especialmente
durante el fin de semana, cuando la zona no es irradiada, reduciendo de ese modo los efectos

tempranos. Cuando la radioterapia es exclusiva se suelen dar 60-80 Gy mientras que cuando es
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postquirurgica se admintstran dosis de 50-60 Gy (1). La braquiterapia, por otro lado, es un
método que usa radiaciones ionizantes, situando el material radioactivo en las proximidades o
en el interior del tumor. Existen diferentes modalidades de braquiterapia, de las cuales la mas
empleada para los tumores de cabeza y cuello es la radioterapia intersticial, que consiste en la
ubicacion de alambres u horquillas en la periferia o en el interior del tumor, marcados con
isotopo radioactivo de iridio. La radioterapia intersticial destruye en mayor cantidad tanto a las
células tumorales como a las normales, debido a que se coloca directamente en el tejido
produciendo una emision continua sin dejar un periodo de tiempo para la recuperacion de las
células normales. De ahi el alto riesgo de aparicion de osteorradionecrosis, sobre todo en los
casos de COCE de suclo de boca o lengua donde las agujas se colocan proximas al hueso
cortical mandibular.

La quimioterapia se utiliza generalmente como tratamiento paliativo, aunque los
protocolos actuales combinados con la radioterapia a dosis de 60-70 Gy estan dando buenos
resultados como tratamiento curativo. Se emplean el S-fluoracilo y el cisplatino

fundamentalmente, administrandose generalmente 3 ciclos.

1.8. PRONOSTICO

El pronéstico del COCE depende de factores relacionados con el tumor, el tratamiento y
el paciente. Estd generalmente aceptado que el prondstico es mejor en carcinomas detectados
tempranamente y sin metastasis. Los pacientes con COCE detectados en estadios avanzados
tienen una alta tasa de mortalidad. El tratamiento tiene una gran relevancia en el prondstico,
dependiendo de si se han limpiado los bordes y los ganglios. La presencia de metastasis
ganglionares es uno de los factores pronosticos mas importantes para el prondstico del paciente,

reduciendo la supervivencia hasta el 50% (103).
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La reduccion de la supervivencia en los tumores orofaringeos localizados mas
posteriormente es conocida desde hace afios, sin embargo en la cavidad oral, la localizacion del
tumor no es tan influyente en el prondstico. El tamafio del tumor afecta tanto a la eleccion del
tratamiento como al éxito. Histolégicamente, la afectacion de los bordes de reseccion es un
fuerte valor predictivo. El estadio pN es un predictor independiente de la mortalidad pero el
significado prondstico de las micrometastasis y de las células tumorales aisladas no se conoce,
aunque estudios en el ganglio centinela pueden proporcionar una visiéon aproximada. El grado
histologico del COCE también se ha relacionado con la supervivencia, aunque ha sido un tema
de controversia (45,103,104). En cuanto a los subtipos histolégicos, el carcinoma verrugoso y el
carcinoma cuniculatum tiene mejor prondstico que el carcinoma adenoescamoso y que el
carcinoma escamoso basaloide (98). La infiltracion peri/endoneural muestra una asociacidon
significativa con el tamafio tumoral, la invasion, el grado histolégico de malignidad y resultados
en cuanto a metastasis ganglionar, estado de los margenes resecados, recurrencia local y
supervivencia. La afectacion osea también afecta al pronostico. El sialoadenotrofismo esta
asociado con un aumento de la recurrencia local y con la aparicion de nuevos tumores

primarios. La afectacion de la piel es un signo de mal prondstico (Tabla 7).

Tabla 7. Factores pronosticos relacionados con el tumor, el tratamientoy el paciente.

Tumor Tratamiento Paciente

Localizacion anatomica Reseccion de margenes Edad

Estadio Reseccion de ganglios linfaticos Sexo
Profundidad tumoral Radioterapia Estilo de vida

Grado de diferenciacion Quimioterapia Raza

Comportamiento de las células tumorales Factores socioeconémicos
Infiltracién ganglionar y extracapsular Retraso diagnostico
Inmunidad

Co-morbilidad
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Los pacientes con carcinoma de células escamosas de la cavidad oral y orofaringe
tienen riesgo de multiples tumores primarios en la faringe y orofaringe, asi como en la regién
traqueobronquial y eséfago. Asi, el riesgo de una recurrencia o de la aparicion de un segundo

cancer se ha estimado en entre un 10 y 40% tras el tratamiento.

2. TOLERANCIA INMUNE

2.1. CONCEPTO

La caracteristica distintiva del sistema inmune es la capacidad de discriminar entre
antigenos propios y antigenos ajenos. El sistema inmune debe ser capaz de mantener la
tolerancia a antigenos propios y sin embargo, ser capaz de efectuar una respuesta inmune contra
patogenos y células malignas. La relacion entre la tolerancia y la inmunidad es dinamica y se
puede describir como los dos extremos de una escala, que deberian estar delicadamente
balanceadas. La minima predisposicién hacia uno de los extremos puede conducir a las
manifestaciones patoldgicas tales como infecciones, tumores malignos o autoinmunidad. La
actividad timica constituye el principal proceso de la tolerancia central en el que la mayoria de
los linfocitos T con fuerte auto-reactividad se suprimen durante el proceso de desarrollo (105).
Después de la salida del timo, las células T maduras son objeto de la seleccion secundaria (la
tolerancia periférica) por el que la mayoria de las células T autoreactivas son eliminadas o
convertidas en anérgicas (falta de reactividad) (106). Sin embargo, incluso bajo la estricta
regulacion de la tolerancia central y periférica, existe una evidencia que en la periferia de los
individuos normales estan presentes los linfocitos potenciales con el riesgo de autoreaccion.
(107). Las células T autorreactivas residuales pueden permanecer en estado latente, debido a la
falta de coestimulaciéon de las células presentadoras de antigenos o al aislamiento de los
antigenos propios. Ademas de estos mecanismos pasivos, la evidencia acumulada en los Gltimos

15 afios, indica que las células CD4+ CD25+, o linfocitos T reguladores (Treg) desempefian un
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papel importante en el mantenimiento de la auto-tolerancia periférica asi como en la regulacion
de descenso de las diversas respuestas inmunes (108, 109).

Aunque la tolerancia periférica es esencial para el adecuado funcionamiento del sistema
inmunoldgico, una inadecuada funcionalidad de los Treg puede convertirse en un mecanismo de
evasion por el cual las células tumorales evitan el reconocimiento y la destruccion por el sistema
inmunolégico (110). Ademas de los Treg, otras células con capacidad inmunosupresora
presentes en los tumores se han descrito, entre ellas las células supresores derivadas de células
mieloides (MDSCs), los macrofagos asociados al tumor (TAM), las células T natural killers

(NKT) y varias subpoblaciones de células dendriticas (DC) (111).

2.2 CELULAS T REGULADORAS

Las células T reguladores (Treg) son un subconjunto de linfocitos especializados,
caracterizados por la induccion de la tolerancia periférica. Desempefian un papel importante en
el control de la reactividad inmunitaria contra los antigenos propios y tienen la capacidad de
inhibir las respuestas inflamatorias crénicas y mantener la tolerancia inmune en el tumor de los
huéspedes portadores (109). Las células Treg fueron por primera vez descubiertos por
Sakaguchi (109) hace mas de una década y se describieron como una poblacién menor de
células T CD4+ que coexpresaron CD25. Aunque con los Treg no se puede asociar ningun
marcador de superficie especifico, el factor de transcripcion FoxP3 (forkhead box P3) ha sido
identificado como un gen regulador clave para el desarrollo y la funciéon de células Treg (112).
Las células Treg se generan, in vitro € in vivo, a partir de células CD4+ T maduras bajo
condiciones especificas de la estimulacion del antigeno o la exposicién a citoquinas (113). Las
células Treg se pueden clasificar ademas sobre la base de su perfil de citoquinas sintetizado.
Asi, la activacion cronica de los linfocitos Treg CD4+ humanos y de ratéon en presencia de
interleuquina (IL)-10 da lugar a las células Trl (T reguladoras tipo 1) con baja capacidad

proliferativa que producen altos niveles de IL-10, bajos niveles de IL-2 y no produce IL-4 (114).
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Las células Th3 (tipo T helper 3), una poblacién que produce un alto nivel de TGF-B, son
preferentemente inducidas por las células dendriticas en el intestino y su induccion es mayor en
presencia de IL4, el TGF-B, IL-10, y anti-IL-12 (115, 116). Ademas, las células T reguladoras
pueden ser derivadas de células T CD§+. También se ha identificado que el subconjunto de
células CD8+ CD25+ T reguladoras comparte el fenotipo, las caracteristicas funcionales y el
mecanismo de accion con las células CD4+ CD25+ T reguladoras naturales (117).

Se ha demostrado que las células Treg son capaces de inhibir una gran variedad de
respuestas inmune, tanto in vitro como in vivo (118). A pesar de que las células Treg requieren
la activacion por la exposicion al antigeno para iniciar las funciones supresoras, la fase efectora
(de supresidn) es independiente de la especificidad antigénica. Se han descrito multiples
mecanismos de represion por las células Treg, con diferencias observadas entre la supresion in
vitro e in vivo y los resultados entre los distintos subconjuntos de células Treg. Las citoquinas
solubles, los mecanismos dependientes del contacto célula-célula, o ambos han demostrado que
contribuyen a las actividades de supresion mediada por las células Treg. En muchos sistemas
experimentales las Treg funcionan in vivo produciendo las citocinas inmunosupresoras IL-10
(119) y el TGF- (120) y por un mecanismo dependiente del contacto celular (121). Estas
células expresan un alto nivel de GITR (glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor)
y las moléculas FoxP3 y median la supresion inmune a través de un mecanismo de contacto
célula-célula (112, 122).

Ademas de los mecanismos directos de supresion, las células Treg pueden inhibir las
respuestas inmunes a través de la modulacion de la funcién de las células dendriticas (123). Més
recientemente, la IL-9 se ha demostrado que constituye un vinculo funcional a través del cual
las Treg activadas reclutan y activan a los mastocitos para mediar en la supresion inmune
regional en el modelo de tolerancia del injerto de la piel.

El elevado nivel de CD25 en las células Treg se basa mas en su naturaleza esencial, que

en el marcador convencional.
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Hasta ahora hemos descrito la forma natural o principal del desarrollo de las células T
CD25+CD4+ producidas en el timo, pero también existe la posibilidad de su desarrollo
periférico extratimico. Estas células, llamadas Trl o Th3, fueron inicialmente generados por la
estimulacion cronica de las células T normales no reguladores en la presencia de IL-10 (124) y
también han sido aislados de nodos linfaticos mesentéricos tras la induccion de tolerancia oral
(125). La tabla 8 resume las diferentes caracteristicas de las células Treg producidas

timicamente y extratimicamente.

Tabla 8. Resumen de las caracteristicas de las células Treg CD4+

Células Treg producidas en el timo Células Treg producidas fuera del timo
CD25, CTLA-4, GITR CD25, CTLA-4
Fenotipo Anérgicas in vitro Anérgicas in vitro

FoxP3 FoxP3
intracciones B7-CD28 citoquinas TGF-P, IL-4, IL-10

Seitales de desarrollo intracciones CD40-CD40L DCs inmaduros
IL-2 anti-CD4 in vivo
la cadena TCRa endogena receptor CD46

Mecanismos de supresion

In vitro Dependientes del contacto IL-10 y/o TGF-p

In vivo Dependientes del contacto IL-10 y/o TGF-p
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2.3. MECANISMOS DE SUPRESION DE ACTIVIDAD INMUNOLOGICA

ANTITUMORAL MEDIADOS POR CELULAS T REGULADORAS

Segin North y col. (126) las células Treg especificas del tumor presentes pueden
desempeifiar un papel significativo en la supresion de la inmunidad antitumoral. Aunque el
origen de las células Treg tumorales sigue siendo poco estudiado, parece que pueden surgir a
partir de la activacion por antigenos de las células T CD4+CD25- en el medio de la supresion
inmune derivada de la accion de las citoquinas en el sitio de localizacion de tumor (127). El
papel de las células Treg en la inmunidad antitumoral ha sido recientemente reevaluado en un
modelo murino de tumor poco inmunogénico (128). La existencia de la supresién inmunitaria
mediada por las células T CD4+ también se ha demostrado en los canceres humanos (129). Asi,
la eliminacién de células T CD4+CD25 + por un anticuerpo anti-CD25 en modelos animales
provoca una mayor respuesta antitumoral (130). Recientemente, el aumento de las proporciones
de células Treg se han detectado en varios pacientes con diferentes tipos de canceres, incluidos
los de pulmén, de mama y los tumores de ovario (116), demostrando que las células Treg
suprimen la proliferacién de las células T CD4+ e inhiben la secrecion de IL-2 por las células
CD4+ efectoras bajo la activacion especifica del tumor.

No obstante, no todas las células Treg son células T CD4+. De hecho, se ha identificado
que las células CD8+ Treg median también la supresion inmune de forma dependiente de
antigeno (131, 132). Estas células suprimen las células T CD4+ activadas por antigenos en un
TCR de manera especifica limitada por la molécula Qa-1 de MHC de clase Ib (133). En
contraste con las células CD4+ CD25+ Treg naturales, las células CD8+ Treg se generan o
inducen solo después de cebado del antigeno (133).

Varios linajes celulares han sido objeto de investigacién con el fin de determinar la
mejor forma de suprimir la tolerancia inmune inducida por el tumor. Uno de los linajes mas
importantes, son los Treg. Por lo tanto, una estrategia para modular los efectos de la tolerancia

inmune puede ser la reduccion de células Treg en pacientes con céncer.
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2.4. MARCADORES PRONOSTICOS

Un biomarcador es un indicador distintivo biolégico o bioldgicamente derivado de
un proceso, evento o condicion. Existen cuatro tipos de biomarcadores: biomarcadores
predictivos, pronésticos, de respuesta y los subrogados. Los marcadores predictivos son
marcadores que pueden ser empleados para estimar el grado de respuesta o supervivencia de un
paciente concreto a un tratamiento especifico. Los biomarcadores prondsticos son aquellos que
proporcionan informacion acerca del desarrollo neoplasico de los pacientes con independencia
del tratamiento que hayan recibido. Los biomarcadores de respuesta, son aquellos que muestran
un cambio cualitativo o cuantitativo después del tratamiento y estdn asociados a la diana
modulada por el agente terapéutico de manera especifica. Finalmente, los biomarcadores
subrogados son aquellos cuya finalidad es substituir a un parametro de valoracién clinico.

Estudios previos han detectado el aumento de las proporciones de células Treg en
pacientes con diferentes tipos de canceres, como el de pulmén, mama, pancreas, ovario, recto y
cabeza y cuello (134-137), dificultando la inmunovigilancia contra las células tumorales e
impidiendo la respuesta inmune efectiva. Estos niveles elevados se han detectado tanto en
sangre periférica como en tejido tumoral.

Actualmente se hace imperativo el contar con herramientas diagnosticas y pronosticas
confiables, tanto para identificar sujetos de alto riesgo de padecer cancer oral, asi como para
identificar pacientes oncolégicos orales con mal pronostico.

Debido a que varias familias de factores de transcripcion, citoquinas, moléculas
estimuladoras, moléculas de la superficie de las células T son imprescindibles para el
crecimiento y la expansion de las células Treg, podria ser util analizar en el COCE dichas

moléculas para la elucidacién de biomarcadores prondsticos.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
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El carcinoma oral de células escamosas es el mas frecuente de los carcinomas orales y
representa aproximadamente el 3-4% de las neoplasias malignas y mas del 95% de todos los
canceres de cabeza y cuello. Clasicamente el carcinoma oral de células escamosas se ha
asociado a hombres de 60 afios consumidores de tabaco y alcohol, pero actualmente se ha
observado un incremento en la incidencia (rango 0,4%-4%) en pacientes menores de 40 afios y
en mujeres en los que estos factores de riesgos no estan presentes (111).

A pesar de los avances en el diagnodstico y el tratamiento, el prondstico del cancer oral
avanzado sigue siendo desfavorable. La tasa de sﬁpervivencia del COCE a los 2 afios se sitiia en
torno al 65-85% (112). En el prondstico se han relacionado factores como el tamafio tumoral,
la presencia de adenopatias, el grado de diferenciacién tumoral y el tratamiento, entre otros.

Los biomarcadores pronoésticos son aquellos que proporcionan informacién acerca del
desarrollo neoplasico de los pacientes con independencia del tratamiento que hayan recibido.
La infiltracién tumoral de de linfocitos T se ha relacionado con la supervivencia de los pacientes
en diferentes canceres, reflejando asi la actividad de la inmunidad antitumoral (113-115). Asi
mismo, el elevado nivel de infiltracién de Treg en las neoplasias se ha relacionado con un peor

pronostico debido a la supresion inmune local (116, 117).
Los objetivos de nuestro proyecto de investigacion fueron:

1. Analizar y describir los datos generales y las caracteristicas clinico-patoldgicas y radioldgicas
de un grupo de 100 pacientes con carcinoma oral de células escamosas.

2. Determinar en un grupo de 36 muestras tumorales los niveles de expresion relativa de
marcadores moleculares asociados a los linfocitos Treg (CTLA-4, FoxP3, IL-10, TGFB1, CD4,
CD8, CXCR4 , CD127, CD25) comparandolo con muestras procedentes de tejido sano.

3. Analizar la posible correlacion de la supervivencia global de los pacientes con los pardmetros
clinico-patoldgicos: edad, sexo, localizacién, tipo de lesion, sintomatologia, afectacion osea,

parestesia, tamaiio de la lesion, estadio y diferenciacion.
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4. Valorar la posible aplicabilidad de los marcadores moleculares asociados a los linfocitos Treg

como biomarcadores prondsticos en el COCE.
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MATERIAL Y METODOS
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Se estudiaron retrospectivamente 100 pacientes con COCE, confirmados
histologicamente. Todos los pacientes estudiados fueron diagnosticados y visitados en el
Servicio de Estomatologia del Hospital General Universitario de Valencia. El grupo estaba
formado por 60 hombres y 40 mujeres, con edades comprendidas entre 33 y 92 afios. Dentro de
estos 100 pacientes se seleccionaron 36, a los cuales se les habia tomado una muestra de tejido
tumoral en el momento de la biopsia, inmediatamente después del diagnostico clinico y antes de
haber recibido cualquier tratamiento oncolégico, para estudiar la expresion de linfocitos Treg en
el tejido neoplasico. A fin de compafar estos resultados, se seleccionaron 8 pacientes sanos,
provenientes también del Hospital General Universitario de Valencia, a los cuales se les tomé
una muestra de tejido de la mucosa vestibular, valorando la infiltracién de linfocitos Treg en el
tejido sano. En este ultimo grupo de pacientes se excluyeron aquellos que presentaban algin
tipo de enfermedad tumoral, inmunoldgica o inflamatoria crénica, pacientes transplantados o
con infecciones activas a nivel intraoral, asi como aquellos que estaban en tratamiento con
inmunosupresores o antiinflamatorios. El grupo de pacientes sanos estaba formado por 3
hombres y 5 mujeres, con edades comprendidas entre 14 y 42 afios.

Los detalles del estudio fueron explicados a los pacientes a los cuales se les tom6 una
muestra de tejido sano y se entregd un consentimiento informado escrito antes de su inclusion

en el estudio.
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1. RECOGIDA DE DATOS CLINICOS

De todas las historias clinicas se recogieron los datos personales, los antecedentes
médicos y los habitos toxicos que presentaba el paciente. Se estudiaron los datos clinicos,
radioldgicos y anatomopatoldgicos de la lesion. Por tltimo se registré el tratamiento y la
evolucion de la enfermedad.

En los datos personales se anotaba la edad y el sexo de cada paciente. En los
antecedentes médicos se registraban las enfermedades que padecian o habian padecido, sobre
todo aquellas con potencial de desarrollar COCE, asi como si el paciente habia sufrido algun
tipo de neoplasia anterior y la localizacién de ésta. En cuanto a los habitos toxicos se incluia:

> Tabaco: se anotaba si era 0 no fumador. En los fumadores se apuntaba el nimero de
cigarros al dia y el tipo de tabaco consumido (rubio/negro/puro). Los pacientes se

clasificaron en 4 grupos atendiendo a la cantidad de tabaco consumida: de 3 a 10

cigarros al dia, de 15 a 20, de 30 a 40 y de mas de 40 cigarros al dia.

> Alcohol: se consideraba al paciente bebedor si consumia habitualmente bebidas

alcohdlicas y no bebedor si no consumia o si lo hacia s6lo esporddicamente.

En cuanto a la valoracidn clinica intraoral, se registraban los siguientes parametros:

» Sintomatologia relacionada con la lesion: se clasificaba segun si era asintomdtica, si
producia molestias o si presentaba dolor. En otro apartado de especificaba si existia o
no parestesia asociada a la neoplasia.

> Localizacion de la lesion: se incluia en un mismo grupo las lesiones localizadas en suelo
de boca, bordes laterales y superficie ventral de lengua. Las demas localizaciones
correspondian a la encia, paladar, mucosa yugal, labios, trigono retromolar y dorso

lingual.
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» Tipo de lesion: se clasificaba segun si se trataba de una eritroplasia, una ulceracion, una
tumoracion o una lesion mixta.

> Tamaiio clinico de la lesion: se anotaba el didmetro mayor en centimetros.

> Afectacion 6sea: anotando si habia o no afectacion.

> Lesiones precancerosas: se anotaba si el paciente presentaba lesiones de leucoplasia

oral, liquen plano oral o factor irritativo asociado a la lesion.

Los datos de imagen se valoraban a partir de las resonancias magnéticas o en su defecto, de
las tomografias computarizadas que se les habian realizado a los pacientes como pruebas
complementarias al diagnostico. Se estudiaron los siguientes aspectos:

» Tamafio de la lesion: anotando el didmetro mayor, el diametro menor y la superficie

afectada.

> Adenopatias: si eran homolaterales o bilaterales.

Una vez recogidos los datos de la anamnesis y las exploraciones clinicas y radiologicas, se
reflejaba el estadio clinico segin la clasificacion TNM desarrollada por la International Union
Against Cancer (UICC) (1). Para el parametro N se tuvo en cuenta, en aquellos pacientes que
habian sido tratados con cirugia, si existia infiltracién ganglionar en los ganglios resecados.

Las lesiones se clasificaron histologicamente en COCE bien diferenciado,
moderadamente diferenciado o mal diferenciado. Aquellas lesiones que presentaban una
variedad verrugosa, papilar o basaloide se clasificaron en un mismo grupo.

En cuanto al tratamiento, se anotaba si el paciente habia sido tratado con cirugia,
radioterapia y/o quimioterapia. Por ultimo se registraba si habia tenido o no recidivas de la
lesidn tras el tratamiento.

El protocolo que se realiz6 para cada historial clinico fue el siguiente:
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Nombre
Edad:

Sexo: 1) varon

Habitos
>

Fumador

>

Bebedor

Tabaco:

Alcohol:

N° historia

2) mujer

D)No 2) Si Cantidad diaria:

)No 2) Si

Antecedentes médicos

> Enfermedades:

> Neoplasias previas 1)No 2) Si
Sintomatologia

> Asintomatico 1) No

> Molestias 1) No

> Dolor 1) No

> Parestesia 1) No

Exploracidn clinica intraoral:

>

\%

\

\%

5%
>

>

Tipo de tabaco:

2) Si
2) Si
2) Si
2) Si

Localizacion
o Suelo boca, superficie Ventral y bordes lengua
0 Encia
o Paladar 1) No 2) Si
o  Mucosa yugal 1) No 2) Si
o  Trigono retromolar 1) No 2) Si
o Dorso lingual 1) No 2) Si
Tipo (lesién mas prevalente):
° Eritroplasia 1) No
0 Ulceracion 1) No
o Tumoracion (exofitica) 1) No
0 Mixta 1) No
Tamaiio (diametro mayor):
Afectacion dsea I) No 2) Si
Lesiones precancerosas:
o Leucoplasia 1) No
o Liquen plano oral 1) No
o Factor irritativo 1) No
Clasificacion TN M
Estadio:
Exploracién radiografica (RNM oTC)
Tamaio
) Diametro mayor (DM):
0 Diametro menor (dm):
o Area afectada (DM x dm):
Adenopatias
o  Homolaterales 1) No 2) Si
o Bilaterales )No 2) Si

Anatomia patologica

vV V. VvV V

Bien diferenciado

Moderadamente diferenciado

Mal diferenciado
Otras variedades

Tratamiento recibido tras el diagnostico

>
>
>

Evolucion
>

Cirugia No 2) Si
Radioterapia I)No 2)Si
Quimioterapia I)No 2) Si
Recidiva I) No 2)Si
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DNo  2)Si
DNo 2)Si

2) Si
2) Si
2) Si
2) Si

2) Si
2) Si
2) Si



2. RECOGIDA DE MUESTRAS

La recogida de tejido, tanto tumoral como sano, se llevé a cabo mediante hojas de
bisturi desechables del nimero 15, tomando una cantidad minima de tejido. Las muestras fueron
inmediatamente almacenadas en tubos Eppendorf, embebidas en solucién con inhibidores de
nucleasas para evitar la accién de nucleasas endégenas (ADNasas y ARNasas) y mantener su
integridad, y congeladas a -80° hasta la utilizacién de las mismas. En los pacientes con COCE
las muestras fueron tomadas de la zona mas representativa de la lesion, mientras que en los
pacientes sanos las muestras se tomaron de la mucosa vestibular, de manera que pudiéramos

proceder a una correcta hemostasia de la herida quirirgica.

3. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

3.1. EXTRACCION Y PURIFICACION DEL ARN

Para la solubilizacién de las muestras se procedid, en primer lugar, a la rotura celular
por homogenizacion (Tissue Lyser). La extraccion del ARN se realizd a partir del
homogenizado, en presencia de tiocianato de guanidinio, por adiciéon de fenol, cloroformo y
acetato sddico, seguido de agitacion vigorosa y centrifugacion, apareciendo el ARN en la fase
acuosa superior. A continuacion se procedié a valorar la calidad y la cantidad de ARN mediante
.los ensayos espectroscopico y electroforético, empleando un bioanalizador LabChip® Caliper
Agilent 2100 (Agilent). El grado de pureza del ARN viene dado por el cociente de densidad
optica 260nm/280nm. Este cociente debe tener un valor entre 1, 6 y 2 para asegurar una buena

pureza del ARN.
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3.2. TRANSCRIPCION REVERSA

Debido a que el ARN no sirve como molde para la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) ( Polymerase Chain Reaction) se transcribio el ARN a ADN utilizando un kit comercial;
High-Capacity ¢cDNA Reverse Transcription kit® (Applied Biosystems) y un termociclador
Mastercycle (Eppendorf), y se siguieron las instrucciones del fabricante. Se partidé de una
cantidad de lpg de ARN total para un volumen final de reaccion de 20 pL. Para preservar la
integridad del ARN se trabajoé siempre con hiclo para mantener las muestras frescas. En la
reaccion de retrotrancripcion se empled el programa de temperaturas optimizado (Tabla 9) para
el uso del kit de Applied Biosystems. Terminada la retranscripciéon, la muestra de ADN
complementario de cadena sencilla (ADNc) se congelé inmediatamente a -20°C hasta su

utilizacion.

Tabla 9. Programa de temperaturas y tiempos empleados para la transcripcion reversa

Paso transcripcion reversa Tiempo Temperatura
Paso 1° 10 minutos 25°C
Paso 20 2 horas 37°C
Paso 30 5 segundos 85°C
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3.3. PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL

Para la cuantificacion de los niveles de cada transcrito problema en las muestras de
pacientes, se optd por emplear la PCR cuantitativa a tiempo real o RTqPCR (Real Time-
Polymerase Chain Reaction). Esta variante de la PCR incorpora una estrategia de medicion por
fluorescencia de la cantidad de ADN sintetizada en cada momento durante la amplificacion, es
decir, detecta la amplificaciéon de un producto de PCR durante el desarrollo de la reaccién y no
mide la cantidad de producto de PCR generado tras un nimero determinado de ciclos.

En una amplificacion ideal, la cantidad de moléculas se duplica en cada ciclo.

Pc=P, x 2¢
Siendo P, la cantidad de ADN inicial en la muestra y Pc, la cantidad de ADN final después de
n=Ct ciclos. En condiciones reales, la amplificacién no duplica completamente la cantidad
previa de ADN. Se introduce entonces el concepto de eficiencia (E), que es la fraccién de
moléculas de ADN que se duplica por ciclo.

La eficiencia de una reacciéon de PCR puede obtenerse representando el Ct de una
muestra frente al log Py y log Pc,, segun las siguientes ecuaciones:

Py =P, (1+E)”
Log P, =Log Py + Ct Log (1+E)
Las eficiencias para cada reacciéon de amplificacién fueron calculadas usando una curva de
diluciones seriadas de un calibrador, que en este caso fue ARN procedente de la linea celular
V937.

Representando el Ct frente a log Py, la pendiente es [-1 / log(1+E)]. Aplicando la
siguiente relacion podremos obtener directamente el valor de la eficiencia de amplificacion para
cada reaccion:

E — (10 —llpendiente) - 1
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En el analisis se utilizaron los ensayos TagMan® Gene Expression Assay de Applied
Biosystems correspondientes a los genes a analizar (Tabla 10). Los genes estudiados fueron:

CTLA-4, FoxP3, IL-10, TGF{31, CD4, CD8, CXCR4 ,CD127, CD25.

Tabla 10. Ensayos TagMan® empleados en la RTqPCR

Gen Tamaifio del amplicon TaqMan® Gene Expression Assay (codigo de ensayo)
CTLA-4 79 HsO1011591 mi
FoxP3 64 Hs00203958 mi
1110 119 HsOO174086 mi
TGFBI 125 Hs99999918 mi
CD4 60 Hs00181217 mi
CD8 58 Hs00233520 mi
CXCR4 78 Hs00237052 mi
CD127 68 Hs00233682 mi
CD25 67 HsO0166229 mi

Los ensayos se llevaron a cabo en placas de 96 pocilios. Cada ensayo se llevd a un
volumen final de 10 pL. De acuerdo con las proporciones de reactivos especificados por
Applied Biosystems, se emplearon 5 pL de TagMan® Universal PCR Master Mix, 3,5 pL de
agua, 0,5 pL de Sondas TagMan®, y 1 pL de muestra del ADNc. Cada ensayo se hizo por
duplicado. Se incluyeron los siguientes controles negativos: de la extraccion, de la transcripcion
y de la RTqPCR, para descartar posibles contaminaciones.

Se empled el programa de temperaturas optimizado para el uso de TagMan® Gene
Expression Assays® en el aparato 7900 HT Fast Real Time PCR System, proporcionado por

Applied Biosystems.
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3.4. CUANTIFICACION RELATIVA DE LA EXPRESION GENICA

Como método de cuantificacion se empledé el método matematico de analisis de datos
descrito por Pfaffl (138), basado en la cuantificacion relativa de un gen problema respecto a un
gen de referencia, que sirve de elemento normalizador y que debe mantenerse invariable entre
las diferentes condiciones experimentales.

Los genes de referencia cominmente empleados se caracterizan por ser genes endogenos
no regulados, por lo que su nivel de expresion es estable. En este trabajo se utilizoé el gen de la
B-glucuronidasa (GUS). La B-glucuronidasa es una hidrolasa lisosomal involucrada en la ruta de
degradacion del acido glucurénico que contiene glucosaminoglicanos.

Para comparar la expresion de los genes de las muestras de tejido tumoral y las muestras
de tejido sano obtuvimos un resultado mediano de expresion para cada uno de los genes de las

muestras de tejido sano considerandolo como valor de referencia.

4. METODO ESTADISTICO

Los datos obtenidos mediante el protocolo de estudio se analizaron estadisticamente
mediante el programa SPSS. Realizamos una estadistica descriptiva, analizando la media,
valores minimos, maximos y desviacion estidndar en las variables cuantitativas. En las variables
cualitativas analizamos el nimero y el porcentaje.

Para el andlisis de supervivencia de los pacientes se realiz6 un seguimiento de su
enfermedad neoplasica desde el momento del diagnéstico (excepto 4 de ellos por defuncién
inmediata o no acudir a las revisiones). Dicho seguimiento terminaba en el momento del
fallecimiento o al cierre del estudio si permanecia vivo. Se registr el tiempo de supervivencia
global para cada paciente y se analizd6 la supervivencia segun los diferentes factores. Los
factores para los cuales se analizo su influencia en la supervivencia de los pacientes fueron:

edad, sexo, sintomatologia y parestesia, localizacion de la tumoracion, tipo y tamaifio de la
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lesion, afectacion Osea, adenopatias, clasificacion TNM, estadio y diferenciacion histologica.
Ademas, en los 31 pacientes en los que se analizé la expresion de marcadores asociados a

linfocitos Treg, se estudié la influencia de dichos marcadores en la supervivencia.

Las técnicas estadisticas empleadas en el estudio de supervivencia fueron:

= Analisis de supervivencia de Kaplan-Meier para estudiar el comportamiento de la
supervivencia. Esta metodologia permite contrastar si los diferentes estados o
niveles del factor producen o no curvas de supervivencia significativamente
distintas.
Como estadisticos de contraste, se empled el test del Logaritmo del Rango y el test
de Breslow.
Tanto para la muestra global como para las submuestras con los diferentes estados
del factor se proporcioné media, error tipico e intervalo de confianza al 95%.

= Analisis de Regresion de Cox: permite modelizar la supervivencia en funcién de un
factor o conjunto de factores independientes.
Permiti6 la estimacion de pardmetros relacionados con el riesgo que tiene un

paciente por tener un determinado perfil social, clinico e histopatolégico.

El método empleado para la incorporacion de las variables al modelo fue de
‘seleccion paso a paso hacia delante con criterio condicional’, esto es, inicialmente
todas las variables estan fuera del modelo y en cada iteracién se incorpora una
variable al mismo. El proceso se detiene cuando ya no hay variables significativas
que incorporar. El p-valor del estadistico de Wald de entrada al modelo fue de 0,05

y el de salida del mismo 0,1.

El analisis de Cox exige establecer, para cada factor independiente, una categoria de

referencia; ya que se va a comparar por cuanto se multiplica el impacto o tasa de

74



riesgo si el paciente pertenece a una determinada categoria respecto a la de
referencia. En el estudio, se consider6 la 1* categoria de cada factor como la de
referencia (por ejemplo, se estima por cuanto se multiplica el riesgo en una paciente

con afectacion dsea frente a un paciente de referencia sin afectacion dsea).
El nivel de significatividad empleado en todos los analisis fue el habitual del 5% (a=0.05).

Cualquier p-valor menor a 0.05 es indicativo de una relacion estadisticamente significativa. Por

contra, un p-valor mayor o igual a 0.05 indica ausencia de relacion.
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1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LOS DATOS CLIiNICOS

1.1. DATOS GENERALES

EDAD
La edad media de los 100 pacientes estudiados fue de 63,30 afios, con un valor minimo

de 33 afios y un maximo de 92 afios (Figura 9). La desviacion estandar fue de 12,84.

[(NAXX)

MKl ,, TN I mm

33 37 44 47 49 1 55 57 59 61 63 66 68 70 72 74 76 78 81 84 86 92

m Frecuencia por edades

Figura 9. Frecuencia mostradapor edades de los pacientes estudiados

SEXO
Entre los pacientes estudiados 60 eran varones (60%) y 40 mujeres (40%), con una

proporcion hombre/mujer igual a 3/2 (Tabla 11 y Figura 10).

Tabla 11. Frecuenciapor sexo

SEXO FRECUENCIA PORCENTAIJE
HOMBRE 60 60,0
MUJER 40 40,0
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Figura 10. Distribucion del sexo de los pacientes

HABITOS
Consumo de tabaco

En relacion al habito tabaquico de los pacientes, 40 eran fumadores en el momento del
diagnostico y 60 no fumadores (Figura 11). Los pacientes fumadores se agruparon segun la
cantidad de tabaco consumido. Asi, 8 pacientes fumaban entre 3 y 10 cigarrillos al dia, 17
fumaban entre 15 y 20, 10 pacientes entre 30 y 40, y sélo 4 pacientes fumaban mas de 40
cigarrillos al dia (Figura 12). En 1 paciente no se pudo registrar la cantidad de tabaco

consumido diariamente ya que no figuraba en la historia.

D Pacientes

Fumadores No fumadores

Figura 11. Distribucion de los pacientes segiin el habito tabdquico
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o Pacientes fumadores

3-10 cig 15-20 cig 30-40 cig >40 cig

Figura 12. Cantidad de tabaco diario consumido en los pacientes fumadores

El tipo de tabaco consumido por todos los pacientes fumadores era el tabaco con
combustidon, no existiendo ningun paciente que consumiera tabaco mascado o esnifado. El
62,2% de los pacientes fumadores consumia tabaco rubio, el 32,4% tabaco negro, el 2,7%

fumaban indistintamente tabaco rubio o negro y otro 2,7% fumaba puros (Figura 13).

D Porcentaje (%)

Rubio Negro Rubio/Negro Puros

Figura 13. Tipo de tabaco con combustion consumido
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Consumo de alcohol

En relacion al consumo de alcohol, 41 pacientes eran bebedores mientras que 59 no eran

consumidores habituales de alcohol (Figura 14).

60

o Porcentaje (%) de
pacientes

© © o ©o

Bebedores No bebedores

Figura 14, Consumo de alcohol

CANCERES PREVIOS

Se estudiaron los antecedentes neoplasicos de los pacientes, encontrando un total de 4

pacientes que habian padecido un cancer anteriormente, todos ellos de localizacioén extraoral.
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1.2. SINTOMAS Y EXPLORACION CLINICA DE LA CAVIDAD ORAL

SINTOMATOLOGIA

Atendiendo a la sintomatologia referida por parte del paciente, se realizaron 3 grupos,

en funcion de si el paciente referia molestias, dolor o por el contrario estaba asintomatico. El

sintoma predominante fue el dolor, presente en un 40% de los pacientes. Un 29% referia

molestias y un 31% estaba asintomdticos (Tabla 12 y Figura 15).

SINTOMATOLOGIA FRECUENCIA
Asintomatico 31
Molestias 29
Dolor 40

Tabla 12. Distribucion de la sintomatologia

PORCENTAIJE
31,0
29,0
40,0

o Dolor
m Molestias

o No sintomatologia

Figura 15. Distribucion de la sintomatologia

En funcién de si el paciente referia o no parestesia relacionada con la lesion en el

momento del diagnostico se realizaron dos grupos. Sdlo 6 pacientes referian parestesia,

coincidiendo con lesiones que ademas tenian afectacion dsea.
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LOCALIZACION DE LA LESION

Las lesiones neoplasicas se dividieron segun su localizacion anatdémica en siete grupos.
Se encontraron 57 carcinomas a nivel del suelo de la boca, superficie ventral y bordes de
lengua. En la encia se registraron 21 lesiones, en el trigono retromolar 11, en la mucosa yugal 9,
en el labio 4 lesiones, en el paladar 2 y a nivel del dorso lingual 2 (Tabla 13). Ademas, seis
pacientes presentaron lesiones con afectacion de dos zonas anatdmicas, segun los grupos

establecidos.

LOCALIZACION FRECUENCIA PORCENTAIJE
Suelo boca o superficie ventral/bordes laterales lengua 57 57,0
Encia 21 21,0
Trigono retromolar 11 11,0
Mucosa yugal 9 9,0
Labio 4 4,0
Paladar 2 2,0
Dorso lingual 2 2,0

Tabla 13. Distribucion de la localizacion de las lesiones

El suelo de boca, la superficie ventral de lengua y los bordes laterales linguales fue la
localizacion méas frecuentemente afectada, seguida de la encia y de la zona del trigono
retromolar. Cuando las lesiones afectaron a mas de una localizacién, la combinacion mas

frecuente fue el suelo de boca y la encia.
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TIPO DE LESION

Los carcinomas se clasificaron en 4 grupos segun el tipo de lesion predominante:
eritroplasia, ulceracion, tumoracioén y lesion mixta. El 59% de las lesiones se presentaron en
forma de ulceracion, el 14% en forma de eritroplasia, el 8% en forma de tumoracion y el 19%

eran lesiones mixtas (Figura 16).

m Eritroplasia
m Ulceracion
oTumoracion

o Mixta

Figura 16. Tipo de lesion predominante.

Los resultados muestran una clara predominancia de la lesion ulcerativa.

TAMANO CLINICO

El tamafio clinico medido sobre el diametro mayor de las lesiones oscild entre 0,3 cm y
7 cm, con una media de 2,67 cm y una desviacion estandar de 1,37. En s6lo uno de los pacientes
estudiados no se pudo registrar el tamafio clinico de la lesion por carecer de datos en la historia

clinica y de fotos clinicas.
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AFECTACION OSEA
Las lesiones se clasificaron segun si presentaban o no afectacion 6sea. El 27% de los

casos afectaban a tejido 6sco (Tabla 14).

AFECTACION OSEA FRECUENCIA PORCENTAJE
NO 73 73,0
Si 27 27,0

Tabla 14. Distribucion de la afectacion dsea

LESIONES PRECANCEROSAS

Entre los pacientes estudiados, seis presentaban una leucoplasia oral anterior al
diagnostico del COCE, dos de ellos tenian lesiones de liquen plano oral y so6lo uno habia sido
diagnosticado de leucoplasia verrugosa proliferativa. Las neoplasias se localizaron en la misma

zona de de las lesiones precancerosas.

1.3. EXPLORACION RADIOLOGICA DE LA LESION

TAMANO

El tamafio de las lesiones medido sobre la RNM o la TC so6lo pudo registrarse en 65
pacientes, debido a que en el resto de pacientes la lesiéon no era detectable en las técnicas de
imagen. El didmetro mayor de las lesiones oscilo entre 6 cm y 0,4 cm con una media de 2,88
cm. El valor medio del didmetro menor fue de 1,94 cm con un valor maximo de 4,7 cm y un
minimo de 0,4 cm.

El valor medio del area afectada por carcinoma fue de 6,57 cm2 con un valor minimo

de 0,6 cm 2y un maximo de 23,5 cm2
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1.4. ESTADIO

La clasificacion TNM se aplico en todo el grupo de pacientes. Los resultados se

muestran en la tabla 15.

Clasificacion TNM  N° de pacientes

Tis NO MO 1
TI NO MO 27
T2 NO MO 16

T3 NO MO 1

T4 NO MO 25
T2 NI MO 2
T2 N2 MO 3
T3 N2 MO 2
T4 NI MO 5
T4 N2 MO 11

T2 N2 MI 1
T3 NI MI 1
T4 NI MI 2
T4 N2 MI 3

Tabla 15. Relacion de pacientes segun la clasificacion TNM

La mayoria de los pacientes tenian lesiones en T4 o TI, sin lesiones evidentes de
afectacion nodal o metastasis a distancia. Un 30% de los pacientes presentaron adenopatias y
solo un 7% metastasis a distancia.

En cuanto al tamafio tumoral (T), encontramos un total de 27 tumores TI (menores o
igual a 2 cm), 22 neoplasias T2 (entre 2 y 4 cm), 4 tumores T3 (mayores de 4 cm) y 46 tumores
T4. Uno de los pacientes tenia un Tis (carcinoma in situ). Los resultados muestran que el 50%
de los carcinomas se diagnosticaron en estadios avanzados.

Respecto a la presencia de ganglios linfaticos regionales, 70 pacientes no tenian

afectacion ganglionar (NO), 10 pacientes presentaban metdstasis en un solo ganglio linfatico
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homolateral igual o inferior a 3 cm (NI) y 20 pacientes tenian metastasis en un solo ganglio
linfatico homolateral mayor de 3 cm pero menor de 6 cm; o multiples ganglios ipsilaterales, no
mayores a 6 cm en su maxima dimension; o ganglios bilaterales o contralaterales, menores de 6
cm (N2).

Solo 7 pacientes presentaban metastasis a distancia (MI).

Segun estos parametros clasificamos a los pacientes en los estadios clinicos designados
por la AJCC. En el estadio 0 habia un paciente (TisNOMO); en el estadio I (TINOMO)
encontramos 27 pacientes; en el estadio II (T2NOMO) 16; 3 pacientes se encontraban en el
estadio III (T3ANOMO; TINIMO; T2N1MO; T3N1MO); 46 pacientes presentaban un estadio IVA
(TANOMO; T4N1IMO; TIN2MO; T2N2MO; T3N2MO; T4N2MO) y 7 pacientes se encontraban en
el estadio IVC (cualquier T, cualquier N MI). No se encontré ninglin paciente en el estadio IVB

(Figura 17).

o ESTADIO 0
s ESTADIO 1
o ESTADIO 2
o ESTADIO 3
s ESTADIO IVA

o ESTADIO VC

Figura 17 Distribucion segun estadio
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1.5. ANATOMIA PATOLOGICA

Segliin el grado de diferenciacién histologica los COCE se clasificaron en 5 grupos
diferentes. El COCE mas frecuente fue el carcinoma bien diferenciado (55,3%), seguido del
moderadamente diferenciado (34%) y del pobremente diferenciado (7,4%). En porcentajes
menores encontramos otras variedades como la variedad verrugosa, la papilar y la basaloide

(3,2%) (Figura 18).

o Bien diferenciado

m Moderadamente
diferenciado

o Mal diferenciado

o Oftras variedades

Figura 18. Distribucion de los COCE segun estudio anatomopatoldogico

1.6. TRATAMIENTO

Todos los pacientes, excepto 1, fueron tratados en el Hospital General Universitario
mediante cirugia radical o complementaria, radioterapia y/o quimioterapia. Un total de 4l
pacientes fueron tratados con cirugia local resectiva sola o asociada a diseccion cervical. 14
pacientes se trataron con cirugia asociada a radioterapia, 27 pacientes fueron tratados mediante
radioterapia y quimioterapia y 7 pacientes recibieron sélo radioterapia. Unicamente un paciente

fue tratado con quimioterapia (Figura 19).
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B Cirugia
BCjrugia+RT
o RT+QT

o RT

BQT

Tipo de tratamiento

Figura 19. Distribucion del tipo de tratamiento

1.7. EVOLUCION

Respecto a la evolucidon del paciente valoramos si habia tenido alguna recidiva tras el
tratamiento.
De los 99 pacientes tratados, 32 presentaron una recidiva a nivel intraoral, es decir,

aproximadamente un tercio del total de los pacientes (Tabla 16).

RECIDIVA FRECUENCIA PORCENTAIJE
NO 67 68,0
si 32 32,0

Tabla 16. Porcentaje de recidivas tumorales tras el tratamiento
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2. CUANTIFICACION DE LA EXPRESION GENICA

A 36 pacientes del estudio se les extrajo una muestra de tejido tumoral. La cantidad de
muestra oscil6 entre 0,01-0,07 gramos. Se obtuvieron, en promedio, 176 pg de RNA/mL del
tejido tumoral.

Rendimiento de la extraccion:

Dilucion x RNA ug /1000 L
mgtejido

pg de RNA /mg tejido =

La concentracién y la pureza del ARN total obtenido se determinaron mediante la
medicion de la absorbancia a 260 nm y 280 nm. Una unidad de A260 es equivalente a 40 pg/ml
de ARN. El ratio A260/A280 indica la pureza del ARN. El ratio de 2 indica una pureza de ARN
elevada, disminuyendo éste cuando el ARN est4 contaminado con proteinas. Para los estudios
de PCR utilizamos ARN con un ratio superior a 1,6. Los valores calculados de la eficiencia
fueron cercanos a 2 en todos los genes estudiados.

La cuantificacion relativa se basa en la determinaciéon de la expresién de un gen
problema respecto a un gen de referencia, comparando tal expresién relativa de la muestra
tumoral frente a la muestra normal de cada paciente. Se detectd expresion génica en los genes
de interés en el 86 % de las muestras tumorales estudiadas (31 muestras). Detectamos
sobreexpresion de los genes TGF-bl y FoxP3, e infraexpresion de los genes IL-10, CXCR4,
CD127.

En la figura 20 se resumen, para los genes CTLA4, FoxP3, IL-10. TGFB1, CXCR4,
CD127 Y CD2S5, los niveles de expresion relativos a GUS obtenidos en muestras tumorales y

muestras normales.
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Niveles de expresion relativa

Figura 20. Niveles de expresion relativa de las muestras normales s tumorales
Dado que los niveles de expresion se expresaron de acuerdo al modelo de Pfaffl (138), aquellos genes que muestren una
expresion mayor que el gen de referencia presentaran valores de expresion relativa por encima de 1y los que presenten menor
expresion, presentaran valores por debajo de 0.5. Por este motivo, para representar de manera proporcional tanto los genes con
expresion superior al gen de referencia como los genes con expresion inferior, se optd por una transformacion logaritmica de los
datos. Los valores positivos indican que el gen presenta un nivel de expresion mayor que el gen GUS, mientras los valores negativos
indican que el nivel de expresion es menor que GUS. Tal y como se observa en la figura los genes que presentaron mayor nivel de

expresion fueron los genes TGF-pl y FoxP3.

3. ANALISIS DEL TIEMPO DE SUPERVIVENCIA

A los 100 pacientes se les realizo un seguimiento de la enfermedad desde el momento
del diagnostico (excepto a 4 de ellos por defuncion inmediata o por no acudir a las revisiones).
Dicho seguimiento terminaba en el momento del fallecimiento o al cierre del estudio si
permanecia vivo. Se registro el tiempo de supervivencia para cada paciente.

Ademas, en un grupo de 31 pacientes también se analizd la expresion de marcadores
asociados a linfocitos Treg en el tejido tumoral.

De los 100 pacientes, el 17,0% falleci6 (Figura 21).
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STATUS DE SUPERVIVENCIA

Fallecido
17,0%

Abandono
revisiones
1.0%

Figura 21. Representacion de la supervivencia de los pacientes

Los factores en los que se analizd la influencia en la supervivencia de los pacientes
fueron: edad, sexo, sintomatologia y presencia o no de parestesia, tipo y tamafio de la lesion,
localizacion, afectacion dsea, adenopatias, clasificacion TNM, estadio tumoral y diferenciacion
histologica. En el grupo de 31 pacientes se analizd ademas la influencia de la expresion génica

de: CTLA-4, FoxP3, IL-10, TGFB1, CD4, CD8, CXCR4, CD127 Y CD25.

La distribucion de cada una de las variables o factores a analizar fue la siguiente:

Tabla 17. Distribucion segiin el sexo

Sexo

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje i
valido acumulado
Hombre 60 60,0 60,0 60,0
Vilidos Mujer 40 40,0 40,0 100,0
Total 100 100,0 100,0
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Tabla 18. Distribucion segun la edad

Edad . . Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje
vaélido acumulado
<40 afios 3 3,0 3,0 3,0
40-55 arios 25 25,0 25,0 28,0
Validos 56-70 afios L] 41,0 41,0 69,0
>70 afios 31 31,0 31,0 100,0
Total 100 100,0 100,0
Tabla 19. Distribucion segun la sintomatologia referida ( dtico, molestias o dolor)
Sintomatologia Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje
valido acumulado
No molestias 3 31,0 31,0 31,0
Molestias 29 29,0 29,0 60,0
Vilidos
Dolor 40 40,0 40,0 100,0
Total 100 100,0 100,0
Tabla 20. Distribucion segiin la presencia o no de parestesia
B i p tai Porcentaje Porcentaje
; recuencia orcentaje
Parestesia ' vélido acumulado
No 94 94,0 94,0 94,0
Validos Si 6 6,0 6,0 100,0
Total 100 100,0 100,0
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Tabla 21. Distribucion seguin la localizacion de la lesion

) i Porcentaje Porcentaje
Localizacion Frecuencia Porcentaje L
valido acumulado
Lengua y suelo boca 53 53,0 53,0 53,0
Encia 19 19,0 19,0 72,0
Paladar 2 2,0 2,0 74,0
Trigono retromolar 11 11,0 11,0 85,0
Vilidos
Dorso lingual 2 2,0 2,0 87,0
Mucosa yugal 9 9,0 9,0 96,0
Labio 4 4,0 4,0 100,0
Total 100 100,0 100,0
Tabla 22. Distribucion segiin el tipo de lesion
F i P tai Porcentaje Porcentaje
i6 recuencia orcentaje
de lesion y valido acumulado
Eritroplasia 14 14.0 14.0 14.0
Ulceracion 59 59.0 59.0 73.0
Tumoracion 8 8.0 8.0 81.0
Mixta 19 19.0 19.0 100,0
Total 100 100.0 100.0
Tabla 23. Distribucion segiin el tamaiio clinico de la lesion
. Porcentaje Porcentaje
Tamafio Frecuencia Porcentaje .
valido acumulado
<=2 37 37,0 374 37,4
214 51 51,0 51,5 88,9
Validos
11 11,0 11,1 100,0
Total 99 99,0 100,0
Perdidos Sistema 1 1,0
Total 100 100,0
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Tabla 24. Distribucion segun la presencia o no de afectacion dsea

Afectacion osea

No
Vilidos Si
Total

Frecuencia

73
27
100

Porcentaje

73.0
27.0
100.0

Porcentaje
valido
73.0
27.0
100.0

Porcentaje

acumulado

73.0
100.0

Tabla 25. Distribucién seguin el didmetro mayor de la lesién (medido sobre RNM o TC)

Diametro mayor

<=2
Validos 214

Total
Perdidos Sistema
Total

Frecuencia

22
33

65
35
100

Porcentaje

22,0
33.0
10.0
65,0
35,0
100,0

Porcentaje
valido
33,8
50,8
15,4
100,0

Porcentaje
acumulado

338
84,6
100,0

Tabla 26. Distribucion segin el didmetro menor de la lesion (medido sobre RNM o TC)

Diametro menor

<=2

214
Validos

Total
Perdidos Sistema
Total

Frecuencia

44
20
1
65
35
100
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Porcentaje

44,0
20,0
1,0
65,0
35,0
100,0

Porcentaje
valido
67,7
30,8
L5
100,0

Porcentaje

acumulado
67,7
98,5
100,0



Tabla 27. Distribucion segun el drea de afectacion de la lesion (medido sobre RNM o TC)

F i P tai Porcentaje
A recuencia orcentaje
Area ) valido
<=2 1" 11,0 16,9
2.14 19 19.0 29,2
Validos
35 35.0 53,8
Total 65 65.0 100,0
Perdidos Sistema 35 35.0
Total 100 100.0
Tabla 28. Distribucion segiin el tipo de adenopatias cervicales
i i Porcentaje
Adenopatias Frecuencia Porcentaje Slick
valido
Ninguna 70 70,0 70,0
Homolaterales 22 22,0 22,0
Validos
Bilaterales 8 8,0 8,0
Total 100 100,0 100,0
Tabla 29. Distribuciéon segun el valor T
Porcentaje
Valor T Frecuencia Porcentaje .
vélido
0 1 1,0 1,0
1 27 27,0 27,0
2 22 22,0 22,0
Validos
3 4 4,0 4,0
4 46 46,0 46,0
Total 100 100,0 100,0
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Porcentaje
acumulado

16,9
46,2
100,0

Porcentaje
acumulado

70,0
92.0
100.0

Porcentaje
acumulado

1,0
28,0
50,0
54,0
100,0



Valor N
0
Validos
Total
Valor M
0
Validos 1
Total
Estadio
0
|
]
Validos 1]
IVA
IVC
Total

Tabla 30. Distribucion segun el valor N

Frecuencia

70
10
20

100

Porcentaje

70,0
10,0
20,0
100,0

Porcentaje
valido
70,0
10,0
20,0
100,0

Tabla 31. Distribucién segiin el valor M

Frecuencia

93
7
100

Porcentaje

93.0
7.0
100,0

Porcentaje
valido
93.0
7.0
100,0

Tabla 32. Distribucién segiin el estadio

Frecuencia

100

Porcentaje

1,0
27,0
16,0
3,0
46,0
7,0

100,0
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Porcentaje
valido
1,0
27,0
16,0
3,0
46,0
7,0
100,0

Porcentaje
acumulado

70,0
80,0
100,0

Porcentaje
acumulado

93.0
100.0

Porcentaje
acumulado

1,0
28,0
440
47,0
93,0
100,0



Validos

Perdidos
Total

Vilidos

Perdidos
Total

Tabla 33. Distribucion segun el grado de diferenciacion histologica

Diferenciacion

Bien diferenciado

Moderadamente
diferenciado

Pobremente diferenciado
Otras

Frecuencia Porcentaje
52 52,0

32 32,0

7 7,0

3 3,0

94 94,0

6 6,0
100 100,0

Tabla 34. Distribucion para el marcador CTLA-4

X Porcentaje
Porcentaje L.
vélido
51,6 51,6
484 48,4
100,0 100,0

Tabla 35. Distribucion para el marcador FoxP3

Total
Sistema
Frecuencia
<=34 16
félidos >34 15
Total 31
Frecuencia
<=31.5 15
>31.5 15
Total 30
Sistema 1
31

. Porcentaje
Porcentaje L.
valido
48,4 50,0
48,4 50,0
96,8 100,0
32
100,0

929

Porcentaje
acumulado
51,6
100,0

Porcentaje
acumulado
50,0
100,0

Porcentaje
valido

74
32
100,0

Porcentaje
acumulado

553

96,8
100,0



Tabla 36.

Distribucién para el marcador ;|LIO

. . Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje .
valido acumulado
<=36 15 48,4 53,6 53,6
Validos >36 13 41,9 46,4 100,0
Total 28 90,3 100,0
Perdidos Sistema 3 9,7
Total 31 100,0
Tabla 37. Distribucién para el marcador TGFBI
. . Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje o
valido acumulado
<=27 14 452 452 452
alidos >27 17 54,8 54,8 100,0
Total 31 100,0 100,0
Tabla 38. Distribucién para el marcador CD4
) Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje
valido acumulado
<=314 15 484 50,0 50,0
Vilidos >31.4 15 484 50,0 100,0
Total 30 96,8 100,0
Perdidos Sistema 1 32
Total 31 100,0
Tabla 39. Distribucion para el marcador CD8
. X Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje L.
valido acumulado
<=32 14 452 46,7 46,7
Validos >32 16 51,6 533 100,0
Total 30 96,8 100,0
Perdidos Sistema 1 32
Total 31 100,0
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Tabla 40. Distribucion para el marcador CXCR4

. . Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje K
valido acumulado
i <=317 15 484 484 484
Validos >31.7 16 51,6 51,6 100,0
} Total 31 100,0 100,0
Tabla 41. Distribucion para el marcador CD127
. R Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje K
valido acumulado
<=30.2 15 48,4 48,4 484
Validos >30.2 16 51,6 51,6 100,0
Total 31 100,0 100,0
Tabla 42. Distribucién para el marcador CD25
X N Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje .
valido acumulado
<=32.9 15 48,4 48,4 48,4
alidos  >32.9 16 51,6 51,6 100,0
Total 31 100,0 100,0
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De cada una de las variables cuantitativas a estudiar se obtuvo el valor minimo, el valor

maximo, la media y la desviacion tipica (Tabla 43).

Tabla 43. Estadisticos descriptivos de cada una de las variables

N Minimo Maximo Media Desv.tip.

Edad 100 33 92 63,30 12,846
Tamaiio 99 3 7,0 2,674 1,3787
DiamayorRM 65 4 6,0 2,885 1,2263
DiamenorRM 65 4 47 1,936 ,9430
AreaRM 65 6 23,5 6,573 5,3114
CTLA4 A 29,25920600 39,62000300  34,25487448  2,576669212
FOXP3 30 27,97061250  35,71800350  31,59412447  1,806157534
IL10 28  31,05551250 39,41841850  35,79432677  2,275967532
TGFB1 31 23,65766000 30,28422850  27,25775611 1,722139356
CD4 30 27,26492250  34,76083100 31,24763750  1,807152430
cD8 30 2591111300  38,42257300  32,02033535  2,891173112
CXCR4 31 26,16939750  37,32479700  31,49098563  2,182448590
CcD127 3 25,29742700  34,82766900  30,28310950  2,133034660
CD25 31 28,88295250  36,90670150  32,72543103  2,0581 98449
N valido (segun lista) 5
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3.1. ANALISIS DESCRIPTIVO GLOBAL DEL TIEMPO DE SUPERVIVENCIA

En la tabla 44 de estimaciones se indica que los pacientes presentaron un tiempo de

supervivencia medio de 139,2 meses, con un intervalo de confianza al 95% [123,4 155,1]:

Tabla 44. Medias del tiempo de supervivencia

Media*
Intervalo de confianza al
95%
Estimacién Error tipico
Limite Limite
inferior superior
139,241 8,105 123,355 155,126

1. La estimacion se limita ai mayor tiempo de

supervivencia si se ha censurado.

La curva de supervivencia de Kaplan-Meier (Figura 22) muestra que la probabilidad
acumulada de supervivencia desciende con fuerza durante los primeros 20 meses
aproximadamente, continlla bajando a un ritmo mas atenuado hasta los 40 y se produce una

estabilizacion a partir de ese momento.
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Funciéon de supervivencia

_j— Funcion de
1.0- supervivencia

+  Censurado
0,9-

Eo,7-
0.6-

oi 0.5¢

0,.2-
0.1-
0.0-

O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
SeguimMeses

Figura 22. Curva de supervivencia global

Se denominan censurados aquellos pacientes que en el momento del cierre del seguimiento contintan vivos.

Del analisis de la curva se concluye que a los 15 meses la supervivencia se cifra en

torno al 85% y a los 40 meses se inicia la fase de estabilidad (75% de supervivencia).
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3.2. ANALISIS DEL TIEMPO DE SUPERVIVENCIA SEGUN LOS

DIFERENTES FACTORES

3.2.1. EDAD

La figura 23 representa las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier en funcion de la

edad del paciente: no hay fallecimientos entre los menores de 40 afios.

Funciones de supervivencia

Lo EDAD

1 <40 afios
-J  140-55 aiios
56-70 afos
—J 1>70 afios
-f- <40 afios-censurado
40-55 afios-censurado
56-70 afios-censurado

>70 afios-censurado
0,6-

02-

0.0-

0 50 100 150 200
SeguimMeses

Figura 23. Curvas de supervivenciapara la variable edad
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El tiempo medio de supervivencia es mas elevado en los pacientes con edades entre 56

y 70 afios (Tabla 45).

Tabla 45. Medias del tiempo de supervivencia enjuncion de la edad

EDAD

40-55 afios
56-70 afos
>70 afios

Global

1. La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha

censurado.

Estimacion

92,081
143,973
38,458
138,037

Media

Error tipico

8,710
11,778
3,777
8,338

Intervalo de confianza al

95%

Limite

inferior
75,009
120,887
31,055
121,695

Limite
superior
109,153
167,058
45,862
154,379

El test del Logaritmo del Rango revela que las curvas de supervivencia son

estadisticamente iguales (p-valor>0.05) (Tabla 46).

Tabla 46. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles de edad

Log Rank (Mantel-Cox)

Por tanto, la edad no influye en la supervivencia del paciente.

3,791
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3.2.2. SEXO
La figura siguiente representa las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier en funcion

del género del paciente:

Funciones de supervivencia

1,0- Sexo

—+~iHombre

—i  iMujer
+  Hombre-censurado
+  Mujer-censurado

0,6-

£0,4-

02-

0,0-

0 50 100 150 200
SeguimMeses

Figura 24. Curva de supervivenciapara la variable sexo
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El tiempo medio de supervivencia para los pacientes hombres es de 145,5 meses,

bastante mas elevado que el registrado entre las mujeres (52,3 meses) (Tabla 47).

Tabla 47. Medias del tiempo de supervivencia enfuncion del sexo

Media1
Intervalo de confianza al
Sexo 95%
Estimacion Error tipico

Limite Limite

inferior superior
Hombre 145,525 9,890 126,141 164,909
Mujer 52,263 4,562 43,320 61,205
Global 139,241 8,105 123,355 155,126

1. La estimacién se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha

censurado.

Sin embargo, a pesar de las diferencias en el tiempo medio de supervivencia, el test del

Logaritmo del Rango confirma que las curvas de supervivencia son estadisticamente iguales (p-

valor>0,05) (Tabla 48).

Tabla 48. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles de Sexo.

Chi-cuadra
do N Sl19’'

Log Rank (Mantel-Cox) 2,335 1
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3.23. SINTOMATOLOGIA
La figura 25 representa las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier en funcion de los

sintomas referidos presentada por el paciente.

Funciones de supervivencia

Sintomatologia

L . .
" —1 iNo molestias

% _J iMolestias
7. i i i Dolor

0.8 i No molestias-
o Lo censurado
il ti X
+ Molestias-censurado
Dolor-censurado

o &7

veroR acum

Ve
o
s

Sunw

o
o

0,0-
1 1 1 r~
0 50 100 150 200

SeguimMeses

Figura 25. Curvas de supervivenciapara la variable sintomatologia

El tiempo medio de supervivencia es mayor entre los pacientes que presentan dolor; sin
embargo, los pacientes que so6lo refieren molestias tienen un tiempo medio de supervivencia

menor frente a los que estdn asintomaticos (Tabla 49).
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Tabla 49. Mediasy medianas del tiempo de supervivencia enfuncion de la sintomatologia

Media
Intervalo de confianza al
Sintomatologia 95%
Estimacion Error tipico

Limite Limite

inferior superior
No molestias 93,795 6,611 80,838 106,752
Molestias 68,334 7,689 53,263 83,404
Dolor 141,003 13,033 115,458 166,548
Global 139,269 8,102 123,390 155,148

1. La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha
censurado.

El test de Breslow revela que las curvas de supervivencia son estadisticamente iguales

(p-valor>0,05) (Tabla 50).

Tabla 50. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles de sintomatologia

Chi-cuadra
do a s'9

Breslow (Generalized Wilcoxon) 1,220
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Entre los pacientes que presentan parestesia, no hay ningun fallecido, por tanto, la
figura siguiente representa las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier en funciéon de si

presentan o no parestesia donde una de ellas es una linea recta.

Funciones de supervivencia

1,0- Parestesia

1 No
HISi
b No-censurado
b Si-censurado

0,6-
£ 0,4-
02-

0,0-
0 50 100 150 200

SeguimMeses

Figura 26. Curvas de supervivenciapara la variable parestesia

A pesar de las diferencias observables en el grafico, el test del logaritmo revela que las
curvas de supervivencia son estadisticamente iguales (p-valor>0,05) (Tabla 51). Probablemente

el escaso tamafo muestral (6 casos) vinculado a la curva de parestesia sea la razon para ello.

Tabla 51. Prueba de igualdad de distribucionespara la existencia o no de parestesia

Chi-cuadra
do 8' s'8’

Log Rank (Mantel-Cox) 1,159 1 ,282
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3.2.4. LOCALIZACION DE LA LESION

El figura siguiente representa las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier en funcion
de la localizacion de la lesion. Para los casos con lesion en el labio, no se produce ningun

fallecimiento.

Funciones de supervivencia

LOCALIZACION DE LA
LESION

Lengua y suelo boca
Encia

Paladar

Trigono retromolar
Dorso lingual
Mucosa yugal

Labio

Lengua y suelo boca-
censurado

Encia-censurado
Paladar-censurado

Trigono retromolar-
censurado

Dorso lingual-
censurado

Labio-censurado

SeguimMeses

Figura 27. Curvas de supervivenciapara la variable localizacién de la lesion
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El test de Breslow revela que las curvas de supervivencia son estadisticamente diferentes (p-

valor<0,05) (Tabla 52).

Tabla 52. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivenciapara diferentes localizaciones de la lesion.

Chi-cuadra
do 9 s'9’

Breslow (Generalized A
Wilcoxon)

Sin embargo, es probable que esta diferencia detectada en las curvas de supervivencia se
vea condicionada por los casos con la lesion en el labio sin fallecimientos. Ademas, so6lo hay
dos casos con lesion en el paladar y otros dos en el dorso lingual. Juntamos estos cuatro casos

en una categoria de ‘otros’.
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En la nueva curva de supervivencia (Figura 28) observamos un acortamiento de la
supervivencia en los dos primeros aflos para pacientes con lesién en encia o mucosa yugal

respecto a pacientes con lesiéon en lengua y suelo boca.

Funciones de supervivencia

LOCALIZACION DE LA
LESION

Lengua y suelo boca
Encia

Trigono retromolar

<
b

Mucosa yugal
Otros

i Lengua y suelo boca-
~ censurado

Encia-censurado

<>
=
v
+

Trigono retromolar-
censurado

i Mucosa yugal-
censurado

Otros-censurado

S}

Supervivencia acum
S

=
™
)

00-

SeguimMeses

Figura 28. Curvas de supervivenciapara la variable localizacion de la lesion
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La tabla 53 de la estimacidn del tiempo de supervivencia revela, por ejemplo, que los

pacientes con la lesion en la encia viven el doble que los pacientes con la lesion en la mucosa

yugal.

Tabla 53. Medias del tiempo de supervivencia enfuncion de la localizacion de la lesion

Media
. Intervalo de confianza al
LOCALIZACION DE
. 95%
LA LESION . Lo .
Estimacion Error tipico

Limite Limite

inferior superior
Lengua y suelo boca 143,016 11,640 120,202 165,830
Encia 107,387 12,642 82,609 132,165
Trigono retromolar 65,750 6,782 52,458 79,042
Mucosa yugal 54,648 11,425 32,256 77,041
Otros 15,000 5,545 4,131 25,869
Global 137,917 8,316 121,618 154,216

« La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.

Ademas el test de Breslow confirma que las curvas de supervivencia son

estadisticamente diferentes (p-valor<0,05) (Tabla 54).

Tabla 54. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivenciapara diferentes localizaciones de la lesion

Chi-cuadra
do sl Sl19'

Breslow (Generalized Wilcoxon) 13,090 4 011
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3.2.5. TIPO DE LESION
La figura siguiente representa las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier en funcion

del tipo de lesion. Para los casos con eritroplasia, no se produce ningun fallecimiento.

Funciones de supervivencia

TIPO DE LESION

1.0-
_ I iEritroplasia
_J iUlceracion
Tumoracion
—I iMixta
+ Eritroplasia-censurado
-f- Ulceracion-censurado
Tumoracién-censurado
+ Mixta-censurado
06-
£ 0,4
0,.2-
0,0-

0 50 100 150 200

SeguimMeses

Figura 29. Curvas de supervivenciapara la variable tipo de lesion

Cuando las curvas de supervivencia se entrecortan, sobre todo al principio del
seguimiento, es mas potente el test de Breslow que el test del Logaritmo del Rango para
confirmar que las curvas de supervivencia son estadisticamente diferentes (p-valor<0,05) (Tabla

55).
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Tabla 55. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles de tipo de lesion.

Chi-cuadra

Sig.
do g

Breslow (Generalized
7,946 3 ,047
Wilcoxon)

Es probable que, al igual que en la localizacion de lesion, esta diferencia detectada en
las curvas de supervivencia se vea condicionada por los casos con eritroplasia sin

fallecimientos. La figura 30 muestra las curvas de supervivencia ignorando este tipo de lesion:

Funciones de supervivencia

TIPO DE LESION

1.0-
_) iUlceracion
-] iTumoracion
Mixta
+ Ulceracion-censurado
+ Tumoracién-censurado
Mixta-censurado
0,6-

0 50 100 150 200
SeguimMeses

Figura 30. Curvas de supervivencia para la variable tipo de lesion (desestimando la eritroplasia)
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La tabla 56 de la estimacion del tiempo de supervivencia revela que los pacientes con
ulceracion son los que menos tiempo sobreviven y los que presentan una lesion mixta los que

mas.

Tabla 56. Medias del tiempo de supervivenciapara segun el tipo de lesion

Media
Intervalo de confianza al
TIPO DE LESION 95%
Estimacion Error tipico

Limite Limite

inferior superior
Ulceracion 74,956 5,249 64,668 85,245
Tumoracion 103,625 19,826 64,767 142,483
Mixta 119,830 18,551 83,469 156,190
Global 133,403 9,259 115,254 151,551

1. La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha

censurado.

Sin embargo, a pesar de las diferencias en el tiempo medio de supervivencia, el test de
Breslow confirma que las curvas de supervivencia son estadisticamente iguales (p-valor>0,05)

(Tabla 57).

Tabla 57. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles de tipo de lesion

Chi-cuadra

d. & s'&

Breslow (Generalized 44()2 2
Wilcoxon)

Por tanto, excepto para pacientes con eritroplasia que sobreviven todos al final del seguimiento,

el resto de lesiones tienen supervivencias similares.
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3.2.6. TAMANO CLINICO

El grafico siguiente representa las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier en funcion

del tamarfio clinico en cm de la lesion.

Funciones de supervivencia
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0,6-
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0,2-

0,0-
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SeguimMeses

Figura 31. Curvas de supervivenciapara ;a variable tamaiio

Es evidente el acortamiento de la supervivencia a medida que aumenta el tamafio de la

lesion.
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El tiempo medio de supervivencia en pacientes con lesiones pequefias (menor de 2 cm)

es, aproximadamente, el doble que en paciente con lesiones mas grandes (Tabla 58).

Tabla 58. Medias del tiempo de supervivencia en funcion del tamaifio de la lesion

Media
Intervalo de confianza al
TAMANO 95%
Estimacion Error tipico

Limite Limite

inferior superior
<=2 165,240 6,710 152,088 178,391
2.1-4 66,952 6,634 53,951 79,954
>4 88,455 18,973 51,268 125,641
Global 138,941 8,152 122,963 154,919

1. La estimacién se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha

censurado.

Ademas, el test de Breslow confirma que las curvas de supervivencia son

estadisticamente distintas (p-valor<0,001) (Tabla 59).

Tabla 59. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles de tamaiio

Chi-cuadra
do 9 s'9’

Breslow (Generalized Wiicoxon) 9,141 2 ,010
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3.2.7. AFECTACION OSEA

La figura siguiente representa las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier en funciéon

de si presentan o no afectacion 6sea. Ambas funciones son muy similares.

Funciones de supervivencia

AFECTACION OSEA

—Z7No

+  No-censurado
Si-censurado

0,6-

02-

0.,0-
0 50 100 150 200

SeguimMeses

Figura 32. Curvas de supervivenciapara la variable afectacion ésea

La tabla 60 de la estimacion del tiempo de supervivencia revela que los pacientes con

afectacion 6sea viven un poco menos que los que no padecen afectacion.
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Tabla 60. Medias del tiempo de supervivencia segun la afectacion dsea

Mediat
Intervalo de confianza al
Afectésea 95%
Estimacion Error tipico

Limite Limite

inferior superior
No 140,748 9,901 121,342 160,154
Si 104,621 11,238 82,595 126,647
Global 139,241 8,105 123,355 155,126

1+ La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha

censurado.

El test de Breslow revela que las curvas de supervivencia son estadisticamente iguales (p-

valor>0,05) (Tabla 61).

Tabla 61. Prueba de igualdad de distribucuiones de supervivencia para diferentes niveles de afectacion ésea.

Chi-cuadra
do 9 slo'

Breslow (Generalized Wilcoxon) 1,000 1 317
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3.2.8. DIAMETRO MAYOR

La figura siguiente representa las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier en funcion

del tamafio en cm del diametro mayor medido sobre la RNM o la TC.

Funciones de supervivencia

DIAMETRO MAYOR
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Figura 33. Curvas de supervivenciapara la variable diametro mayor
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El tiempo medio de supervivencia en pacientes con lesiones de didmetro mayor por

encima de 4 cm es unos 20 meses superior que en pacientes con diametros menores (Tabla 62).

Tabla 62. Mediasy medianas del tiempo se supervivencia segiin el diametro mayor

Media
Intervalo de confianza al
DIAMETRO MAYOR 95%
Estimacion Error tipico

Limite Limite

inferior superior
<= 79,649 9,848 60,347 98,951
2.14 73,456 8,060 57,658 89,254
>4 95,586 19,438 57,487 133,68;,
Global 103,254, 7,846 87,876 118,63:

1+ La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.

Sin embargo, el test de Breslow concluye que las curvas de supervivencia son

estadisticamente iguales (p-valor>0,05) (Tabla 63).

Tabla 63. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para los diferentes niveles de diametro mayor

Chi-cuadra
do ] s'9

Breslow (Generalized Wilcoxon) 1,392 2 ,499
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3.2.9. DIAMETRO MENOR

La figura siguiente representa las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier en funcion
del tamafio en cm del diametro menor medido sobre la RNM o la TC (s6lo hay un caso con

tamafio mayor de cuatro, el cual se afiadio a la segunda categoria).

Funciones de supervivencia
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Figura 34. Curvas de supervivencia para la variable diametro menor
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El tiempo medio de supervivencia en pacientes con lesiones de didmetro menor por

debajo de 2 cm es un 33% inferior que en pacientes con diametros mayores (Tabla 64).

Tabla 64. Medias del tiempo de supervivencia para el diametro menor

Media1
intervalo de confianza al
DMENR 95%
Estimacion Error tipico

Limite Limite

inferior superior
<=2 77,671 8,055 61,883 93,458
>2 115,656 10,896 94,300 137,013
Global 103,254 7,846 87,876 118,632

1+ La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha

censurado.

A pesar de las diferencias del tiempo medio de supervivencia segin tamafio del
diametro menor, el test de Breslow confirma que las curvas de supervivencia son

estadisticamente iguales (p-valor>0,05) (Tabla 65).

Tabla 65. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles de diametro menor

Chi-cuadra

Breslow (Generalized Wilcoxon) ,506 1 ATT

126



3.2.10. AREA

La figura 35 representa las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier en funcién del

area de la lesion obtenida a partir de la RNM o de la TC.

Funciones de supervivencia
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Figura 35. Curvas de supervivenciapara la variable drea
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El tiempo medio de supervivencia en pacientes con lesiones de areas superiores a 4 cm2

es, aproximadamente, el doble que en pacientes con areas de la lesion entre 2 y 4 cm2 (Tabla

66).

Tabla 66. Mediasy medianas del tiempo de supervivenciapara el drea

1
Media
Intervalo de confianza al
AREA 95%
Estimacion Error tipico

Limite Limite

inferior superior
<=2 99,364 8,234 83,224 115,503
214 52,069 8,295 35,810 68,329
>4 106,251 11,181 84,337 128,165
Global 103,254 7,846 87,876 118,632

1+ La estimacién se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha

censurado.

Sin embargo, el test de Breslow confirma que las curvas de supervivencia son

estadisticamente iguales (p-valor>0,05) (Tabla 67).

Tabla 67. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles de drea

om-cuaora

Slg.
do g

Breslow (Generallzed Willcoxon) 4,266 2 118
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3.2.11. ADENOPATIAS

La figura 36 representa las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier en funcién de si
presentan o no adenopatias. Entre los pacientes con adenopatias bilaterales no se ha producido

ningun fallecimiento.

Funciones de supervivencia

Lo ADENOPATIAS
—1 iNinguna
-] iHomolaterales
Bilaterales
08_ + Ninguna-censurado
? i Homolaterales-
' censurado
Bilaterales-censurado
06-
£ 0,4
02-
0,0-

0 50 100 150 200

SeguimMeses

Figura 36. Curvas de supervivencia para la variable adenopatias

Es evidente el acortamiento de la supervivencia cuando aparecen adenopatias, sobre

todo, las homolaterales.
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Como ya mostraban las graficas de supervivencia, en promedio, un paciente con

adenopatia homolateral vive un 33% del tiempo que vive otro sin adenopatias (Tabla 68).

Tabla 68. Mediasy medianas del tiempo de supervivencia

Media
Intervalo de confianza al
ADENOPATIAS 95%
Estimacion Error tipico

Limite Limite

inferior superior
Ninguna 150,128 9,158 132,178 168,077
Homolaterales 47,375 7,052 33,554 61,197
Bilaterales 60,542 11,831 37,354 83,730
Global 139,269 8,102 123,390 155,148

1mLa estimacién se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha

censurado.

El test de Breslow revela que las curvas de supervivencia son estadisticamente distintas

(p-valor<0,001) (Tabla 69).

Tabla 69. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles de adenopatias

Chi-cuadra
do 81 s'8’

Breslow (Generalized Wilcoxon) 11,261 2 ,004
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3.2.12. VALOR TNM
Las figuras siguientes representan las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier en

funcion de los parametros T, N, M de la clasificacion tumoral.

Funciones da supervivencia
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Figura 37 Curvas de super\ivencia para la variable T

El test de Breslow indica que no existen diferencias significativas (p-valor>0.05) entre

las distintas curvas de supervivencia segun valores de T (Tabla 70).

Tabla 70. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles de T

Chi-cuadra
do 91 s'9’

Breslow (Generalized Wilcoxon) 7,721 4 ,102
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Funciones de supervivencia
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Figura 38. Curvas de supervivencia para la variable N

El tiempo medio de supervivencia de un paciente con valor 0 en N es tres veces mayor

que en pacientes con otros valores de N (Tabla 71).

Tabla 71. Mediasy medianas del tiempo de supervivenciapara el valor N

Media
Intervalo de confianza al
N 95%
Estimacion Error tipico

Limite Limite

inferior superior
0 150,128 9,158 132,178 168,077
1 46,943 9,948 27,444 66,441
2 55,639 8,148 39,669 71,609
Global 139,269 8,102 123,390 155,148

1+ La estimacién se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha

censurado.
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El test de Breslow indica que las curvas de supervivencia son estadisticamente distintas

(p-valorO.05) segun los valores de N (Tabla 72).

Tabla 72. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles de N

Chi-cuadra
do 61 S'9'

Breslow (Generalized Wilcoxon) 10,843 2 ,004

Funciones de supervivencia
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Figura 39. Curvas de supervivenciapara la variable M
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El tiempo medio de supervivencia de un paciente con valor 0 en M es casi 10 veces

superior al de un paciente con valor 1de M (Tabla 73).

Tabla 73. Mediasy medianas del tiempo de supervivencia para el valor M

Media
Intervalo de confianza al
M 95%
Estimacion Error tipico

Limite Limite

inferior superior
0 146,588 7,880 131,143 162,033
1 15,143 3,825 7,646 22,640
Global 139,269 8,102 123,390 155,148

1+ La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha

censurado.

El test de Breslow indica que las curvas de supervivencia son estadisticamente distintas

(p-valor<0.05) segun los valores de N (Tabla 74).

Tabla 74. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles de M

Breslow (Generalized Wilcoxon) 21,350 1 ,000
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3.2.13. ESTADIO

La figura 40 representa las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier en funcién del

estadio. Entre los pacientes con estadios Iy III no se ha producido ningun fallecimiento.
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Figura 40. Curvas de supervivenciapara la variable estadio

La supervivencia en los estadios II y IVC se acorta significativamente respecto

estadio IVA.
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La siguiente tabla muestra los tiempos medios de supervivencia para los estadios en los

que se producen fallecimientos:

Tabla 75. Mediasy medianas del tiempo de supervivencia para el estadio

1
Media
Intervalo de confianza al
Estadio 95%
Estimacion Error tipico
Limite Limite
inferior superior
28,766 3,417 22,069 35,463

IVA 113,649 7,741 98,477 128,821
IVvC 15,143 3,825 7,646 22,640
Global 95,223 8,693 78,184 112,262

1+ La estimacién se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha
censurado.

Como ya mostraban las graficas de supervivencia, en promedio, un paciente en estadio

IT 6 IVC vive mucho menos que otro en estadio IVA (entre 85 y 100 meses menos).

El test de Breslow revela que las curvas de supervivencia son estadisticamente distintas

(p-valor<0,001) (Tabla 76).

Tabla 76. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles del estadio

Chi-cuadra
do 91 S'9'

Breslow (Generalized Wilcoxon) 26,402 4 ,000
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3.2.14. DIFERENCIACION HISTOLOGICA

La siguiente figura representa las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier en funcion

de la diferenciacion histologica.

Funciones de supervivencia

Diferenciacion

Gl (bien diferenciado)
G2 (moderadamente
diferenciado)

G3 (pobremente
diferenciado)

Otras

Gl (bien diferenciado)-
censurado

G2 (moderadamente
diferenciado)-
censurado

=
oo

=)
k4

G3 (pobremente
diferenciado)-
censurado

Otras-censurado

Supervivencia acum
=1
ES
.

S
8]
1

00-

SeguimMeses

Figura 41. Cur\us de supervivencia para la variable diferenciaciéon histolégica
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El tiempo medio de supervivencia de un paciente con COCE bien diferenciado es muy
superior al tiempo medio de supervivencia de pacientes con diferenciacion moderada o pobre

(Tabla 77).

Tabla 77. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivenciapara diferentes niveles de diferenciacion histolégica

Medial
Intervalo de confianza al
Diferenciacion 95%
Estimacion Error tipico

Limite Limite

inferior superior
Bien diferenciado 141,909 10,215 121,887 161,931
Moderadamente diferenciado 73,054 7,654 58,052 88,055
Pobremente diferenciado 19,833 3,041 13,874 25,793
Otras 54,333 15,241 24,460 84,206
Global 136,640 8,626 119,732 153,547

1mLa estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.

Sin embargo, el test de Breslow revela que las curvas de supervivencia son

estadisticamente iguales (p-valor>0,05) (Tabla 78).

Tabla 78. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivenciapara diferentes niveles de diferenciacion histolégica

Breslow (Generalized Wilcoxon) 1,564 3 ,668
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3.2.15. MARCADORES TUMORALES

En este apartado analizamos la influencia de los niveles de expresion de los marcadores
tumorales asociados a los linfocitos Treg en la supervivencia de los 31 pacientes a los que se les
determinaron dichos valores.

Para ello, se clasifico a cada uno de los marcadores en dos grupos segun su valor medio
de expresion en las distintas muestras tumorales. Las figuras y tablas siguientes representan las
. curvas de supervivencia de Kaplan-Meier y el tiempo medio de supervivencia para los distintos

marcadores tumorales, respectivamente:
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Funciones de supervivencia
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Figura 42. Curva de supervivencia para la variable CTLA4

Tabla 79. Mediasy medianas del tiempo de supervivenciapara CTLA4

CTLA4

>34
Global

Estimacion

27916
25,764

29,355

Media

Intervalo de confianza al

95%
Error tipico
Limite Limite
inferior superior
4,014 20,049 35,783
3,072 19,743 31,785
2,878 23,715 34,995

1+ La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha

censurado.

140



Funciones de supervivencia
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Figura 43. Curva de supervivenciapara la variable FoxP3

Tabla 80. Mediasy medianas del tiempo de supervivenciapara FoxP3

FOXP3

Estimacion
<=31.5 28,948
>31.5 25,770
Global 28,859

Medial
Intervalo de confianza al
95%
Error tipico

Limite Limite

inferior superior
4,070 20,971 36,926
3,622 18,672 32,869
2,952 23,072 34,645

1+ La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha

censurado.

141



Funciones de supervivencia
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Figura 44. Curva de supervivenciapara la variable TGFB1

Tabla 81. Mediasy medianas del tiempo de supervivenciapara TGFBI

TGFBI1

Estimacion
<=27 24,357
>27 32,934
Global 29,355

Medial
Intervalo de confianza al
95%
Errortipico

Limite Limite

inferior superior
4,514 15,510 33,204
3,346 26,375 39,493
2,878 23,715 34,995

1+ La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha

censurado.
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Funciones de supervivencia
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Figura 45. Curva de supervivencia para la variable 1L10

Tabla 82. Mediasy medianas del tiempo de supervivenciapara ;LIO

Medial
Intervalo de confianza al
IL10 95%
Estimacion Error tipico

Limite Limite

inferior superior
<=36 31,893 3,669 24,701 39,085
>36 23,835 4,037 15,923 31,747
Global 29,513 2,974 23,684 35,342

1+ La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha
censurado.
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Funciones de supervivencia
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Figura 46. Curva de supervivenciapara la variable CD4

Tabla 83. Mediasy medianas del tiempo de supervivenciapara CD4

Medial
Intervalo de confianza al
CD4 95%
Estimacion Error tipico

Limite Limite

inferior superior
<=31.4 31,893 3,669 24,701 39,085
>31.4 23,499 3,377 16,880 30,119
Global 30,100 2,875 24,464 35,736

1+ La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha
censurado.
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Funciones de supervivencia
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Figura 47. Curvas de supervivencia para la variable CD8

Tabla 84. Mediasy medianas del tiempo de supervivenciapara CD8

Media
intervalo de confianza al
CD8 95%
Estimacion Error tipico

Limite Limite

inferior superior
<=32 30,250 4,177 22,064 38,436
>32 26,578 3,401 19,911 33,244
Global 30,100 2,875 24,464 35,736

1+ La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha

censurado.
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Funciones de supervivencia
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Figura 48. Curvas de supervivenciapara la variable CXCR4

Tabla 85. Mediasy medianas del tiempo de supervivenciapara CXCR4

Media
Intervalo de confianza al
CXCR4 95%
Estimacion Error tipico

Limite Limite

inferior superior
<=31.7 31,273 3,809 23,808 38,738
>31.7 24,288 3,669 17,097 31,478
Global 29,355 2,878 23,715 34,995

1- La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha
censurado.
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Funciones de supervivencia
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Figura 49. Curvas de supervivencia para la variable CD127

Tabla 86. Mediasy medianas del tiempo de supervivenciapara CD127

Medial
Intervalo de confianza al
CD127 95%
Estimacion Error tipico

Limite Limite

inferior superior
<=30.2 32,371 3,575 25,365 39,378
>30.2 21,354 3,076 15,326 27,383
Global 29,355 2,878 23,715 34,995

1- La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha

censurado.
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Funciones de supervivencia
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Figura 50. Curvas de supervivenciapara la variable CD25

Tabla 87. Mediasy medianas del tiempo de supervivenciapara CD25

Media
Intervalo de confianza al
CD25 95%
Estimacion Error tipico

Limite Limite

inferior superior
<=32.9 26,917 4,165 18,753 35,080
>32.9 28,179 3,309 21,694 34,664
Global 29,355 2,878 23,715 34,995

1+ La estimacién se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha
censurado.
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Se observa que, en ningiin marcador, la diferencia en el tiempo medio de supervivencia
varia en funcién del valor de dicho marcador. Asi lo confirman las pruebas de homogeneidad de
curvas: todos los p-valores son mayores que 0.05, por lo que, para cada marcador, las curvas de

supervivencia definidas por los dos grupos de valores son estadisticamente iguales (Tabla 88).

Tabla 88. Pruebas de homogeneidad de curvas para cada uno de los marcadores tumorales

Log Rank (Mantel-Cox) Breslow (Generalized Wilcoxon)
MARCADOR
p-valor p-valor
CTLA4 — 0,693
FoxP3 — 0,772
TGFB1 0,145
IL10 0,410
CD4 0,551 _
CDS8 0,727
CXCR4 0.487
CD127 0,351
CD25 — 0,530

Dado que las curvas de Kaplan-Meier se han admitido como homogéneas en cada uno de

los marcadores, se descarta la aplicacion del modelo de Cox.
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3.3. MODELO MULTIVARIANTE: REGRESION DE COX

Se han identificado en los apartados anteriores factores que inducen tiempos de
supervivencia diferentes estadisticamente. Los modelos de Cox nos permiten, de modo similar a
la regresioén convencional:

* Identificar esos factores desde un punto de vista multivariante: todas las variables se
ponen en relacion a la variable dependiente (el tiempo de supervivencia); pero en un
contexto de interaccion mutua con el resto de factores. Se trata de una representacion
mas fiable de lo que pasa en la realidad.

* Expresar las relaciones detectadas en forma de ecuacidon, para asi cuantificar con
exactitud como afecta el factor sobre la supervivencia.

Entre las variables a considerar por la regresion de Cox se descartaron estadio y localizacion

por motivos de colinealidad y escasez de muestra respectivamente.

La correlacion entre M y estadio es marcada debido a que siempre que M =1, estadio=5.

Por otra parte, existe un elevado rango de localizaciones donde el nimero de fallecidos se
reduce a tamafios muéstrales muy bajos, por lo que no es posible la convergencia del modelo
con su inclusion.

La tabla siguiente (explicita coeficientes estimados, error tipico y estadistico para el
contraste de diferencias respecto a categoria de referencia) indica que de las variables tamafo,

adenopatias, M y N, solo dos pasan a formar parte de la ecuacion de Cox: M y tamaiio.

Tabla 89. Variables en la ecuacion

B ET Wald % Sig. Exp(B)
Paso 1 M 2,176 ,549 15,692 1 ,000 8,811
2,058 ,551 13,972 1 ,000 7,828
Paso2 ;
Tamaiio ,400 173 5,344 1 ,021 1,492
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La ecuacidn de regresion de Cox para el modelo presente es:
H(t) =Ho(t) 7,82M1 1,49(TAMANO)
donde H(t) representa una funcion de impacto de la mortalidad (equivalente a la supervivencia;

pero en sentido inverso. A mas supervivencia, menor impacto y viceversa).

= La variable M produce diferencias significativas en la funcién de impacto.
Concretamente cuando un paciente con valor 1 de M se compara a uno con valor 0
de M, su funcidén de impacto se multiplica por 7,8, es decir, un 780%.

= El tamaiio también genera diferencias significativas, de tal manera que una unidad

mas de tamafio multiplica por casi 1,5 (un 50%) el impacto.

Se trata de aspectos absolutamente determinantes de la supervivencia. En presencia de
éstos, no es necesario recurrir a otros para obtener un prondstico fiable de lo que pasara al

paciente.
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DISCUSION
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El COCE es el tumor maligno de origen epitelial mas frecuente en la cavidad oral. Su
incidencia es variable dependiendo del area estudiada. Concretamente en Espaiia, se estima que
la incidencia del céncer oral es para los hombres de 5,7 a 12,9 casos por 100.000 habitantes/afio,
y entre las mujeres del 0,6 al 2,1 por 100.000 habitantes/afio (7).

La edad de aparicion suele ser de 50 a 70 afios, aunque recientemente se ha observado
un incremento en la incidencia del COCE en pacientes menores de 40 afios y en mujeres en los
que estos factores de riesgos no estan presentes (6).

| En nuestro‘ estudio, fealizado sébre 100 pacientes con COCE, la edad minima de
presentacion de la enfermedad fue de 33 y la maxima de 92, encontrando la mayor frecuencia en
los pacientes de edades comprendidas entre 56 y 70 afios, correspondiendo esta franja etaria a
un 41%. La edad media encontrada en nuestros pacientes fue de 63,3, coincidiendo con la
mayoria de los estudios como el de Brandizzi y cols. (74) en el que la edad media la sitian en
62 afios o el de Favia y cols. (139) con una edad media de 64,18 afios. Respecto a la mayor
afectacion del COCE que se ha reportado en los ultimos afios en pacientes jovenes, nosotros
so6lo encontramos un total de 3 pacientes menores de 40 afios, lo que supone un 3%.
Jainkittivong y cols. (66) muestran un porcentaje algo mayor (4,7%) en estos pacientes. Autores
como Favia y cols. (139) encuentran cifras mas elevadas en pacientes menores de 45 afios
(9,3%).

El COCE ha sido considerado una enfermedad mas ligada a los varones. Sin embargo,
la revisién de la literatura muestra como los estudios mas actuales encuentran una mayor
prevalencia en mujeres con respecto a otros mas anteriores (71,140), con proporciones
hombre/mujer bastante similares. Asi Jainkittivong y cols. (66) encuentran un ratio
hombre/mujer 1:1, al igual que Ortholan y cols. (141) en su estudio sobre 260 pacientes de 80 o
mas afios. Autores como Andisheh-Tadbir (142) y cols. situan el ratio en 1,4:1, similar a nuestro
ratio que fue de 2:3. Por tanto, podemos observar, que aunque se ha producido un aumento en

el namero de pacientes mujeres, el hombre sigue siendo el mas afectado.
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Aunque con la etiopatogenia del cancer oral se han relacionado varios factores como el
alcohol, el VPH, una dieta pobre en frutas y vegetales o la genética, el tabaco es el principal
factor de riesgo en el COCE. En la mayoria de los estudios sobre COCE existe un alto
porcentaje de pacientes fumadores. Nemes y cols. (77) encuentran que en el momento del
diagnéstico el 65,5% de los pacientes fumaban. Cifras similares encontraron Tabdi y cols. (143)
en los pacientes mayores de 45 afios (62,5%). Ortholan y cols. (141) demostraron que el tabaco
o el alcohol fueron los principales factores de riesgo en el 66% de los hombres y en el 16% de
las mujeres. Poveda-Roda y cols. (80) revisan 123 pacientes con COCE, encontrando que el
45,5% eran fumadores y de ellos, el 67,9% consumian mas de un paquete de cigarrillos al dia.
De los 100 pacientes estudiados, 60 (60%) eran fumadores y la mayoria de ellos fumaba un
paquete o mas al dia. El tipo de tabaco més consumido por parte de los pacientes fumadores fue
el rubio con un 62,2%. La mayoria de los pacientes estudiados por Ribeiro y cols. (§83) también
eran fumadores y bebedores. En nuestro estudio, respecto al habito enolico, el 41% de los
pacientes bebia alcohol de forma diaria. La mayoria de los estudios reportan cifras similares o
algo mas elevadas en lo que respecta al consumo de alcohol (77, 144). Recientemente se ha
observado un incremento del cancer de lengua y orofaringeo en pacientes jovenes en los que la
exposicion a tabaco y alcohol es menor (145). Algunos estudios intentan estudiar los factores de
riesgo presentes en estos pacientes, relacionidndolo con el consumo de marihuana o con el
VPH-16 (146). Nosotros en nuestro estudio s6lo tuvimos en cuenta como factores de riesgo el
tabaco y el alcohol, encontrando un alto porcentaje de pacientes fumadores.

Tanto la leucoplasia como la leucoplasia verrugosa proliferativa y el liquen plano oral
han sido descritos como desordenes potencialmente malignos. Entre los pacientes estudiados, el
6% presentaba una leucoplasia oral anterior al diagnéstico del COCE, el 2% tenia lesiones de
liquen plano oral y s6lo un 1% habia sido diagnosticado anteriormente de leucoplasia verrugosa
proliferativa. Haya-Fernandez y cols. (50) llevaron a cabo un estudio en el cual determinaron la
prevalencia de leucoplasia oral en pacientes con COCE, encontrando cifras bastante superiores a

las nuestras. Asi, el 19,56% de sus pacientes presentaron lesiones de leucoplasia oral asociadas
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a la lesion neoplasica. Ortholan y cols. (141) también encontraron cifras mas elevadas en su
estudio en relacion a los pacientes que previamente presentaban una leucoplasia oral o un liquen
plano, con un 55% para las mujeres y un 11% en los hombres.

En el cancer oral, el dolor puede ser el sintoma inicial que conduzca al diagnoéstico de la
enfermedad. Normalmente, las lesiones iniciales suelen ser asintomaticas, siendo las lesiones
mas avanzadas las que mas sintomatologia presentan. Se ha sugerido que la molestia oral es la
sintomatologia mas comun previa al diagndstico en la mayoria de los pacientes y que el dolor es
él éinfoma inicial en aproximédamente er 20% dé lés éasés (68). De ahi que clasificaramos a
nuestros pacientes en tres grupos, encontrando que el 31% no presentaba ninguna
sintomatologia, el 29% referia molestias y el 40% referia dolor. Ademdas encontramos que el
dolor estaba asociado, en la mayoria de los casos, a las lesiones més avanzadas, representando
éstas el 50%. Cuffari y cols. (68) encontraron en sus pacientes que el dolor aparecia como
primer sintoma en el 19,2% demostrando ademas que éste estaba asociado al estadiaje TNM en
los canceres de lengua y suelo de boca. En el estudio de Gorsky y cols. (69) la mayoria de los
pacientes presentaron algin sintoma en el momento del diagndstico, siendo las molestias en
lengua el mas frecuente. Otros autores como Al-Rawi y cols. (67) encuentran en sus estudios
que los sintomas mas frecuentes son la ulceracion y la tumefaccion, representando el dolor s6lo
un 5,1% mientras que Mashberg y cols. (65) reportan la tumefaccion, la sensaciéon de quemazon
y el dolor como los més frecuentes. La parestesia la encontramos en tan solo 6 pacientes, en los
cuales la lesién invadia al tejido 6seo. Nuestros resultados, por tanto, concluyen que las
lesiones en estadio mas avanzado se asocian con mas frecuencia al dolor.

La localizaciéon mas frecuente del COCE es la lengua y el suelo de la boca aunque
dependiendo del area geografica estudiada puede variar. Autores como Oliveira y cols. (146),
Losi-Guembarovsky (147), Rivera (144) o Dalhstrom y cols. (79) muestran mayor afectacion de
la lengua, en diferentes zonas de América. En Irdn, Andisheh-Tabdid (142) encuentra un 53%
de afectacion en la lengua. En Italia, autores como Arduino y cols. (148), Brandizzi y cols. (74)

y Favia y cols. (139) demuestran en sus estudios la mayor prevalencia del COCE en lengua. Sin
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embargo en zonas mas orientales como Irak, el labio inferior aparece como el lugar mas
frecuente de afectacion seguido de la lengua (67). Jainkittivong (66) en su estudio sobre
pacientes tailandeses encuentra mayor afectacion en la encia (50%). En Espaiia, Izarzugaza y
cols. (149) destacan la mayor afectacion de la lengua del COCE, sobre todo a nivel de la base y
de los bordes linguales. En nuestro estudio incluimos en un mismo apartado a los pacientes con
COCE de superficie ventral de lengua, bordes linguales y suelo de boca, encontrando un 57% de
afectacion en esta localizacion, seguido de la encia con un 19% y del trigono retromolar con un
11%.

El COCE suele aparecer como una tumoracion o como una ulcera. Aunque las lesiones
iniciales pueden manifestarse en forma de placas rojas (eritroplasia) acompafiadas o no de
lesiones blancas (eritroleucoplasia), cuando los pacientes llegan a la consulta ya suelen
presentar una forma ulcerada, exofitica o mixta. La mayoria de los autores encuentran la
ulceracion o la tumoracion como la forma mas frecuente de presentacién (66,67,76). Nuestros
resultados muestran mayor prevalencia de las lesiones ulceradas con un 59%, seguidas de las
formas mixtas (19%) y de las eritroplasicas (14%). En un 8% de los casos encontramos
tumoracion.

Las lesiones neoplasicas presentan un tamafio variable dependiendo del tiempo de
evolucién de las mismas, por lo que el tamafio clinico de las lesiones en el momento del
diagnostico difiere segin los estudios. Heng y Rossi (150) observaron que el tamafio medio de
los tumores estudiados era de 2,2 cm, con un rango de 0,3 a 6 cm. Oliver y cols. (71) revisaron
92 casos de COCE encontrando que la mayoria de las lesiones eran menores de 4 cm en su
diametro mayor. Nosotros hemos constatado un tamafio medio de 2,67 cm, resultados muy
similares a los encontrados por Martinez-Conde y cols. (86) aunque en este estudio solo se
incluyeron paciéntes en estadios I 'y II.

En nuestro estudio encontramos un 50% de los pacientes con lesiones avanzadas (T3 y
T4) en el momento del diagnostico, al igual que Ortholan y cols. (141) quienes encuentran un

53% de sus pacientes con tumores en T3 y T4. Otros estudios muestran porcentajes mayores,

158



como el estudio realizado por Ribeiro y cols. (83) con un 65% de los pacientes con lesiones en
T3 o T4 en el momento del diagnostico. Otros autores, por el contrario, encuentran en mayor
porcentaje lesiones de menor tamaiio en estadio T1 o T2 (65, 82, 148, 151).

El porcentaje de ganglios afectados en el COCE oscila entre el 30% y el 50%. Nuestros
resultados muestran una afectacion del 30% de los casos, datos equiparables a los presentados
por Arduino y cols. (148). Otros estudios encuentran mayor frecuencia de adenopatias llegando
hasta un 60%, el doble de lo reportado por nosotros (74).

o La§ metéstasié a distancia no son frecuentes en el COCE. Asi en nuestro estudio,
encontramos sélo un 7% de pacientes metastasis a distancia. En la literatura las cifras oscilan
entre el 1y 16% (75,152, 153).

Los estadios I y II estan considerados como iniciales mientras que los estadios III y IV
como avanzados. El diagnéstico tardio en el cancer oral ha sido reportado en diferentes
estudios. En nuestro estudio se observa una distribucién homogénea en cuanto a los estadios
iniciales y los avanzados, destacando en frecuencia el estadio IVA con un 46% de afectacion,
seguido del estadio I con un 27%. Estas cifras varian segin los estudios, asi Ribeiro y cols. (83)
reportan un 65% de sus pacientes en estadios avanzados mientras que Oliver y cols. (71)
encuentran un 76% de los pacientes en estadios I y 1I. En el estudio realizado por Poveda-Roda
y cols. (80) en Espafia, la mayoria de los pacientes (el 78,9%) fueron diagnosticados en estadios
iniciales (I y II).

El tipo histologico mas frecuentemente encontrado en los trabajos de investigacion es el
carcinoma bien diferenciado. Jainkittivong y cols. (66) encuentran un 78,6% del tipo bien
diferenciado, cifras similares a las de Al-Rawi y cols. (70,73%) (67) y algo inferiores a las de
Ortholan y cols. (84,%) (141). Nuestros resultados son muy similares a los de Andisheh-Tadbir
y cols. (142), encontrando un 55,3% en esta variedad histolégica.

La cirugia y la radioterapia son los métodos mas empleados en el tratamiento del COCE

aunque la quimioterapia también se emplea en algunos casos, sola o en combinacién con la
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radioterapia. En nuestra revision, la mayoria de los pacientes fueron tratados con cirugia sola o
asociada a la radioterapia.

El riesgo de recurrencia o de un segundo cancer oral se ha estimado en un 10 y un 40%
tras el tratamiento. Asi Oliver y cols. (71) observaron recidivas en el 10% de los pacientes
estudiados. Nuestros resultados, algo mayores, se encuentran dentro del rango reportado en la
literatura con un porcentaje de recidiva del 32%.

La supervivencia global de nuestros pacientes también se halla dentro del rango
publicado en la literatura reciente, mostrando una tasa de supervivencia en torno al 85% a los 2
afios tras el diagndstico. Siriwardena y cols. (81) cifran la supervivencia a los 3 afios en torno al
90%. Para Vallecillo Capilla y cols. (154) la tasa de supervivencia a los 2 afios y medio es del
75%. Rusthoven y cols. (155) reportan una tasa de supervivencia del 65% a los 2 afios para
pacientes con COCE de lengua.

El tiempo medio de supervivencia en nuestros pacientes se estimo en 139,2 meses, es
decir, aproximadamente unos 11 afios. Vallecillo Capilla y cols. (154) reportan cifras menores,
en torno a los 6 afios en un estudio realizado en Andalucia.

A pesar de los avances en el diagnostico y el tratamiento, no se ha observado una
notable mejoria en la supervivencia de los pacientes con COCE en los ultimos afios. En la
literatura publicada podemos observar como diferentes factores se han evaluado como
marcadores prondsticos en el cancer oral. Asi, el sexo, la edad, el estadio clinico, la
diferenciacion histolégica o el tratamiento, entre otros han sido estudiados con el fin de
encontrar marcadores prondsticos fidedignos. Leite y cols. (156) estudiaron varios pardmetros,
destacando el estadio clinico, el sexo, el diagndstico precoz, la modalidad de tratamiento y el
tiempo transcurrido entre la presentacion de los sintomas iniciales y el tratamiento como los
principales factores pronosticos. Beltrami y cols. (157) estudiaron la influencia en la
supervivencia de factores como la zona de afectacion de la neoplasia, el tamafio tumoral, el
grado histoldgico y el contenido de ADN. Por su parte, Oliveira y cols. (146) describieron la

supervivencia a los 5 afios en un grupo de pacientes con COCE e investigaron los efectos de la
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edad, el sexo, la localizacion anatémica, el tiempo de evolucion del tumor, el tabaco y el
alcohol, la afectacién ganglionar, la recurrencia tumoral, la clasificacion histologica, la
inmunoexpresion del p53 y del p63, la presencia del VPH en el ADN vy el tratamiento en el
pronostico de los pacientes. Otros autores, como Gonzalez-Moles y cols. (158) evaluaron los
parametros clinicos e histopatologicos en relacion con la supervivencia, siendo los factores mas
influyentes la localizacion, el tamafio, las metéstasis ganglionares, el estadio clinico, el grado de
diferenciacion celular y el pleomorfismo. En nuestro analisis de supervivencia hemos estudiado
ios siguientes factores: edad, sexo, sintomatologia referida y presencia o no de parestesia,
localizacion de la neoplasia, tipo de lesién, tamafio, afectacién Osea, tipo de adenopatias
(homalaterales o bilaterales), clasificacion TNM, estadio, diferenciacién histolégica y por
ultimo, en un subgrupo de pacientes hemos valorado la asociacién de la supervivencia con una
serie de marcadores asociados a linfocitos Treg (CTLA4, FoxP3, TGFB1, , IL-10, CD4, CD8,
CXCR4, CD127 y CD25).

Respecto a la tasa de supervivencia segun la edad de los pacientes existe controversia
en la literatura. En nuestro estudio, clasificamos a los pacientes en cuatro grupo de edades a fin
de determinar la supervivencia en cada uno ellos, sin embargo, no eﬁcontramos diferencias
estadisticamente significativas entre los pacientes mas jovenes y los de edad mas avanzada.
Siriwardena y cols. (81) en su estudio comparativo entre pacientes de 40 afios 0 menores y
pacientes de 50 afios o mayores tampoco encuentran diferencias en la supervivencia a los 3
afios. Ho y cols. (152) reportan una menor supervivencia en pacientes mayores de 45 afios.
Leite y cols. (156) dicen que la edad avanzada en el momento del diagnodstico afecta a la
supervivencia. De igual forma Oliveira y cols. (146) y Ribeiro y cols. (83) piensan que la menor
supervivencia en pacientes de mayor edad viene determinada por la mayor presencia de
enfermedades debilitantes y otras complicaciones asociadas a la edad.

Existen diferentes opiniones en la literatura respecto al sexo como posible marcador
prondstico. Pugliano y cols. (159) y Leite y cols. (156) hablan de una supervivencia mayor en

mujeres mientras que Shah y cols. (160) piensan que la supervivencia en mujeres es menor.
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Vallecillo Capilla y cols. (154) en su estudio también apuntan hacia una peor supervivencia en
pacientes varones. Otros autores, como Arduino y cols. (148), Oliveira y cols. (146), Garavello
y cols. (161), Montoro y cols. (103) no encuentran diferencias entre las curvas de supervivencia
de ambos sexos. Al igual que la mayoria de los autores, nosotros tampoco encontramos
diferencias significativas en la supervivencia entre hombres y mujeres.

El consumo de tabaco y alcohol, en términos de supervivencia, es un tema
controvertido, encontrando algunos autores mayor supervivencia en los pacientes que no
presentan estos habitos toxicos (79, 82), frente a otros que dejan en duda su relacion (156).
Nosotros en nuestro estudio, no tuvimos en cuenta este parametro para calcular la supervivencia
de los pacientes.

En cuanto a la sintomatologia, en nuestro estudio hemos constatado que aquellas
lesiones con dolor se asocian a lesiones de mayor tamaifio, y como veremos mas adelante, el
tamafio de la lesion parece influir en el tiempo de supervivencia. Sin embargo no se han hallado
diferencias estadisticamente significativas entre el tipo de sintomatologia referida por los
pacientes y las curvas de supervivencia.

Respecto a la parestesia también parece ser un factor predictivo en la supervivencia del
paciente. Asi, Sanchis y cols. (162) obtienen una supervivencia del 45% a los 9 meses en 8
pacientes con COCE y en un paciente con fibrosarcoma. Nosotros encontramos parestesia solo
en 6 pacientes que ademas presentaba afectacion Osea, sin embargo, el estudio estadistico no
muestra una menor supervivencia para estos pacientes. Esto posiblemente se deba al escaso
tamafio muestral vinculado a la parestesia.

La localizacion del tumor parece influir en la supervivencia de los pacientes, segun la
literatura. Asi Vallecillo-Capilla y cols. (154) encuentran que las zonas de mayor riesgo de
mortalidad son la encia y el trigono retromolar. Garzino-Demo y cols. (163) obtienen menor
supervivencia a los 3 y 5 afios en los pacientes con COCE en zonas posteriores (tercio posterior
lingual y trigono y mucosa yugal retromolar). Sin embargo Leite y cols. (156) y Oliveira y cols.

(146) reportan que la lengua, el suelo la boca y el paladar son los lugares que presentan peor
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tiempo de supervivencia, correspondiendo al COCE de labio inferior el que presenta menor tasa
de mortalidad. Estos autores explican este hecho por la menor incidencia de metastasis regional
en los tdmores localizados en labio. De acuerdo con estos autores, en nuestra serie de pacientes
no hemos detectado ningtin fallecimiento en los pacientes con COCE de labio, sin embargo la
tasa de menor supervivencia la hemos encontrado en los pacientes con COCE de encia y
mucosa yugal, respecto a aquellas neoplasias localizadas en lengua y suelo de boca. Otros
autores no encuentran relacion entre la localizacién del tumor y la supervivencia global (152,
i64)

Respecto al tipo de lesion, no hemos encontrado resultados estadisticamente
significativos en relacion con el tiempo de supervivencia de los pacientes. Tampoco hemos
encontrado en la literatura datos sobre este parametro y el prondstico.

El tamaiio de la lesion ha sido considerado como un importante factor prondstico en
diferentes estudios (154, 156) asi como el sistema de estadiaje TNM, el cual constituye un
factor pronoéstico representativo. En la clasificacion TNM la mayor dimension de superficie se
utiliza para determinar el tamafio tumoral, aunque actualmente el espesor del tumor ha sido
considerado también como factor pronostico (99, 100). El tiempo medio de supervivencia de los
pacientes que presentan lesiones menores de 2 cm es practicamente el doble que en pacientes
con lesiones de mayor tamaiio, segun este estudio.

La afectacion ganglionar cervical ha sido ampliamente reconocida como un gran factor
prondstico en los pacientes con COCE (165-168). Kalnins y cols. (169) afirman que la presencia
de adenopatias reduce la supervivencia a los 5 afios hasta el 45%. En nuestra serie de pacientes
hemos encontrado una reduccidn de la supervivencia global aproximada del 66% en pacientes
con metastasis ganglionar.

Para los pacientes con metastasis a distancia la supervivencia, segin nuestros
resultados, la supervivencia se reduce considerablemente.

El valor pronoéstico del grado de diferenciacion histologica es controvertido. Mientras

algunos estudios han mostrado una correlaciéon significativa entre el bajo grado de
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diferenciacion histologica y el pronodstico (148, 164) otros, como el nuestro, no encuentran esta
relacion (79). Algunos estudios previos han mostrado correlaciones significativas entre el bajo
grado histologico y el mal pronéstico de los pacientes (170). Sin embargo, al igual que la
mayoria de los estudios, coincidimos en que no existe asociacién entre la clasificacion
histolégica y la supervivencia de los pacientes (146, 164).

La infiltracién tumoral de linfocitos T se ha considerado, en diferentes canceres
humanos, un immunomecanismo anticancer importante. Entre los linfocitos infiltrantes de
tumor, la mayoria de células CD8+ son linfocitos T citotoxicos que reconocen antigenos
asociados al tumor y tienen la capacidad de destruir directamente células tumorales. Estudios
previos en cancer colorrectal, esofagico, pancreatico, del conducto biliar y vesicula relacionan la
infiltracion de células CD8+ con un pronodstico favorable (171-176). En cambio, en otros
canceres como el cancer de pulmén de célula pequeiia los resultados son controvertidos (177).
A nivel de cancer oral, Zancope y cols. (178) encontraron un incremento de CD8+ y de
linfocitos T citotoxicos en el COCE intraoral y en el carcinoma de labio al compararlo con
lesiones premalignas y con tejido normal, siendo mayores los niveles en el cancer de labio, el
cual presenta mayor supervivencia. En este estudio no hemos encontrado relacién entre la
infiltracion de CD8+ y la superviencia del paciente.

El control inmunolégico del tumor esta mediado por diferentes subtipos de células T
reguladoras. Estudios previos han detectado el aumento de las proporciones de células Treg en
pacientes con diferentes tipos de canceres, incluidos los de pulmén, mama, pancreas, ovario y
colorrectal (134-136), dificultando la inmunovigilancia contra las células tumorales e
impidiendo la respuesta inmune efectiva. Estos niveles elevados se han detectado tanto en
sangre periférica como en tejido tumoral. Resultados similares se han observado también en el
cancer de cabeza y cuello (137). Gasparoto y cols. (179) determinaron la frecuencia y la
actividad de las células Treg en la sangre periférica y en el tejido tumoral de pacientes con
COCE. Encontraron que mas del 80% de las células T CD4+CD25+ expresaron FoxP3. En

nuestro estudio hemos observado un incremento en el nimero de FoxP3 existiendo diferencias

164



significativas de expresion entre el tejido tumoral y el tejido sano. TGF-B1 ha sido descrito
como un mediador potencial de la supresion por las células Treg, aportando un caracter firme
del mecanismo de inmunosupresién. En varios estudios ha sido demostrada la sobreexpresion de
TGF-B1 en el tejido tumoral (180, 181). Asi, Gholamin y cols. (180) encontraron que el 37,5%
de los pacientes estudiados con carcinoma esofagico de células escamosas presentaron
sobreexpresion de TGF- B1 en el tejido tumoral al compararlo con tejido libre de tumor. Acorde
con estos autores, hemos encontrado mayor expresion de TGF- 1 en los pacientes oncoldgicos.

Lee y cols. (182) estudiaron el significado pronodstico de la expresion de CXCR-4 en
pacientes con COCE. Encontraron que la expresion de CXCR-4 asi como el tamafio tumoral, las
metastasis ganglionares, el estadio clinico y las recurrencias estaban relacionados con el
pronoéstico de los pacientes, destacando que la expresion de CXCR-4 es un indicador de mal
prondstico para los pacientes con COCE. Por tanto, el elevado nivel de infiltracion de Treg en
las neoplasias se ha relacionado con un peor prondstico debido a la supresion inmune local. Sin
embargo, nuestros resultados, al igual que los obtenidos por Schwarz y cols. (183) no han
demostrado que el tiempo de supervivencia varie en funcion del valor de la infiltracion para

cada uno de los genes estudiados.
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CONCLUSIONES
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Tras el estudio realizado en 100 pacientes afectados de carcinoma oral de células escamosas

llegamos a las siguientes conclusiones:

1. La lesion mas frecuentemente observada en el carcinoma oral de células escamosas fue
la ulceracion acompaiiada de dolor o molestias. La localizacién mas prevalente fue el
suelo de boca, superficie ventral de lengua y bordes laterales, siendo el COCE bien

diferenciado el tipo histologico mas comin.

2. La mitad de los casos fueron diagnosticados en estadios avanzados, correspondiendo el

estadio IVA el mas frecuente en el momento del diagndstico, seguido del estadio 1.

3. Los genes TGF-f1 y FoxP3 presentaron mayores niveles de expresion en los tejidos con

COCE que en los tejidos sanos.

4. El tiempo de supervivencia estuvo influenciado por la localizacién de la lesioén, la
presencia de adenopatias, el tamafio de la lesion y, consecuentemente por el estadio. La

presencia de adenopatias disminuye la supervivencia en aproximadamente un 66%.
5. La expresion de los marcadores tumorales asociados a los linfocitos Treg no influyé en

el tiempo de supervivencia de los pacientes con COCE, por lo que serian necesarios

mas estudios para valorar su posible aplicabilidad como marcadores prondsticos.
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