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RESUMO

O carcinoma espinocelular de lingua (OTSCC) é a neoplasia maligna mais
comum encontrada na cavidade oral. As caracteristicas bioldgicas das células
tumorais ndo foram incluidas no sistema de classificagdo Tumor, Nodulo, Metéstase
(TNM), a mais usada atualmente para determinar o prognostico. O conhecimento da
expressdo de biomarcadores, caracteristicas clinicas e histopatoldgicas auxiliaria na
identificacdo dos grupos de risco, permitindo a personalizacdo do tratamento,
melhorando as chances de sobrevivéncia. Objetivo. Explorar a relacdo entre a
expressdo de biomarcadores (Ki-67, E-cadherin, MMP-9 e a-SMA), as caracteristicas
sociodemogréficas, clinicas e histopatolégicas com a sobrevida de pacientes com
OTSCC. Materiais e métodos. Foram incluidos pacientes com OTSCC do Instituto de
Cancerologia Clinica Las Américas, na cidade de Medellin, de 2008 a 2017. As
caracteristicas demogréficas, clinicas e patolégicas foram obtidas das fichas clinicas
e registradas, e as amostras foram submetidas a rea¢6es imuno-histoquimicas com
os anticorpos S100, Ki-67, E-cadherin, a-SMA e MMP-9. A influéncia dessas
caracteristicas na sobrevida especifica da doenca (DSS) foi analisada pelo método de
Kaplan-Meier e pelo modelo de riscos proporcionais de Cox. Resultados. Oitenta
pacientes foram elegiveis para o estudo, dos quais 55% eram do sexo masculino. A
idade média dos pacientes foi de 63,1 + 16 anos. 63,5% dos OTSCC foram bem
diferenciados e 58,8% foram diagnosticados em estadios avancados. Invaséo
linfovascular (LVI a-SMA+) e perineural (PNI S100+) foram detectados em 60% e 75%
dos OTSCC, respectivamente. A presenca simultanea de LVI e PNI esteve associada
ao estadio clinico avancado, linfonodos positivos e ao progndéstico desfavoravel do
OTSCC (p<0,05). O seguimento médio foi de 26,4 + 25 meses, 0 tempo médio de
sobrevida do diagnostico foi de 62,2 + 7,8 meses (IC 95%; 46,9; 77,5) e a porcentagem
de DSS em 5 anos foi de 41%. Na andlise univariada, o DSS em 5 anos foi influenciado
por estar sem companheiro (HR = 0,62; p=0,030), estadio avancado (HR = 5,37,
p<0,001), recebeu glossectomia total (HR = 7,06; p=0,011), localizacdo na lingua
movel (HR = 0,44; p=0,019), tumor 23 cm (HR = 3,42; p=0,001), margens cirdrgicas
comprometidas (HR = 2,04; p=0,041), metastase linfonodal (HR = 3,07; p=0,002) e
tumor pouco diferenciado (HR = 3,67; p=0,019). O DSS néo foi influenciado pela
expressdo de nenhum dos anticorpos avaliados. A analise multivariada mostrou que
estadio clinico avancado (HR = 5,29; p<0,001), localizacdo na lingua movel (HR =
0,34; p=0,004) e tumor pouco diferenciado (HR = 3,8; p=0,020) sdo preditores
independentes para DSS. Conclusdo. Nao foi possivel estabelecer a correlacdo
prognostica entre Ki-67, E-cadherin, MMP-9 e a-SMA e a sobrevida dos pacientes
com OTSCC. A localizacdo do carcinoma espinocelular na base da lingua, tumor
superior a 3 cm e pouco diferenciado, foram fatores independentes que
correlacionaram-se com a sobrevida. A presenca de LVI e PNI, identificada com
precisdo por imuno-histoquimica, deve ser avaliada no futuro para estabelecer sua
utilidade clinica.

Palavras-chave: Neoplasias da lingua. Carcinoma de células escamosas.
Prognéstico. Biomarcadores. Taxa de sobrevida.
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ABSTRACT

Oral Tongue Squamous Cell Carcinoma (OTSCC) is the most common
malignancy found in the oral cavity. The current prognosis-associated tumor
classification system (Tumor, Nodule, Metastasis — TNM) did not include the tumor cell
biological biomarkers. Knowledge of biomarkers expression, clinical and
histopathological characteristics have the potential to improve the identification and
differentiation of risk groups and individualized the cancer treatment to increase the
overall survival. Objective. The aim of this study was to analyze the correlation of the
expression of Ki-67, E-cadherin, MMP-9 and a-SMA, and, the sociodemographic,
clinical, and histopathological characteristics with survival of patients with OTSCC.
Material and methods. OTSCC patients from the Cancerology Institute Clinica Las
Ameéricas, in the city of Medellin, from 2008 to 2017 were included. The retrospective
analysis includes demographic, clinical and pathological data, and the tissue samples
underwent immunohistochemical analysis of S100, Ki-67, E-cadherin, a-SMA, and
MMP-9 markers. The statistical analysis was performed using the Kaplan-Meier
method and Cox proportional hazards model and the outcome assessed was disease
specific survival (DSS). Results. Eighty eligible patients were included in the study.
Higher male prevalence (55%) was observed. The mean age was 63,1+16 years,
63,5% of OTSCC were well-differentiated tumors and 58.8% were detected in
advanced stages. Lymphovascular invasion (LVI a-SMA+) and perineural invasion
(PNI S100+) were detected in 60% and 75% of OTSCC, respectively. The presence of
concomitant LVI and PNI was associated with the advanced clinical stage, metastatic
nodes, and poor prognosis of OTSCC (p<0.05). The OTSCC 5-years disease-specific
survival rate was 41% with a mean of 62,2+7,8 months (IC 95%; 46,9; 77,5) of follow-
up. According to the univariate analysis, DSS was affected by the single marital status
(HR=0,62; p=0.030), tumors with an advanced clinical stage (HR=5,37; p<0,001), total
glossectomy treatment (HR=7,06; p=0.011), tumors arising from mobile part of the
tongue (HR=0,44; p=0.019), tumor size 23 cm (HR=3,42; p=0.001), compromised
surgical margins (HR=2,04; p=0.041), lymph node metastasis (HR=3,07; p=0.002),
and undifferentiated tumor (HR=3,67; p=0.019). However, the expression of
biomarkers Ki-67, E-cadherin, a-SMA, and MMP-9, showed no correlation with DSS.
On the other hand, the multivariate analysis demonstrated that tumors with advanced
clinical stage (HR=5,29; p<0,001), tumors arising from mobile tongue region (HR=0,34;
p=0.004), and undifferentiated tumor (HR=3,8; p=0.020) are independent predictors
for DSS. Conclusion. The biomarkers Ki-67, E-cadherin, MMP-9 and a-SMA, did not
show correlation with survival or prognosis in our sample. Base of tongue arising
tumors, tumors larger than 3 cm and undifferentiated tumors were independent factors
that affected survival (DSS) rate. The simultaneous presence of LVI and PNI,
accurately identified by immunohistochemistry, demonstrated potential to influence the
survival rate through rapid diagnosis and should be evaluated in the future to establish
their clinical utility.

Keywords: Tongue neoplasms. Squamous cell carcinoma. Prognostic factors.
Biomarkers. Survival rate.
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1 INTRODUCCION

El cancer oral es la neoplasia maligna mas comun de todos los sitios
anatomicos de la cabeza y del cuello, afectando los labios, la mucosa bucal, la encia,
el paladar duro y blando, y el trigono retromolar. Sin embargo, los sitios mas
frecuentemente afectados son la lengua y el piso de la boca *.

El carcinoma oral de células escamosas es el subtipo histoldégico mas frecuente
y representa mas del 90% de los casos 2. La tasa de supervivencia a 5 afios es de
aproximadamente el 50 al 60% “6, la cual se ha mantenido sin cambios durante las
tltimas décadas a pesar de los avances en la comprension de los mecanismos
moleculares involucrados en su desarrollo, y también en el tratamiento oncolégico.

La epidemiologia del carcinoma oral de células escamosas en lengua ha sufrido
un cambio en las ultimas décadas, observandose un aumento en la incidencia y una
tendencia a presentarse en individuos cada vez mas jovenes (< 45 afios) en paises
como Australia, Canada, Finlandia, Suecia, entre otros. Sin embargo, esta informacion
proviene de paises desarrollados 72 y podria no reflejar lo sucedido en paises
latinoamericanos.

El diagnéstico de OTSCC comunmente se establece en estadios avanzados y
esto reduce su sobrevida %, con el aumento subsecuente en los costos de tratamiento
y rehabilitacién para el sistema de salud 1°-*2. Ademas, las secuelas a nivel funcional,
estético, psicologico y emocional en los pacientes, una vez han sido tratados, les
impiden tener una calidad de vida adecuada, con afectacion en sus relaciones
familiares, sociales y laborales 1314,

La estadificacion del cancer en general se ha basado tradicionalmente en el
tamafio del tumor, la afectacién de los ganglios linfaticos y la presencia de enfermedad
metastasica (sistema de clasificacion TNM) 15, Dada la simplicidad del TNM, se ha
demostrado que, en muchos casos, resulta insuficiente para individualizar el
prondstico, a pesar de su reciente actualizacion (2016). Sin embargo, la actualizacion
mas significativa de esta ultima version, fue incluir un algoritmo de estadificacion
independiente para el carcinoma escamocelular de orofaringe positivo para virus del
papiloma humano. Por lo tanto, nuevos factores (clinicos, histopatolégicos y
moleculares) deben ser estudiados y adicionados a esta clasificacion para aumentar

su capacidad de prediccion 16,
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Por ejemplo, es necesario reconocer otros aspectos relevantes para el
pronéstico y el tratamiento que no han sido considerados, como la invasion perineural,
que podrian tener un impacto en el estadiaje, como fue el caso de la profundidad de
invasion, que fue integrado en la ultima edicibn como un elemento determinante para
redefinir las caracteristicas tumorales y, por ende, modificar el estadio de la
enfermedad, lo que podria incluso, reclasificar algunos casos en un estadio mayor 1.
La evaluacion de la PNI, también podria identificar y diferenciar grupos de pacientes
con OSCC de bajo y alto riesgo de metéstasis oculta y recurrencia de la enfermedad,
ademas de personalizar el tratamiento para disminuir la morbimortalidad causada por
la radiacién innecesaria y la diseccion cervical, y analizar quienes se beneficiarian de
un tratamiento mas agresivo, lo que podria aumentar las probabilidades de
supervivencia 18.

Existe, ademas, la necesidad de validar marcadores previamente identificados
en estudios publicados anteriormente, lo que permitiria acumular mayor evidencia
respecto a ellos, analizando su utilidad en diferentes poblaciones en las que no se han
estudiado.

En Colombia, son escasos los estudios en cancer oral. En ellos, se han
evaluado diferentes marcadores moleculares (Ki-67, Regiones Organizadoras del
Nucleolo Argirofilicas-AgNOR-, cicloxigenasa-2, proteina translocadora mitocondrial
18kDa -TSPO-, ciclina D1, HPV-16) 31924 pero s6lo unos pocos estudios describen
en detalle las caracteristicas sociodemograficas, clinicas e histopatolégicas que
permitan realizar comparaciones con individuos de otras regiones del mundo.
Ademas, ninguno de tales estudios ha evaluado la expresion tisular de los marcadores
Ki-67, E-cadherina, MMP-9 y a-SMA, las caracteristicas sociodemograficas, clinicas,
histopatologicas y su relacion con la sobrevida en pacientes diagnosticados con
OTSCC.
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2 PROPOSICION

Explorar la relacion entre las caracteristicas sociodemogréficas, clinicas, la
expresion tisular de algunos biomarcadores relevantes en el pronéstico (Ki-67, E-
cadherina, MMP-9 y a-SMA), y caracteristicas histopatoldégicas como la invasion
linfovascular y perineural entre otras, con la sobrevida especifica de la enfermedad en
pacientes diagnosticados con carcinoma escamocelular oral en lengua tratados en el
Instituto de Cancerologia Clinica Las Américas en la ciudad de Medellin, en el periodo
2008 a 2017.

2.1 Objetivos Especificos

- Describir las caracteristicas sociodemograficas y clinicas de los pacientes incluidos
en el estudio.

- 2Describir las caracteristicas histopatoldgicas, incluyendo la invasion linfovascular
y perineural, de los pacientes incluidos en el estudio.

- Identificar la expresion tisular de Ki-67, E-cadherina, MMP-9 y a-SMA mediante
técnicas inmunohistoquimicas en las biopsias de los pacientes incluidos en el
estudio.

- Analizar la asociacion entre las caracteristicas sociodemogréficas, clinicas,
histopatoldgicas y la expresion tisular de los biomarcadores, con el prondstico y la
sobrevida de los pacientes incluidos en el estudio.

- Explorar un modelo predictivo con todas las caracteristicas evaluadas para
identificar los factores independientes que afectan la sobrevida del OSTCC en los

pacientes incluidos en el estudio.
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3 REVISION DE LITERATURA

A continuacién, se revisan los aspectos mas relevantes del OTSCC.

3.1 Epidemiologia

En 2018, GLOBOCAN reporté 18,1 millones de casos nuevos de cancer y 9.5
millones de muertes en todo el mundo, aproximadamente 4 y 1.5 millones mas de
casos que en 2012, respectivamente 2°. El cancer oral ocupa el 18 lugar en
incidencia y 16'° lugar en mortalidad, entre los 36 tipos de cancer mas comunes
evaluados en 185 paises, con 354,864 casos nuevos y 177,384 muertes asociadas 2°.
En el mismo informe se reportd especificamente para Colombia, una incidencia de
101,893 casos de todos los tipos de cancer con 46,057 muertes, de los cuales sélo
845 casos nuevos correspondieron a cancer oral y 354 muertes asociadas al mismo.
Sin embargo, estos datos deben interpretarse con precaucion, ya que estas cifras se
basaron en los registros de solo cuatro ciudades (Bucaramanga, Cali, Manizales y
Pasto) que representan un 8% de la poblacién y sélo cubrieron el periodo 2003-2007
25, Actualmente existen dos centros de registro poblacional de cancer adicionales:
Medellin y Barranquilla ?’.

En 2015, el Instituto Nacional de Cancerologia de Colombia reporté que el
cancer oral estuvo entre los diez tipos de cancer con mayor incidencia y mortalidad en
hombres 28. Colombia, es un pais que cuenta con una variada diversidad geogréfica,
demografica, social y cultural, lo que conlleva a que los datos de un solo registro no
sean aplicables a todo el resto del pais 2°.

El registro poblacional de cancer del departamento de Antioquia (donde se
desarrollo la presente investigacion), reporto solo en el periodo 2013-2016, 424 casos
nuevos de cancer oral, de los cuales el 52% afectaron alguna porcién de la lengua °.
Antioquia es un departamento del noroeste de Colombia ubicada en medio de la
Cordillera de los Andes, su poblacion es el producto de una mezcla de razas
(amerindia, europea y africana), cuyas condiciones geograficas la mantuvieron aislada
hasta finales del siglo XIX 31, Carvajal et al, en su estudio de ancestria, encontraron
gue la poblacion antioquefia posee una mezcla genética donde el cromosoma Y y el
ADN mitocondrial difieren notablemente. Mientras que el cromosoma Y tiene ~94%

ascendencia europea, 5% africana y 1% amerindia, el mtDNA heredado de la madre
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es ~90% amerindio, esto indicaria una poblacion producto de la mezcla de hombres
inmigrantes y mujeres nativas locales 3.

Medellin es la segunda ciudad méas poblada de Colombia, capital del
departamento de Antioquia y cuenta con 2.529.403 habitantes 2. Es la ciudad nucleo
del area metropolitana del Valle de Aburra. Los otros miembros de norte a sur son los
municipios de Barbosa, Girardota, Copacabana, Bello, Envigado, Itagli, Sabaneta, La
Estrella y Caldas. El cancer es un problema de salud publica en Medellin, siendo la
segunda causa de muerte después de las enfermedades del sistema circulatorio
reportadas hasta el afio 2018, y responsable del 25% de las muertes ocurridas en la
ciudad 32,

Durante el periodo 2010-2014 se registraron 22.379 casos nuevos de cancer,
predominantemente en mujeres (61,6%) y 14.922 muertes asociadas en el area
urbana del municipio de Medellin. Sin embargo, en este estudio el cancer oral no fue
analizado individualmente como uno de los tipos de cancer contemplados dentro del
Plan Decenal para el Control de Cancer en Colombia, y se reporta un subregistro
general de la enfermedad en la ciudad. Existe ademas una proporcion de casos de
cancer oral no registrados, lo que sugiere que algunos de los pacientes en el area no
son captados y los datos son incompletos. Por otro lado, la prevalencia de tabaquismo
en la ciudad alcanza el 25.5%, los fumadores también presentan alto consumo de
alcohol y esto se asocia de manera inversa con el nivel de educativo, todos estos
factores de riesgo determinantes para el cancer oral 2.

La epidemiologia del cancer oral varia considerablemente por region, sexo,
diferencias en habitos alimenticios, edad y otros factores de riesgo de la poblacion.
Esto podria determinar diferencias en comparaciéon con la poblacion latinoamericana

e incluso con otras regiones dentro del mismo pais.

3.2 Generalidades del Cancer Oral

El cancer oral se desarrolla durante la exposicion prolongada a una variedad de
factores carcinogénicos, representa un proceso multifactorial altamente complejo, que
ocurre cuando las células epiteliales son afectadas por alteraciones genéticas y

epigenéticas, y ocurren errores en los mecanismos de reparacion del ADN 34,
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El consumo de tabaco (en sus diferentes formas) y alcohol son factores
etiologicos bien establecidos para desarrollar cancer oral, tienen una relacion dosis
dependiente y actian de manera sinérgica cuando se presentan simultaneamente, sin
embargo, estos factores explican solo un porcentaje de los casos. Otros factores
asociados son, el habito de masticar “betel quid“, muy comun en el sur de Asia, este
consiste en masticar una mezcla de sustancias que incluyen nuez de areca con o sin
tabaco, envuelta en una hoja de betel, que puede incrementar hasta 3 veces el riesgo
de desarrollar cancer oral 3536,

La radiacion ultravioleta es un factor de riesgo relacionado especificamente con
el cancer en labio 38. Por otro lado, uno de los virus asociados mas estudiado es el
VPH, siendo los subtipos VPH 16 y 18 los de mayor riesgo oncogénico, aunque
recientemente se han identificado otros serotipos de riesgo. Otros factores reportados
son el bajo nivel educativo y de ingresos, la baja ingesta de frutas y vegetales frescos,
la susceptibilidad genética, la salud e higiene oral pobre 3536, Recientemente también
se ha hablado del papel de la obesidad en la carcinogénesis de cabezay cuello, y de
lengua especificamente 37:38,

Un ejemplo de la singularidad de la poblacién colombiana es el habito de fumar
invertido o tabaquismo invertido, el cual produce cambios tisulares que abarcan
enfermedades benignas y malignas de la mucosa oral. Este habito se practica en
pocos lugares del mundo incluyendo Holanda, Suroeste Asiatico, India, Sri Lanka,
Jamaica, Panamd, Venezuela, Colombia y varias islas del Caribe 3°. En algunas
regiones de Colombia se ha reportado una prevalencia de esta practica del 15%,
principalmente en mujeres *°y mayor presencia de cancer oral asociado a este habito
41,42.

Clinicamente el OSCC se puede presentar como una lesién temprana tipo
eritroleucoplasia, pero clasicamente, se caracteriza por ulceracion irregular con
bordes elevados y dura a la palpacion, o tumoracién exofitica de superficie verrucosa.
Las localizaciones mas frecuentes dentro de la cavidad oral son la lengua y el piso de
la boca, otras zonas afectadas son mucosa bucal, area retromolar, encia, paladar
blando y duro, y labio. La localizacién depende de algunos factores geograficos,
ocupacionales y factores de riesgo especificos. Su tamafio puede variar de unos
pocos milimetros hasta varios centimetros, y esto se relaciona con los sintomas,
normalmente las lesiones iniciales son pequefas y asintomaticas. El dolor se presenta

en lesiones de gran tamafio y es la principal razén de consulta de los pacientes,
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muchas veces de manera tardia. En algunas localizaciones como la lengua, el dolor
puede aparecer rapidamente debido al movimiento de roce contra las estructuras
dentales, ya que comunmente afecta las superficies laterales y el vientre lingual. Otros
sintomas pueden incluir, otalgia, sangrado, movilidad dental, dificultas para respirar,
hablar y deglutir, parestesia, linfadenopatia cervical, cambios en la voz, entre otros
menos frecuentes .

El diagndstico temprano en OSCC es el factor mas importante para alcanzar
entre el 80-90% de supervivencia del paciente, ademas minimiza la extension
quirargica requerida. Debe sospecharse OSCC en pacientes con lesiones persistentes
en la mucosa oral por mas de tres semanas, y establecer el diagndstico por medio de
un analisis histopatolégico .

El tratamiento del OSCC requiere estrategias especificas para cada subsitio
dentro de la cavidad oral. Para el caso del OTSCC, el tratamiento primario y definitivo
con intencion curativa es la cirugia por si sola, o con radiacién (externa o por
braquiterapia) o quimioterapia adyuvantes, ademéas de la inmunoterapia, lo cual
depende de la estadificacion patoldgica. La reconstruccion depende en gran medida
del tamafio del defecto, y puede ir desde un cierre primario en defectos pequefios,
injertos de piel o apdsitos bioldgicos en aquellos defectos moderados, hasta colgajos
locoregionales o transferencia de tejido libre para glosectomia y hemiglosectomia. En
cuanto al manejo de los nédulos linfaticos cervicales, se recomienda la diseccion
selectiva del cuello incluso en los casos tempranos NO debido al alto riesgo de
metastasis ganglionar oculta al momento del diagnéstico 43

Su prondstico es muy variable y depende en gran medida del estadio clinico al
momento del diagnéstico, pero también de la localizacion dentro de la cavidad oral,
por lo tanto, un cambio de unos pocos centimetros altera significativamente su
prondstico. Las estructuras en la linea media, como la lengua, el piso de la boca y el
paladar, tienden a drenar bilateralmente a los nédulos linfaticos y tienen un peor
pronostico 9. Un parametro importante en el pronéstico del cancer es la sobrevida de
la enfermedad. Esta se define como: “El porcentaje de personas en un grupo de
estudio o tratamiento que siguen vivas durante un cierto periodo de tiempo después
de que se les diagnostica o comienza el tratamiento para una enfermedad...” 4. En el
caso del cancer oral, se estima una sobrevida a 5 afios alrededor del 70% al 90% si
es diagnosticado en estadios tempranos, mientras que, se reduce drasticamente, en

el caso de los estadios avanzados (20-30%) °. La estimacion de la supervivencia al
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cancer entre diversos paises y, su posterior comparacion, ha revelado grandes
diferencias, probablemente atribuibles a las diferencias en el acceso al diagndéstico
temprano y al tratamiento oportuno. La vigilancia de la supervivencia al cancer deberia
convertirse en una fuente indispensable de informacion para los investigadores y un
estimulo para el mejoramiento de las politicas y del sistema de atencién en salud .
Existen diferentes formas de medir la sobrevida: sobrevida global, sobrevida libre de
enfermedad, sobrevida especifica de la enfermedad, entre otras, que permiten evaluar

el éxito del tratamiento segun el desenlace de interés 44.

3.3 Consideraciones Anatomicas del Cancer de Lengua

La lengua es un 6rgano movil situado en el interior de la cavidad oral, compuesto
por 17 musculos intrinsecos y extrinsecos, se divide en dos porciones por medio del
surco terminal en forma de V: dos tercios anteriores y tercio posterior, cada uno con
origen embrionario y estructura distinta. La mucosa que recubre la parte anterior de la
lengua se origina en el primer arco faringeo; por lo tanto, la inervacion sensorial de
esta area proviene de la rama mandibular del nervio trigémino (CN V3) por medio de
su rama lingual. El nervio lingual avanza anteriormente adyacente a la mandibula e
inerva la encia lingual, la mucosa de la lengua y el piso de la boca; luego se curva
debajo del conducto submandibular a medida que pasa hacia la punta de la lengua.
Se han descrito variaciones en el patron de ramificacidn en su extremo terminal de
una a cuatro ramas, la mayoria de los nervios linguales se desvian hacia la lengua
desde el piso de la boca entre mesial del primer molar y distal del segundo molar,
también pueden tener conexiones con los nervios milohioideos 4647,

El gusto en los dos tercios anteriores de la lengua esta dado por el nervio
cuerda del timpano, una rama del nervio facial (CN VII). El tercio posterior de la lengua
se desarrolla de los arcos faringeos restantes, y la mucosa que lo recubre tiene
inervacién sensorial del nervio glosofaringeo (CN Xl). El nervio hipogloso (CN XiIlI)
proporciona inervacion motora a todos los musculos intrinsecos y extrinsecos de la
lengua, excepto el mudsculo palatogloso, que esta inervado por el nervio vago (CN X)
46,47_

Debido a las interdigitaciones de los musculos intrinsecos y extrinsecos, un
tumor que compromete la lengua conduce rapidamente a la invasion del piso de la

boca, de ahi puede afectar la mandibula y luego a los angulos laterales que se funden
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en el surco alvéololingual de la orofaringe. Ademas de su rica innervacion, también
posee un abundante aporte vascular que proviene predominantemente de la arteria
lingual, una rama de la arteria carétida externa, y una amplia red linfatica 4648,

La region de la cabeza y el cuello contiene mas de 300 ganglios linfaticos. La
American Joint Commission on Cancer, establece un sistema de niveles para describir
la ubicacion de los ganglios linfaticos en el cuello, asi: Nivel I, grupo submental y
submandibular; Nivel II, grupo yugular superior; Nivel Ill, grupo yugular medio; Nivel
IV, grupo yugular inferior; Nivel V, grupo triangular posterior; y Nivel VI, compartimento
anterior (Figura 1). Generalmente hay dos patrones de compromiso de los ganglios
linfaticos que dependen de la localizacion del cancer oral, regiones anteriores como
los labios, piso de boca y tercios anteriores de la lengua, drenan hacia los ganglios
submental y submandibulares; los mas posteriores hacia los ganglios yugulo
digastricos (niveles I, Il y IIl). Muchos de estos ganglios no se detectan clinicamente y
requieren de ayudas diagndsticas de imagenologia.

Aproximadamente el 20% del cancer de los tercios anteriores de la lengua y
piso de la boca pueden tener metastasis ganglionar “saltatoria” (skip nodal metastasis)
al Nivel 1V, incluso se ha reportado en estadios tempranos (T1 y T2), y su porcion
media de forma bilateral a los ganglios cervicales medios %80, lo cual determina el
tipo de diseccién cervical indicada para cada caso (Radical Neck Dissection-RND,
Modified Radical Neck Dissection-MRND, Selective Neck Dissection-SND and
Extended Radical Neck Dissection-ERND) 5.

Figura 1 - Niveles y subniveles ganglionares.

§o\ N
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Diagrama del cuello mostrando los niveles y subniveles ganglionares.

Fuente: Carcinoma Papilar de Tiroides 2.
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Cada sitio especifico de la cavidad oral tiene un patron de diseminacion del
cancer a manera de un cangrejo que puede invadir en seis direcciones basicas
Superior-Inferior, Medial-Lateral, Anterior-Posterior. Por ejemplo, el cancer de labios
rara vez hacen metastasis a los ganglios linfaticos, a menos que haya una invasion
profunda del musculo orbicular. Por el contrario, el cancer de lengua invade facilmente
la musculatura subyacente, que conduce a la rapida infiltracion y compromiso de los
ganglios linfaticos (Figura 2) 48,

Figura 2 - Diseminacion del cancer de lengua.

“Patrones de diseminacion. A. Vista coronal: invasion del cancer de lengua oral al piso de
boca y procesos alveolares. B. Vista sagital: invasion del cancer de lengua oral a la
musculatura extrinseca del piso de boca y lengua posterior. El cancer primario (cavidad oral)
invade en varias direcciones, que son vectores codificados por colores (flechas) que
representan la etapa de progresion: Tis, amarillo; T1, verde; T2, azul; T3, morado; T4A, rojo;
y T4B, negro”.

Fuente: TNM Staging Atlas with Oncoanatomy “® (traduccién nuestra).
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3.4 Clasificacion del Estadiaje en Cancer Oral

El sistema de estadificacion TNM para el cancer, es un sistema internacionalmente
aceptado que se utiliza para determinar el estadio de la enfermedad, fue desarrollado
por primera vez por Pierre Denoix en las décadas de 1940y 1950, y su primera edicion
fue publicada en 1977 por el AJCC %,

La ultima edicion (8va) del manual de estadificacion del cancer, fue publicada
en octubre de 2016 y describe un nuevo sistema, que no soélo se basa en paradmetros
clinicos como la extension anatomica de la enfermedad, sino también en marcadores
histol6gicos adicionales que mejoran la identificacion de pacientes de mayor riesgo de
recurrencia, no solo discriminando su prondstico, sino también siendo una ayuda para
determinar el abordaje terapéutico mas efectivo %53, tales como la profundidad de la
invasion, definida como el grado de expansion del tumor por debajo de la membrana
basal, y la extension extranodal °4°°. Sin embargo, los pardmetros histopatolégicos
relevantes pueden variar dependiendo del tipo y localizacion del cancer.

La determinacién del estadio puede ser clinica inicialmente y patol6gica
después de la reseccion quirdrgica, esta ultima se considera mas precisa y guia el
tratamiento y el pronostico de la enfermedad. Para el caso del cancer oral la
clasificacion del TNM clinico determina el estadio y los grupos prondstico (Cuadro 1y
2).

Cuadro 1 - Clasificaciéon Tumor, Nédulo, Metastasis para cancer de cavidad oral (continua)

T- Tumor primario

Tx | Tumor primario no puede ser evaluado

Tis | Carcinoma in situ

T1 | Tumor <2 cm con DOI <5 mm

T2 | Tumor <2 cm con DOI >5 mm
otumor>2cmy<4cmconDOI<10 mm

T3 | Tumor >2cmy <4 cm con DOI > 10 mm
o tumor > 4 cm con DOI £ 10 mm

T4 | Enfermedad local moderadamente avanzada o muy avanzada

T4a | Enfermedad local moderadamente avanzada.



T4b

Tumor >4 cm con DOI > 10 mm

o tumor invade solo estructuras adyacentes (es decir, a través del hueso
cortical de la mandibula o el maxilar, o afecta el seno maxilar o la piel
de la cara)

Enfermedad local muy avanzada.

El tumor invade el espacio masticatorio, las placas pterigoideas o la
base del craneo y / o la arteria carétida.

N- Nédulos linfaticos regionales

NXx

NO

N1

N2a

N2b

N2c

N3a

N3b

No puede ser evaluado

Sin metdstasis en nddulos linfaticos regionales

Metastasis en un solo nédulo linfatico ipsilateral, <3 cm en su mayor
dimensién y ENE negativo

Metastasis en un solo nédulo linfatico ipsilateral >3 cm pero no >6 cm
en su mayor dimensién y ENE negativo

Metastasis en multiples nddulos linfaticos ipsilaterales, ninguno >6 cm
en su mayor dimensién y ENE negativo

Metastasis en nédulos linfaticos bilaterales o contraterales,

ninguno >6 cm en su mayor dimension y ENE negativo

Metastasis en un nédulo linfatico >6 cm en su mayor dimensién y ENE
negativo
Metastasis en cualquier n6dulo(s) linfatico y ENE positivo visible

clinicamente

M- Metastasis a distancia

MO
M1

Sin metastasis a distancia

Metastasis a distancia

Abreviaturas: DOI, Depth Of Invasion; ENE, Extensién Extranodal.

Fuente: AJCC Cancer staging manual, form supplement ¢ (traduccién nuestra).

28
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Cuadro 2 - Estadios prondsticos en cancer oral.

Estadios pronésticos de la AJCC

T N M Estadio
Tis NO MO 0
T1 NO MO I
T2 NO MO 1
T3 NO MO 1l
T1, T2, T3 N1 MO 1l
T4a NO, N1 MO IVA
T1, T2, T3, N2 MO IVA
T4a

Cualquier T N3 MO IVB
T4b Cualquier N MO IVB
Cualquier T Cualquier N M1 IvC

Fuente: AJCC Cancer staging manual, form supplement *¢ (traduccién nuestra).

3.5 Invasién Perineural

Histéricamente se han considerado los vasos sanguineos y linfaticos como vias
clasicas de la diseminacion del cancer, sin embargo, una tercera via es la
diseminacién nerviosa, que puede alcanzar mucho mas alla de la invasiéon local y
presentarse en ausencia de las vias anteriormente mencionadas. La PNI, también
llamada neurotropismo, es el tropismo de las células tumorales sea dentro o a lo largo

de los haces nerviosos adyacentes 3,

El espacio perineural se considera un espacio imaginario con la ausencia de
células de revestimiento epitelial dentro del tejido conectivo y una ruta de baja
resistencia a través de la cual ocurre la invasion del epineuro, mediada por la
presencia de moléculas de adhesion celular neural (N-CAM) en la superficie de las
células tumorales °’. La PNI es un reconocido factor de pronéstico pobre en cancer
colorrectal, de préstata, pancreatico, entre otros %, y a nivel de la cavidad oral de
ciertos tipos de cancer de glandulas salivares como el carcinoma adenoideo quistico
59y el carcinoma mucoepidermoide . La invasion perineural en el area de cabeza y

cuello fue descrita por primera vez por Cruveilheir en 1835. A partir de alli, puede
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propagarse a la base del craneo y la cavidad intracraneal, o hacia ramas nerviosas

periféricas de menor calibre °3,

Como ya se mencion0 previamente, la lengua posee abundante inervacion para
cumplir sus multiples funciones motoras y sensitivas, de ahi la importancia de evaluar
PNI en uno de los subsitios de la cavidad oral mas afectado por el cancer. Sin
embargo, puede presentarse un alto grado de variabilidad en su identificacion, a causa
de la alteracion de las caracteristicas de los tejidos adyacentes a la masa tumoral, al
tamafo de la infiltracidon y de la terminacién nerviosa, o también por enmascaramiento
por un infiltrado inflamatorio intenso. La PNI puede ser identificada por medio de
distintas técnicas, la mas frecuentemente usada es la coloracion Hematoxilina-Eosina,
pero también se han usado marcadores inmunohistoquimicos como S100 (marcador
superficial de la membrana de la célula de Schwann), p75NGFR (receptor de baja

afinidad del factor de crecimiento nervioso), Glut-1, Laminina, entre otros 61.62,

Los genes S100 son la mayor subfamilia de proteinas de union a Ca** de tipo
mano EF, tienen bajo peso molecular (10,000 Da) y cuenta con 25 miembros
estrechamente relacionados. La inmunotinciébn anti-S100 se ha considerado un
método eficaz para la deteccion de la PNI oculta en cancer 3. Se ha reportado PNI
oculta en OSCC y OTSCC de entre 51-82% después de la inmunotinciéon con anti-
S100, y correlacioén positiva con mayor tamafio y espesor del tumor, nédulos linfaticos
comprometidos, estadio clinico avanzado, mayor grosor del tumor, margenes de

reseccion cercanos y positivos, peor patrén de invasién y supervivencia pobre 6162,

Es de gran importancia identificar no sélo los factores de alto riesgo sino los
intermedios, que ponen a los pacientes en riesgo de metastasis loco-regional y a
distancia, esto podria dirigir las recomendaciones terapéuticas en un esfuerzo por
mejorar la supervivencia 4. Entre ellos, la invasion perineural ha sido ampliamente
reconocida como un indicador de mal prondstico, que se correlaciona fuertemente con
el comportamiento agresivo del tumor, el aumento de la recurrencia y de la morbilidad
y mortalidad en pacientes con OSCC y OTSCC, y afecta en gran medida las
decisiones de tratamiento 5364, Por lo tanto, es una caracteristica oncoldgica adversa
que debe documentarse en los informes patologicos regulares para pacientes con

cancer oral.
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No existe una clasificacion unificada para la PNI en cancer oral. Liebig et al.
propusieron la clasificacion mas ampliamente utilizada, en ella la PNI se deberia
reportar positiva cuando, las células tumorales fueran identificadas en cualquiera de
las tres capas de la vaina nerviosa, y/o cuando el tumor estuviera cerca del nervio y
afectara mas de un tercio de su circunferencia 6°. Debido a las diversas definiciones
existentes, se ha reportado un amplio rango de frecuencia para la PNI entre 2-82% en
OSCC 65,

La PNI puede ser clinica o subclinica segun la presencia de sintomatologia, que
puede ir desde dolor, parestesia, disestesia hasta déficit motor, sin embargo, los
sintomas aparecen generalmente de manera tardia. Su presencia, también puede
afectar la efectividad del tratamiento quirtrgico, ya que las células tumorales se
extienden mas alld de la lesion primaria. Por lo tanto, la identificacion de la PNI
histopatoldgica o usando otros medios, podria proporcionar un predictor mas objetivo
del compromiso cervical.

El abordaje terapéutico para los pacientes con céancer oral y PNI
histolégicamente comprobada aln es materia de debate por la falta de evidencia
cientifica solida. Se debe considerar una reseccion mas agresiva del tumor primario
en presencia de PNI °" y la diseccién cervical electiva podria mejorar el pronéstico en
pacientes con NO PNI positiva con OSCC 3. La radioterapia postoperatoria adyuvante
para PNI aislada sin otros factores de riesgo se recomienda en la mayoria de los
algoritmos de tratamiento, aunque persiste la controversia con respecto a su

capacidad para mejorar significativamente las tasas de supervivencia ©’.

3.6 Mecanismos Fisiopatoldgicos del Cancer Oral

Durante el desarrollo de casi todos los tumores humanos, se adquieren
alteraciones esenciales en la fisiologia celular, Hanahan et al. 8, hace casi dos
décadas las agruparon y denominaron como Hallmarks of Cancer, y consisten en: la
autosuficiencia en las sefales de crecimiento, la insensibilidad a las sefales
inhibidoras del crecimiento, la evasion de la muerte celular programada (apoptosis),
el potencial replicativo ilimitado, la angiogénesis sostenida e invasion tisular y la
metastasis. Posteriormente, surgieron cuatro nuevas caracteristicas: el desarrollo de
inestabilidad del genoma y mutacién, la inflamacién como promotora del tumor, la

reprogramacion del metabolismo energético y la evasion de la destruccién por el
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sistema inmune ©°. La sumatoria de todas estas caracteristicas adquiridas permite que
las células cancerosas sobrevivan, proliferen y se diseminen. El entendimiento de
dichos mecanismos constituye la base de las terapias dirigidas y valida su eficacia,
pues su inhibicion deberia afectar el crecimiento y la progresion tumoral (Figura 3).

Figura 3 - Caracteristicas biolégicas esenciales del cancer.
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Blancos terapéuticos de las marcas del cancer (traduccion nuestra).

Fuente: Hallmarks of cancer: the next generation ©°.

De dichas caracteristicas, la invasion tisular y la metastasis son los factores
pronéstico mas importantes en el cancer oral como en cualquier otro carcinoma. El
OSCC se desarrolla a través de la acumulacién de alteraciones genéticas y
epigenéticas en un proceso de multiples etapas. La adquisicion de la capacidad
invasiva es un proceso altamente dindmico que involucra la interaccion entre
elementos celulares intrinsecos, que permitan finalmente la transmigracion a través
de la membrana basal - la barrera natural que separa el epitelio del tejido conectivo
subyacente-. El inicio y mantenimiento del proceso de invasion esta regulado

principalmente por varias vias de sefializacion °.
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Inicialmente hay una alteracion de la adhesion entre las células tumorales por
la regulacion positiva 0 negativa de algunas moléculas de adhesion intercelular (por
ejemplo, E-cadherina, Neural-cadherina (N-cadherina), Claudina y Desmogleina
(DSG)) y adquieren movilidad. En circunstancias normales, las células migran durante
el desarrollo embrionario y se asientan en una ubicacion distante a través de la
transicion epitelio-mesénquima y de la transicion mesenquimal-epitelial. La EMT
permite que las células epiteliales adquieran un fenotipo de células mesenquimatosas
con multiples cambios bioquimicos que mejoran su capacidad migratoria, invasividad,
resistencia a la apoptosis y mayor produccion de componentes de la matriz
extracelular °.

A medida que el tumor progresa dentro del epitelio, ocurren cambios en el
estroma subyacente, como el aumento en el ndmero de células y su rigidez.
Posteriormente la comunicacién entre las células tumorales y del estroma a través de
la MB, producen su invasion y ruptura por medio de los siguientes mecanismos: (i)
degradacion proteolitica por metaloproteinasa de matriz y serina proteasa separasa;
(i) fuerzas mecanicas; y (iii) sintesis reducida o anormal de componentes de la MB °.

No se puede olvidar que las células tumorales estan inmersas en un
microambiente tumoral, compuesto por células no cancerosas, matriz extracelular y
numerosos factores solubles. La investigacion y la terapéutica en cancer oral se ha
centrado principalmente en la masa de células cancerosas, sin embargo, cada vez
esta mas claro que la interaccion entre las células cancerosas y el TME es dinamica,
y trabajan en forma conjunta para promover el inicio, crecimiento, invasion y
metéstasis. Cuando hablamos de células no cancerosas del TME, nos referimos tanto
a microorganismos como a células del sistema inmune (leucocitos, células dendriticas,
macroéfagos), fibroblastos, pericitos y células endoteliales, incluso a neuronas y
adipocitos. Estas células adquieren roles anti-tumorales o pro-tumorales dependiendo
del perfil de factores solubles que secreten y de su efecto autocrino y paracrino 7172,

Algunos de los factores liberados del TME que promueven la invasion son las
MMP, la periostina, los factores de crecimiento de hepatocitos (HGF) y endotelial
vascular (VEGF), y la galanina (GAL). Del mismo modo, los procesos de comunicacion
gue gobiernan todas las actividades celulares necesarias para la invasién del OSCC,
ocurren a través de la activacion de las vias de sefializacion del ligando del receptor
activador para el factor nuclear kB (RANKL) / RANK, del receptor del factor de

crecimiento epidérmico (EGFR), del transductor de sefial y activador de la
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transcripcion (STAT) y de la quinasa de adhesion focal (FAK) (Figura 4). Sin embargo,
hasta ahora se han identificado numerosas moléculas relacionadas con la invasion del
OSCC, pero el mecanismo exacto aun esté por aclararse. Se necesita identificar entre
tantos factores cuales pueden ser blancos especificos para el tratamiento que

permitan inhibir la invasién y la metastasis °.

Figura 4 - Moléculas de invasion en el cancer oral.
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squamous cell carcinoma-A review " (traduccién nuestra).
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3.7 Biomarcadores Pronoésticos en Cancer Oral

En el afio 2015, la U.S. FDA y los National Institutes of Health (NIH) desarrollaron el
BEST resource (Biomarkers, EndpointS, and other Tools), como un glosario cuyo
objetivo era capturar las distinciones entre los biomarcadores y las evaluaciones
clinicas, y describir sus distintos roles en la investigacion biomédica, la practica clinica
y el desarrollo de productos médicos. En su Ultima actualizacion en 2018, definen un
Biomarcador Prondstico como: "Un biomarcador utilizado para identificar la
probabilidad de un evento clinico, recurrencia o progresion de la enfermedad en
pacientes que tienen la enfermedad o condicion médica de interés”. Mientras que, un
Biomarcador Predictivo, es definido como: “Un biomarcador utilizado para identificar a
las personas que son mas propensas que las personas similares sin el biomarcador,
a experimentar un efecto favorable o desfavorable de la exposicidbn a un producto
médico o un agente ambiental ” 73. Ambas caracteristicas son deseables en un
biomarcador para cancer.

Los biomarcadores tumorales son moléculas producidas o por el tumor o por el
tejido hospedero circundante en respuesta a la carcinogénesis, y pueden tener
aplicabilidad en la evaluacién del riesgo de cancer, diagnostico y estadiaje, prondéstico
y eleccion terapéutica 4.

En oncologia, los marcadores patolégicos como tamafio del tumor, nimero de
ganglios linfaticos positivos y presencia de metastasis se han utilizado
tradicionalmente para indicar el pronéstico. Estos biomarcadores prondsticos a
menudo se identifican a partir de datos observacionales y se usan regularmente para
identificar a los pacientes con mas probabilidades de tener un resultado particular.
Cada vez mas, los indicadores o las firmas moleculares medidas en tumores se estan
utilizando en lugar de, o ademas de, estas caracteristicas clinico-patolégicas 3.

En el presente estudio, nos enfocamos en biomarcadores tumorales de
dos de las alteraciones esenciales del cancer: la insensibilidad a las sefales
inhibidoras del crecimiento y la invasion tisular y la metastasis. Almangush et al. 8
(2017) en su revision sistematica, reportaron los biomarcadores Ki-67, E-cadherina,
MMP-9 y a-SMA como parte de los 10 mas estudiados por su valor pronostico en
OTSCC.

Ki-67 es una proteina nuclear que puede detectarse durante todas las fases
activas del ciclo celular (G1, S, G2 y M), pero esta ausente en las células en reposo
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(G0) . Ha sido estudiado ampliamente para evaluar la actividad de proliferacion
celular en varios tipos de cancer y usado como marcador de agresividad tumoral 76~
8, Ki 67 es el biomarcador mas estudiado después de p53 en OTSCC, sin embargo,
la gran heterogeneidad en los datos de los numerosos estudios impiden que exista la
evidencia suficiente para considerar su valor como marcador prondstico, a pesar de
esto, evaluar biomarcadores conocidos puede ayudar a validar los datos publicados
anteriormente y permite la acumulacién de mayor evidencia respecto a ellos 8. En la
literatura cientifica hay resultados controversiales a favor 74798% y en contra 8184 de su
utilidad prondstica en OSCC y OTSCC.

La E-cadherina es una glicoproteina transmembrana dependiente de Ca?* que
hace parte de las uniones adherentes de la superficie lateral de las células epiteliales.
Su expresion se ha relacionado con funciones celulares tales como, la reduccion de
la invasividad, la inhibicién del crecimiento, la apoptosis, la detencion del ciclo celular
y la diferenciacién 8. Ha sido catalogada como uno de los candidatos mas promisorios
para el diagndstico temprano y el pronostico del OTSCC, identificados en biopsia de
tejidos por medio de inmunohistoquimica 2°.

Una de las células mas representativas y estudiadas del estroma en cancer oral
y de lengua es el fibroblasto. Las células cancerosas liberan Factor de Crecimiento
Transformante beta (TGF-B) y de esa manera los fibroblastos adquieren un fenotipo
activado denominado fibroblasto asociado a céncer, fibroblasto asociado a tumor,
fibroblasto peritumoral, miofibroblasto, entre otros. El marcador mas usado y confiable
para identificar CAF es el anticuerpo Actina de Musculo Liso alfa 7%7287.88 Sy
presencia se ha asociado con caracteristicas clinicopatoldégicas como estadio y grado
del tumor, recurrencia, invasion (vascular, linfatica y neural) y diseminacion
extranodal, ademas de la disminucion de la supervivencia libre de enfermedad y la
pobre supervivencia total en pacientes con OSCC 8.

Ademas de servir como marcador para CAF, el anticuerpo monoclonal a-SMA
se ha utilizado para la deteccién de vasos sanguineos y linfaticos en carcinoma
gastrointestinal 8°, adenocarcinoma gastrico %, carcinoma mamario %, carcinoma
escamocelular de labio %, donde permite la identificacion pericitos y células
musculares lisas.

Las metaloproteinasas de la matriz son una familia de enzimas proteoliticas
dependientes de Zn** de al menos 24 miembros en los seres humanos, encargadas

de la remodelacion de los componentes de la matriz extracelular, incluyendo la
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membrana basal; ademas, cumplen un papel fundamental en los procesos fisioldgicos
del desarrollo embrionario y la cicatrizacion de heridas. Segun su estructura y el
sustrato especifico se dividen en seis grupos: colagenasas, gelatinasas,
estromelisinas, matrilisinas, transmembrana y otras . En cancer, las MMP pueden
originarse tanto de células tumorales como del estroma °4%, La sobreexpresion de
algunas de ellas (MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-11) esta involucrada en la
proliferacion, angiogénesis desregulada, inflamacién, destruccion celular, invasiéon
tumoral y metastasis, se ha sugerido que incluso pueden estar implicadas en casi
todas las capacidades esenciales del cancer (Hallmarks) 959,

La MMP-9 o gelatinasa-B, remodela el colageno (tipo IV, V, VII, X, XIV),
agrecano, elastina, fibronectina y gelatina, algunos de ellos componentes esenciales
de la membrana basal; es una de las isoformas que se reporta como las proteasas
mas comunmente desreguladas y es un biomarcador potencial en cancer. Diversos
estudios han reportado alta expresion de MMP-9 en pacientes con OSCC °/-101
ademas de correlacion con el sitio anatémico, el tamafio del tumor y el estadio clinico
83, En OTSCC en estadios tempranos, se ha reportado para MMP-9 una sensibilidad
del 100% y especificidad del 83.0% para recidiva tumoral, y para metastasis los
valores fueron 88.9% y 88.0% respectivamente. En este estudio de Aparna et al.
concluyen que, la combinacion del estadio clinico con la expresion de MMP-9 podria

ser til para predecir el resultado y el pronostico post-terapéutico de estos pacientes
101
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4 MATERIAL Y METODO

La metodologia utilizada en este estudio se detalla a continuacion.

4.1 Enfoque Metodologico

Se realizé un estudio de supervivencia de pacientes con OTSCC.

4.2 Poblacion y Muestra

Durante el periodo 2008 a 2017, asistieron aproximadamente 300 pacientes
diagnosticados con OTSCC al IDC Clinica Las Américas de la ciudad de Medellin para
tratamiento oncoldgico quirdrgico o adyuvante, de estos, 80 casos cumplieron con los
criterios de inclusion (Figura 5).

4.3 Criterio de Inclusién y Exclusion

Los criterios de inclusion y exclusion fueron los siguientes.

4.3.1 Inclusién
- Pacientes con diagnéstico de carcinoma escamocelular oral en lengua como
tumor primario y tratados en el Instituto de Cancerologia Clinica Las Américas
durante el periodo 2008 a 2017.

- Pacientes con historia clinica, lamina histopatolégica y espécimen quirdrgico
(embebido en bloque de parafina) disponibles. La historia clinica, ademas,
debia contar como minimo con los datos de sexo, edad, tratamiento recibido y

tiempo de seguimiento.

- Pacientes que tuvieron como minimo una evolucién de seguimiento en la

historia clinica después del tratamiento quirargico.
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4.3.2 Exclusion

- Diagnostico diferente a OSCC, cuando los dos patélogos del equipo
investigador revisaron nuevamente los hallazgos histopatoldgicos.
- Carcinoma escamocelular de tipo verrucoso.

- Ausencia de tumor en el bloque de parafina.

Figura 5 - Casos incluidos en el estudio.
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Diagrama de flujo de los casos de OTSCC incluidos en el estudio.

Fuente: Elaboracién propia

4.4 Instrumento de Recoleccion de la Informacioén

La informacion obtenida de las 80 historias clinicas incluidas y de sus respectivos
reportes de patologia, se digitalizé en una hoja de calculo utilizando el programa Excel

para la construccion de la base de datos.
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4.5 Proceso de Recoleccion de la informacion

El proceso de recoleccion de la informacion se realizé6 como sigue.

4.5.1 Fuentes de informacion primaria

- Andlisis histopatolégico: se identifico la region tumoral mas profunda de
invasion (frente de invasion) en las ldminas histopatoldgicas (coloreadas con H&E) y
se realiz6 un andlisis especifico del grado de diferenciacidén histolégica presente en
esta region, el tipo y la intensidad del infiltrado inflamatorio, la presencia de invasion
linfovascular y la presencia de invasion perineural.

- Analisis de la expresion de los biomarcadores: se procesaron las muestras
por medio de inmunohistoquimica para determinar la expresién de los marcadores
moleculares E-cadherina, a-SMA, Ki-67 y MMP-9 en el frente de invasion. La
marcacion con S100 fue realizada para mejorar la identificacion de la PNI. Del mismo
modo, la marcacion a-SMA se us0 para identificar la LVI, ademas, para este ultimo

biomarcador, también se realiz6 el analisis de su expresion intratumoral.

4.5.2 Fuentes de informacion secundaria

- Historia clinica: se recolectaron todos los datos sociodemograficos, de estilo
de vida, clinicos y de seguimiento consignados en la historia clinica.

- Reporte histopatoldgico: se recolect6 toda la informacién consignada en el
informe histopatolégico del analisis de rutina del espécimen quirdrgico, realizado
segun el protocolo del College of American Pathologists 12, llevado a cabo en el

laboratorio de patologia del IDC Clinica Las Américas.

4.5.3 Variables
Se evaluaron las siguientes caracteristicas sociodemograficas y de estilo de
vida: sexo, edad, lugar de procedencia, estado civil, consumo de tabaco y alcohol.
Se consignd también, el tiempo de seguimiento total en meses, el tiempo
transcurrido entre el diagnostico inicial con biopsia y el tratamiento quirargico, y el
estado final del seguimiento del paciente. Se definieron como casos no censurados
aguellos que presentaron el evento de muerte o recaida asociadas al OTSCC,

mientras que los casos censurados fueron aquellos que no presentaron dicho evento
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durante el tiempo de seguimiento, los que se perdieron durante el seguimiento o que
murieron por otra causa diferente al OTSCC.

De las caracteristicas clinicas e histopatologicas se evaluaron: localizaciéon del
tumor, estadio clinico, tratamiento recibido (cirugia, radioterapia, quimioterapia), tipo
de procedimiento quirdrgico (reseccion local, glosectomia parcial y total), diseccion
ganglionar, tamafo y espesor del tumor, grado de diferenciacion, compromiso de los
margenes quirdrgicos y de los ndédulos linfaticos, clasificacion TNM; LVI, PNI e
invasion Osea; intensidad y tipo de infiltrado inflamatorio.

El grado de diferenciacion en el frente de invasion fue determinado segun lo
descrito por Bryne et al. 193, Brevemente, se evaluaron las caracteristicas histoldgicas
grado de queratinizacién, polimorfismo nuclear, nUmero de mitosis, patron de invasion
e infiltracion linfoplasmocitica. Se asignd un puntaje de 1 a 4 para cada una de las
caracteristicas mencionadas y luego se sumaron los valores para un puntaje final. Un
puntaje entre 4-8 se defini6 como un tumor bien diferenciado, entre 9-12
moderadamente diferenciado y entre 13-16 pobremente diferenciado.

Tanto la LVI como la PNI, fueron evaluadas inicialmente, mediante observacion
microscopica (H&E) y posteriormente con inmunotincion. La LVI se definié como la
presencia de células neoplasicas en la pared o en la luz de vasos sanguineos o
linfaticos 194, Al analizar las laminas coloreadas con H&E, la LVI en el frente de
invasion se describi6 como minima y marcada. Sin embargo, la evaluaciéon con la
inmunotincion para a-SMA permiti6 una mejor visualizacion de las estructuras
vasculares, por lo tanto, la LVI fue clasificada de la siguiente manera, adaptando lo
descrito para la PNI: presente cuando se detectaron células tumorales en la capa
intima de los vasos (intraneural), y se consideré ausente, cuando la invasién sélo
comprometio 233% de la circunferencia vascular, la circunferencia total vascular o las
capas adventicia o media.

La PNI se definié como la presencia de células tumorales dentro de cualquiera
de las tres capas de la vaina nerviosa (epineuro, perineuro, endoneuro), o la presencia
de un foco tumoral rodeando un tercio o mas de la circunferencia del nervio . La PNI
en el frente de invasion fue subdividida en tres patrones: intraneural, >33% de la
circunferencia nerviosa y circunferencia completa nerviosa 2. Por Gltimo, se determiné
la presencia y patron de la PNI con imnunotincion con S100.

Finalmente se analiz6 el porcentaje de células positivas y la intensidad de la

inmunotincion de los biomarcadores Ki-67, E-cadherina, MMP-9 y a-SMA.
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4.6 Control de Errores y Sesgos

El sesgo de seleccion se intentd controlar aplicando los criterios de inclusion y
exclusion a todos los casos.

Debido al uso de una fuente de informacion secundaria, se definieron unos datos
minimos que debia contener la historia clinica y el reporte histopatolégico original,
para lo cual se construyé un formato de recoleccién de informacién utilizando el
programa Excel. Ademas, se contd con la colaboracion de los médicos tratantes de la
institucién para resolver dudas respecto a la informacion consignada, ya que muchas

de las historias estaban en medio fisico.

En cuanto al sesgo del observador, el patologo oral (CRA) estuvo cegado respecto
a los hallazgos histopatologicos y al estadio clinico reportados en el informe original,
durante el proceso de revision de los casos. Aquellos casos en donde existieron dudas
respecto a los hallazgos histopatolégicos fueron discutidos con un segundo patélogo
participante en el estudio (CSO), hasta llegar a un acuerdo. Ademas, se evalud la
concordancia intra-evaluador de la identificacion de la invasion perineural entre dos
tipos de andlisis (H&E e inmunotincién con S100) realizada por un mismo patélogo

por medio del coeficiente de Kappa.

Para el sesgo del instrumento, todas las pruebas de laboratorio fueron
estandarizadas previo a la realizacién del estudio. Se incluyeron controles positivos y
negativos para cada anticuerpo utilizado en todas las baterias de reaccion. Se
utilizaron areas de epitelio de mucosa normal como control para la marcacion de E-
cadherina. Se uso6 un area de invasion de carcinoma escamocelular para el control
positivo de la expresion de MMP-9, junto con el infiltrado inflamatorio asociado. Del
mismo modo, la marcacion con a-SMA, solo que, en este caso los vasos sanguineos
y el infiltrado inflamatorio proporcionaron un control adecuado de la marcacién, ya que,
en caso de marcacion de las células inflamatorias, demostraria la necesidad de reducir
la concentracion del anticuerpo primario. Para Ki-67 también se utilizé un carcinoma
escamocelular. Se utilizaron haces nerviosos en el tejido proveniente de la biopsia
como control positivo para S100.

Por otro lado, los controles negativos se realizaron con la supresién del anticuerpo

primario que fue sustituido por albumina de suero bovino (BSA).
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Es importante tener en cuenta, que se realizd un control riguroso del tiempo de la
exposicion al DAB. Para S100, el tiempo fue de 2 minutos, para a-SMA el tiempo fue
de 1 minuto y 44 segundos, para Ki67 el tiempo fue de 1 minuto y 11 segundos, para
E-cadherina el tiempo fue de 1 minuto y 30 segundos, y para MMP-9 el tiempo fue de

1 minuto y 37 segundos.

4.7 Protocolo de Laboratorio

Se realiz6 el siguiente protocolo de laboratorio.

4.7.1 Equipamientos

Microtomo - American Optical 820; laminas descartables de perfil alto — Leica 818;
casetes para histologia — Inlab; olla a presion.

4.7.2 Inmunohistoquimica

Para esta evaluacién se conto6 con los bloques que tuvieron dos o mas bloques de
parafina con tejido tumoral, en total se procesaron 73 de los 80 casos incluidos.

Los bloques de parafina fueron procesados en el laboratorio de estomatopatologia de
la Facultad de Odontologia de Araraquara y en el laboratorio de citologia.

Se obtuvieron cortes de 4 um de las muestras de OTSCC, en laminas silanizadas
y fueron marcados con los anticuerpos primarios E-cadherina, a-SMA, Ki-67, MMP-9
y S100.

Los cortes histologicos de las muestras de OTSCC fueron desparafinizados en
estufa a 60 grados por una hora, seguidos de tres bafios de 3 minutos cada uno en
xilol 100% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA), posteriormente, fueron rehidratados
en soluciones decrecientes de xilol disuelto en alcohol (Mallinckrodt® Chemicals, St.
Louis, MO, EUA) seguidos de soluciones decrecientes de alcohol diluido en agua
destilada. Posteriormente, se realiz6 la recuperacién de antigenos con tampdn citrato
10mM, pH 6,0 (Dako, Dinamarca) bajo calor himedo en una olla presién (95°C).

Luego, se realizo la inactivacion de la peroxidasa enddgena. Para ello, los cortes
fueron expuestos a peroxido de hidrégeno al 3% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO,
EUA) preparado en buffer salino fosfato (PBS) 1X. Para evitar la uniéon inespecifica
de los anticuerpos primarios, los cortes fueron tratados con suero de cabra al 1%

(Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) a temperatura ambiente por una hora.
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Para los anticuerpos anti-Ki67, anti-E-cadherina, anti-alfa musculo liso, anti-MMP-
9 y anti-S100 se muestra la informacioén y diluciones utilizadas en el Cuadro 3. Para
todos los anticuerpos, se realizé una marcacion durante la noche (overnight) a 4°C.
La dilucion de los anticuerpos anti-Ki67, anti-E-cadherina, anti-alfa musculo liso, anti-
MMP-9 y anti-S100 se hizo en albumina de suero bovino al 1% (Sigma-Aldrich®, St.
Louis, MO, EUA) en PBS 1X.

Después de esta fase, los cortes fueron lavados tres veces en solucién de PBS
1X y la incubacion con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa, fue
realizada por 30 minutos en estufa a 37°C, diluido 1:150 en BSA al 1% en PBS. Se
utilizé el anticuerpo secundario micropolimero HRP (goat anti-rabbit IgG).

Después de la marcacion con el anticuerpo secundario, se realizo la reaccién con
el cromégeno 3,3’-diaminobenzindina tetrahidrocloruro (DAB, Amresco®, Solon, OH,
USA) y perdxido de hidrogeno al 3%. Los cortes fueron contra-coloreados con
Hematoxilina de Meyer (Thermo Fisher Scientific, Suwanee, GA, USA), deshidratados
con concentraciones crecientes de alcohol (Novalab), y montados en Shandon Consul
(Thermo Fisher Scientific, Suwanee, GA, USA). Los controles negativos se realizaron

con la supresion del anticuerpo primario que fue sustituido por BSA al 1% en PBS.

Cuadro 3 - Fuentes de los anticuerpos y diluciones utilizadas para el analisis de inmunohistoquimica.

Anticuerpo Tipo y dilucion Fuente
Ki-67 Mouse monoclonal, Anti-Ki67 antibody [MKI167/2462].
IgG2b (1:100) ABCAM (ab238019)
S100 Mouse monoclonal, Anti-S100 antibody [4C4.9].
lgG2a (1:100) ABCAM (ab4066)
MMP-9 Mouse monoclonal, Anti-MMP9 antibody [5G3].
lgG2a (1:200) ABCAM (ab119906)
E- Mouse monoclonal, Anti-E Cadherin antibody [HECD-1].
cadherina IgG1 (1:100) ABCAM (ab1416)

a-SMA Mouse monoclonal, = Anti-alpha smooth muscle Actin antibody [1A4].
IgG2a (1:1600) ABCAM (ab7817)

Nota: El marcador a-SMA inicialmente mostr6 marcacion inespecifica en células inflamatorias.
Después de investigar el origen de esa marcacion, se encontr6 que podia resolverse por
medio de mayor dilucién del anticuerpo primario. Por lo tanto, se identificé una dilucion ideal
de 1:1600.

Fuente: Elaboracion propia
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4.7.3 Criterios para la cuantificacién de la positividad

El analisis de la expresion inmunohistoquimica se realizé utilizando los parametros
de cantidad (Q) e intensidad (I) (Cuadro 4). El puntaje de marcacion final se obtuvo
por medio de la multiplicacion de cantidad por intensidad (P = Q x 1), que corresponde
al sistema de puntuacion rapida desarrollado por Detre et al. para cuantificar la
inmunohistoquimica 1%, arrojando un puntaje de marcacién en un rango de 1 — 12,
donde se establecié la marcacion negativa (0), leve (1 - 4), moderada (5 - 8) e intensa
(9 - 12). Para el andlisis estadistico de la sobrevida (DSS), la inmunoreactividad fue
divida en tres grupos de acuerdo con el puntaje final: reactividad negativa para el
puntaje de O, reactividad leve con un valor de corte por debajo de la mediana, y
reactividad moderada a intensa por encima de la mediana, lo cual permitio la

distribucién equilibrada de los casos 3.

Cuadro 4 - Parametros para los analisis de inmunohistoquimica.

Puntaje 0 1+ 2+ 3+ 4+
Cantidad (Q)

Células <10% 11-25% 26-50% 51-75% >75%
Positivas

Puntaje 0 1+ 2+ 3+

Intensidad (1)

Células Sin Débilmente | Moderadamente | Fuertemente
Positivas marcacion marcado marcado marcado

Fuente: Elaboracion propia
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4.8 Analisis Estadistico

Los resultados fueron analizados con el programa estadistico IBM-SPSS®
version 21. Las caracteristicas sociodemograficas, clinicas e histopatoldgicas de los
pacientes con diagnoéstico de OTSCC se resumieron con estadistica descriptiva. Para
las variables cuantitativas se utiliz6 el promedio o la mediana y el intervalo de
confianza del 95% o el rango intercuartil, segun fuera el caso, y para las variables
cualitativas las frecuencias relativas expresadas de forma porcentual. Para el analisis
estadistico se agruparon los diversos estados civiles (soltero, casado, divorciado,
viudo, union libre) en dos grupos (con y sin pareja), para que no quedaran algunas
categorias con pocos datos. Del mismo modo se agrupé la variable edad en dos
grupos de interés (mayores y menores de 60 afios, y mayores y menores de 45 afios).

Se evalud la concordancia intra-evaluador de la identificacion de la invasion
perineural entre dos técnicas (H&E e inmunotincion con S100) realizada por un mismo
patélogo por medio del coeficiente de Kappa. El diagndstico de OTSCC fue definido
por dos patologos (Patologos de la Clinica Las Américas y CRA), las discrepancias
fueron resueltas por un tercer patélogo (CSO).

Se calcul6 el tiempo promedio y la mediana de la sobrevida después del
diagnéstico del OTSCC, utilizando el analisis de sobrevida de Kaplan Meier en forma
general y para cada variable de interés. La supervivencia especifica de la enfermedad
(Disease-Specific Survival) se calculé desde la fecha del diagnéstico inicial, hasta la
fecha de la muerte asociada con el OTSCC, hasta la recurrencia/metéstasis local,
regional o a distancia de la enfermedad, o hasta la fecha del ultimo seguimiento.

Para comparar las curvas de sobrevida se utilizaron el andlisis de log rank o, en su
defecto, la prueba de Breslow. Se utiliz6 la prueba X? de Pearson o en su defecto la
prueba exacta de Fisher para evaluar la asociacién de las variables cualitativas
respecto a la variable estado final del seguimiento del paciente. Las variables
cualitativas y cuantitativas con valores de p <0,20 en el analisis univariado (Hazard
Ratio), fueron incluidas para el analisis multivariado (Modelo de riesgos proporcionales
de Cox) con el cual se estimo la funcion de supervivencia acumulada de los pacientes,
a través del cual se identificaron los factores que probablemente afectaron la
sobrevida al OTSCC en este estudio. Se asumio un nivel de significancia <0,05 para
todas las pruebas estadisticas. Todos los resultados obtenidos son presentados

mediante tablas de resumen y gréficos de sobrevida acumulada.
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4.9 Consideraciones Eticas

El presente proyecto de investigacion fue presentado y aprobado por los comités
de ética de todas las instituciones involucradas (Universidad CES, IDC Clinica Las
Américas) (ANEXOS).

El proyecto de investigacion descrito se ajusté a lo estipulado en la Declaracion de
Helsinki, asi como a lo especificado en la Declaracion Universal sobre Bioética y
Derechos Humanos, proclamada por la UNESCO. Ademas, el punto 32 de la
declaracion de Helsinki menciona que en situaciones en las que sea impracticable
obtener el consentimiento la investigacion puede ser considerada y aprobada por un
comité de ética de investigacion.

De acuerdo con el articulo 11 de la Resolucién 8430 de 1993 expedida por el
Ministerio de Salud de la Republica de Colombia, por la cual se establecen las normas
académicas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud, este estudio fue
considerado “sin riesgo”, por tanto, se dispensé la aplicacion del consentimiento
informado, el estudio siguid las disposiciones determinadas en la totalidad de los
articulos (5 al 16) del Titulo Il “de la investigacién en seres humanos”. En efecto,
durante la ejecucidn del proyecto de investigacion, prevalecio el respeto a la
confidencialidad y anonimato de los individuos de los cuales se obtuvieron las
muestras incluidas en el estudio, omitiendo cualquier dato que permitiera identificarlos
en el momento de la divulgacion de los resultados. Del mismo modo, la informacion

proveniente de estos se manejé de manera responsable y so6lo con fines cientificos.
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5 RESULTADOS

Los siguientes fueron los resultados encontrados.

5.1 Descripcion Sociodemogréficay Clinica

Se incluyeron 80 pacientes con diagndstico de carcinoma escamocelular oral en
lengua entre el periodo de afios 2008 y 2017 en el IDC Clinica Las Américas, con un
rango de edad que oscilé entre 23 y 95 afios con un promedio de 63,1+16 afios, el
50% de los pacientes tenian una edad entre 51 y 75 afios, un 11,3% tenian 45 afios o
menos. La mayoria fueron hombres (55%), tenian pareja al momento del diagnéstico
(59,6%), y el 40% procedian del area metropolitana del Valle de Aburra. El 65,1% eran
fumadores o exfumadores y el 13,8% consumian alcohol. Ademas, el 12,5% tenian
simultdneamente ambos héabitos.

El 57,5% de todos los tumores comprometieron la porcion movil de la lengua.
Todos los pacientes recibieron tratamiento quirdrgico, predominantemente
glosectomia parcial (65%), mientras que al 83,8% se le realiz6 diseccion ganglionar.
El 41,3% recibi6, ademas de la cirugia, radioterapia postoperatoria con dosis promedio
de 57,214 Gray (un 50% recibi6 entre 50 y 66 Gray). En cuanto al estadio clinico, el
5% fueron diagnosticados en estadio 0, el 41,3% en estadios tempranos (O, I, 1l) y el
58,8% en estadios avanzados (lll, 1V). De todas las variables sociodemograficas y
clinicas el estado civil con pareja, el estadio clinico avanzado, la localizacion del tumor
en la base de la lengua, la glosectomia como procedimiento quirargico y la diseccion
cervical tuvieron asociacién con peor pronostico (muerte o recaida OTSCC) (Tabla 1).

El tiempo de seguimiento total varié entre 2,3 y 130,2 meses con un promedio
de 27,1+25,4 meses (la mediana fue de 15,6 meses, con un rango entre 9,4 - 44,3
meses). El tiempo de seguimiento fue mayor de 5 afios s6lo en 8 pacientes (10%). El
tiempo promedio transcurrido entre el diagndstico de OTSCC y el tratamiento
quirdrgico varié entre 0 y 14,2 meses con un promedio de 3,5+2,5 meses (la mediana
fue de 2,9 meses, con un rango entre 2,1 - 4,0 meses).

El 43,8% de los pacientes presentaron el evento (muerte asociada al OTSCC
36,3% o recaida 7,5%), con lo que se obtuvo un porcentaje de censura del 56,2%

(16,2% no presentaron el evento y se encontraban en buenas condiciones, 8,8%



49

murieron por causas diferentes al OTSCC, y el 31,2% se perdieron durante el tiempo

de seguimiento).

Tabla 1 - Caracteristicas sociodemogréficas y clinicas, y asociacién con muerte o recaida

de los pacientes con OTSCC, IDC Clinica Las Américas, Medellin, 2008-2017.

. . aEvento Valor p*
0
Variables Categorias n (%) n (%) %2
Masculino 44 (55) 19 (43,2)
Sexo Femenino 36 (45) 16 (44.4) 0,910
< 60 afios 33 (41,3) 14 (42,4)
Edad 1 > 60 afios 47 (58.8) 21 (44.7) 0,841
<45 afos 9 (11,3) 3(33,3)
Edad 2 > 45 afios 71(88,8) 32 (45,1) 0,504
Con pareja 34 (59,6) 21 (61,8)
Estado civil Sin pareja 23 (40,4) 7 (30,4) 0,020*
Desconocido 23 (28,8) 7 (30,4)
. Valle Aburra 32 (40) 12 (37,5)
Procedencia Otros 48 (60) 23 (47.9) 0,358
. bTemprano 33 (41,3) 6 (18,2) N
Estadio AJCC ¢Avanzado 47 (58,8) 29 (61,7) 0,000
Localizacién Movil 46 (57,5) 14 (30,4) 0.005*
lengua Base 34 (42,5) 21 (61,8) '
Cx 31 (38,8) 9 (29)
Tratamiento Cx+RT 33 (41,3) 17 (51,5) 0,103
Cx+RT+ QT 16 (20) 9 (56,3)
Procedimiento Reseccién local 12 (15) 2 (16,7)
Cx Glos. parcial 52 (65) 21 (40,4) 0,006*
Glos. total 16 (20) 12 (75)
Diseccién Si 67 (83,8) 33 (49,3) 0.024*
ganglionar No 13 (16,3) 2 (15,4) ’

Abreviaturas: OTSCC, Oral Tongue Squamous Cell Carcinoma; IDC, Instituto de Cancerologia; X?, Chi-cuadrado; AJCC,
American Joint Committee on

Cancer; Cx, Cirugia; RT, Radioterapia; QT, Quimioterapia; Glos, Glosectomia.

aEvento: muerte o recaida asociadas a OTSCC.

bEstadio temprano: incluye 0, I, II

°Estadio avanzado: incluye Ill, IV

* Valor de p <0,05

Fuente: Elaboracién propia

En la Tabla 2 se muestran en detalle los tiempos de seguimiento total de
acuerdo con el desenlace. Al hacer el andlisis de rangos mdltiples, las diferencias en
el tiempo de seguimiento total en meses se presentaron Unicamente entre los
pacientes que murieron a causa del cancer (promedio 15,5 meses de seguimiento) y

los que no presentaron el evento o se perdieron durante el seguimiento (promedio

36,9 meses de seguimiento), con un valor de p=0,001.
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Tabla 2 - Tiempo de seguimiento total en meses de acuerdo con el desenlace
de los pacientes con OTSCC, IDC Clinica Las Américas, Medellin, 2008-2017.

IC 95%
n Media DE Lim. Lim. [|Minimo | Méaximo
Inf Sup
Recaida 4 32,4 20,3 0,6 64,7 131 50,0
Metéstasis 4 19,1 15,4 -5,4 43,5 10,6 42,1
Muerto por OTSCC 26 15,9 15,8 9,5 22,21 3,3 69,6
Muerte por otra causa 8 20,4 22,8 1,3 394 2,3 73,1
Sin evento 17 49,5 33,1 32,5 66,54 10,9 130,2
Perdido 21 25,9 21,3 16,2 35,5 2,8 65,1
Total 80 27,1 25,4 21,4 32,7 2,3 130,2

Abreviaturas: OTSCC, Oral Tongue Squamous Cell Carcinoma; IDC, Instituto de Cancerologia; IC, Intervalo de Confianza; DE,
Desviacion Estandar.
Fuente: Elaboracién propia

5.2 Descripcion de las Caracteristicas Histopatoldgicas

Con respecto a las caracteristicas del tumor, su tamafio oscilo entre 0,12y 12 cm
con un promedio de 3,5 + 2,4 cm (la mediana fue de 3 cm, con un rango entre 1,7 -5
cm) y el espesor del tumor sélo fue reportado en el 36% de los informes, el cual varié
entre 0,1y 7 cm con un promedio de 1,96 + 1,6 cm (la mediana fue de 1,5 cm, con un
rango entre 1,2 - 5 cm). El 63,5% de los casos de carcinoma escamocelular eran bien
diferenciados y en el 35,5% de los casos los margenes quirdrgicos estaban
comprometidos. El 41,2% presentaron metéstasis a nodulos linfaticos (30% con
compromiso ganglionar unilateral y 11,2% bilateral), de los cuales un 42,4%
presentaron extension extranodal; s6lo un caso presenté metastasis a distancia
(1,3%). La invasion linfovascular se identifico en el 13,8% vy la invasién perineural en
el 45%.

De todas las variables histolégicas el tamafio del tumor = 3cm, los méargenes
quirargicos y nodulos linfaticos positivos, y la mayor clasificacion T y N patolégica,

tuvieron asociacion con un peor prondéstico (muerte o recaida OTSCC) (Tabla 3).



Tabla 3 - Caracteristicas tumorales y asociaciébn con muerte o recaida
de los pacientes con OTSCC, IDC Clinica Las Américas, Medellin, 2008-2017.

. . a8Evento Valor
0,
Variables Categorias n (%) n (%) 0% X2
. <3 35 (46,7) 10 (28,6)
Tamafio cm 0,006*
23 40 (53,3) 24 (60)
Margenes No 49 (64,5) 16 (32,7) 0.011*
comprometidos Si 27 (35,5) 17 (63) '
. . NO 47 (58,8) 13 (27,7)
Ndédulos linfaticos 0,001*
bN+ 33 (41,2) 22 (66,7)
ENE+ 14 (42,4) 10 (71,4)
ENE 0,618
ENE- 19 (57,6) 12 (63,2)
Bien 47 (63,5) 20 (42,6)
Grado 0268
diferenciacion Moderado 22 (29,7) 11 (50) )
Pobre 5 (6,8) 4 (80)
Tis 4 (5) 0 (0)
T1 19 (23,8) 6 (31,6)
Clasificacién pT T2 25 (31,3) 10 (40) 0,035*
T3 19 (23,8) 9 (47,4)
T4 13 (3,8) 10 (76,9)
NO 45 (56,3) 13 (28,9)
e N1 8 (10) 2 (25)
Clasificacion pN 0,000*
°N2 26 (32,5) 19 (73,1)
N3 1(1,3) 1 (100)
Clasificacion MO 74 (92,5) 31(41,9)
P 0,243
clinicaM M1 1(1,3) 1 (100)
No 63 (78,8) 26 (41,3)
LVI Si 11 (13,8) 7 (63,6) 0,335
Desconocido 6 (7,5) 2 (33,3)
No 34 (42,5) 10 (29,4)
PNI Si 36 (45) 20 (55,6) 0,081
Desconocido 10 (12,5) 5 (50)

Abreviaturas: OTSCC, Oral Tongue Squamous Cell Carcinoma; IDC, Instituto de Cancerologia; X?, Chi-cuadrado; cm,
centimetros; ENE, Extension Extranodal; Tis, Tumor in situ; LVI, Invasién Linfovascular; PNI, Invasion Perineural
aEvento: muerte o recaida asociadas a OTSCC.

PN+ Incluye N1, N2b y ¢, N3

°N2 Incluye N2b y N2c

*Valor de p <0,05

Fuente: Elaboracién propia
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Se realizé un analisis bivariado del compromiso de nddulos linfaticos con algunas
variables de interés, encontrando asociacion entre los nddulos positivos con el estadio
clinico avanzado. Aunque no hubo asociacion significativa, si se observé un mayor
porcentaje de nédulos negativos en casos localizados en la porcién moévil de la lengua,
con tumor menor de 3 cm, bien diferenciados y sin margenes quirdrgicos

comprometidos (Tabla 4).

Tabla 4 - Andlisis bivariado de la metéstasis nodal con variables clinicas e histopatolégicas
de los pacientes con OTSCC, IDC Clinica Las Américas, Medellin, 2008-2017.

Variables Categorias nN(;;o ) 0 IZI% ) \;ill)czzr
. aTemprano 0 (0) 33 (70,2)
Estadio AJCC  vrvanzado 33 (100) 14 (208) 000
Localizacién Movil 17 (51,5) 29 (61,7) 0.364
lengua Base 16 (48,5) 18 (38,3) '
~ <3 12 (36,4) 23 (54,8)
Tamafo cm >3 21 (63.6) 19 (45.2) 0,113
Grado Pobre 2(6,1) 3(7,3)
diferenciacion Moderado 13 (39,4) 9 (22) 0,263
(tumor) Bien 18 (54,5) 29 (70,7)
Margenes No 17 (53,1) 32(72,7) 0.078
comprometidos i 15 (46,9) 12 (27,3) ’

Abreviaturas: OTSCC, Oral Tongue Squamous Cell Carcinoma; IDC, Instituto de Cancerologia; N, Nédulos;
X2, Chi-cuadrado; AJCC, American Joint Committee on Cancer.
aEstadio temprano: incluye O, |, Il
bEstadio avanzado: incluye I, IV
*Valor de p <0,05
Fuente: Elaboracion propia

Luego de realizar el analisis detallado del frente de invasion, se observaron
algunos cambios en la clasificacion del grado de diferenciacién, respecto al
inicialmente reportado en el informe (Figura 6). Esto debido a los diferentes sistemas
de clasificacion utilizados en los dos analisis (el propuesto por la World Health
Organization y el descrito por Byne et al.1%31% y a las dos localizaciones evaluadas (el

tumor completo y el frente de invasion).
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Figura 6 - Grado de diferenciacion del OTSCC.

Grado de diferenciacion del carcinoma escamocelular de lengua (Hematoxilina & Eosina): las
figuras “I” muestran un carcinoma bien diferenciado, las figuras “lI” muestran un carcinoma
moderadamente diferenciado y las figuras “llI” muestran un carcinoma pobremente
diferenciado.

Fuente: Elaboracion propia

La LVI no se identific6 en la mayoria de los casos (90,4%), mientras que la
deteccion de PNI aumenté Vvisiblemente (78,1%), respecto a la reportada
originalmente en el analisis histopatolégico de rutina, con un patron de invasion
predominante de la circunferencia completa del nervio. En ningln caso se presento
invasion Osea. Al evaluar la intensidad del infiltrado inflamatorio, en el 91,8% de los
tumores fue entre moderada y severa, con predominancia de células tipo neutréfilos y
linfomononucleares (53,4%) (Figura 7). Se encontré asociacion estadisticamente
significativa entre el grado de diferenciacién moderado y la presencia de PNI con peor
prondstico (muerte o recaida del OTSCC). Aunque no hubo asociacion, si se observé
un prondstico desfavorable en aquellos con presencia de LVI y con una intensidad

leve y moderada del infiltrado inflamatorio (Tabla 5).
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Figura 7 - Infiltrado inflamatorio del OTSCC.

g
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Infiltrado inflamatorio peritumoral (Hematoxilina & Eosina): las figuras “I” muestran un infiltrado
inflamatorio leve, las figuras “II” muestran un infiltrado inflamatorio moderado y las figuras “lII”
muestran un infiltrado inflamatorio intenso. En IC, la flecha sefala células polimorfonucleares.
En IIC, la flecha sefiala un plasmocito y el asterisco una célula fagocitaria (macréfago). En
lIIC, la flecha sefala un polimorfonunclear (neutrdéfilo) y el asterisco una célula fagocitaria
(macréfago). También es posible observar una célula apoptética en medio de las células
tumorales (circulo).

Fuente: Elaboracién propia



Tabla 5 - Caracteristicas tumorales en el frente de invasién y asociacién con muerte o recaida

de los pacientes con OTSCC, IDC Clinica Las Américas, Medellin, 2008-2017.

. . aEvento Valor
0
Variables Categorias n (%) n (%) D* X2
Bien 41 (57,7) 14 (34,1)
Grado Moderado 28(39,4)  20(71,4)  0,004*
diferenciacion
Pobre 2(2,8) 0(0)
No 66 (90,4) 30 (45,5)
Si 7 (9,6) 4 (57,1)
LVI . 0,422
Minima 2(2,7) 1 (50)
Marcada 5 (6,8) 3 (60)
No 16 (21,9) 4 (25)
Si 57 (78,1) 30 (52,6)
PNI >33% circ. 13 (17,8) 8 (61,5) 0,045*
Circ. completa 40 (54,8) 19 (47,5)
Intraneural 4 (5,5) 3 (75)
Intensidad Leve 6 (8,2) 4 (66,7)
Infiltrado Moderada 38 (52,1) 19 (50) 0,364
Inflamatorio Severa 29(39,7) 11 (37.,9)
o PMN’s + LMN's 39 (53,4) 19 (48,7)
Tipo infiltrado 0,694
LMN’s 34 (46,6) 15 (44,1)

Abreviaturas: OTSCC, Oral Tongue Squamous Cell Carcinoma; IDC, Instituto de Cancerologia; X?, Chi-cuadrado; LVI,
Invasién Linfovascular; PNI, Invasion Perineural; PMN’s, Polimorfonucleares neutréfilos; LMN's, Linfomononucleares.

aEvento: muerte o recaida asociadas a OTSCC.

*Valor de p <0,05

Fuente: Elaboracién propia
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5.3 Expresion de Marcadores Tisulares
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Los patrones de expresion semicuantitativos de los biomarcadores en el frente de

invasion, observados en los 73 casos de OTSCC estan listados en la Tabla 6. E-

cadherina fue expresada por el 100% de los tumores (Figura 8), Ki-67 por el 97,3%
(Figura 9), MMP-9 por el 89% (Figura 10) y a-SMA por el 64,4% (Figura 11) de los

casos.

Tabla 6 - Patrones de expresion de los biomarcadores en los casos de OTSCC

Cantidad (Q)

Intensidad (1)

EXPRESION (Q*)

Biomarcador | 0 1+ 2+ 3+ 4+ | 0 1+ 2+ 3+ | Leve Moderada Intensa
Ki-67 16 29 21 7 O 22 39 10 34 19 4
E-cad 2 5 11 16 39| 0 23 26 24 24 24 22
a-SMA 30 11 15 6 1126 24 12 11 23 13 7
MMP-9 20 18 17 18 0 | 8 13 34 18 28 21 4

Abreviaturas: OTSCC, Oral Tongue Squamous Cell Carcinoma; Neg, Negativo; E-cad, E-cadherina; a-SMA, Actina de Mdsculo

Liso alfa; MMP-9, Metaloproteinasa de la Matriz 9.

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 8 - Expresion de E-cadherina.

Inmunohistoquimica para E-cadherina (Abcam - 1:100): las figuras “I” muestran una marcacion

leve, las figuras “lI” muestran una marcacion moderada y las figuras “llI” muestran una
marcacion intensa.

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 9 - Expresioén de Ki-67.
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Inmunohistoquimica para Ki67 (Abcam - 1:100): las figuras “I” muestran una marcacion leve,
las figuras “II” muestran una marcacion moderada y las figuras “llI” muestran una marcacion
intensa.

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 10 - Expresién de MMP-9.
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Inmunohistoquimica para MMP-9 (Abcam - 1:200): las figuras “I” muestran una marcacion
leve, las figuras “II” muestran una marcacién moderada y las figuras “llI” muestran una
marcacion intensa.

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 11 - Expresion de a-SMA.
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Inmunohistoquimica para a-SMA (Abcam - 1:1600): las figuras “I” muestran una marcacion
leve, las figuras “II” muestran una marcacion moderada y las figuras “llI” muestran una
marcacion intensa.

Fuente: Elaboracién propia

Se observé mayor porcentaje de expresion leve para Ki-67 y MMP-9, mientras
que para E-cadherina la expresion moderada a intensa fue mas frecuente. La a-SMA
no se expresé en el 41,1% de los casos. Ningun grado de expresion de los
biomarcadores se asoci6 con la muerte o recaida por OTSCC (Tabla 7).



61

Tabla 7 - Expresion de los biomarcadores en el frente de invasién y asociacién con muerte o recaida
de los pacientes con OTSCC, IDC Clinica Las Américas, Medellin, 2008-2017.

Variables Categorias n (%) aEnv(ei)z;o \F/ﬁl?(rz
No 29 (39,7) 9(31)
Ausente 15 (20,5) 3 (20)
>33% circ. 5 (6,8) 1(20)
LVI (a-SMA) Circ. completa 7 (9,6) 4 (57,1) 0,031*
Adventicia 2(2,7) 1 (50)
Media 0 (0)
Si (intima) 44 (60,3) 25 (56,8)
No 18 (24,7) 5(27,8)
Si 55 (75,3) 29 (52,7)
PNI (S100) >33% circ. 5 (6,8) 1 (20) 0,065
Circ. completa 26 (35,6) 15 (57,7)
Intraneural 24 (32,9) 13 (54,2)
Ausente 12 (16,4) 3 (25)
LVI3+PNI Parcial 23 (31,5) 8 (34,8) 0,039*
Presente 38 (52,1) 23 (60,5)
Negativo 16 (21,9) 8 (50)
K167 Leve 34 (46,6) 16 (47,1) 0,920
Mod-Int 23 (31,5) 10 (43,5)
Negativo 34,1 0(0)
E-cad Leve 24 (32,9) 13 (54,2) 0,203
Mod-Int 46 (63) 21 (45,7)
Negativo 30 (41,1) 12 (40)
a-SMA Leve 23 (31,5) 13 (56,5) 0,483
Mod-Int 20 (27,4) 9 (45)
Negativo 20 (27,4) 10 (50)
MMP-9 Leve 28 (38,4) 12 (42,9) 0,874
Mod-Int 25 (34,2) 12 (48)

Abreviaturas: OTSCC, Oral Tongue Squamous Cell Carcinoma; IDC, Instituto de Cancerologia; X?, Chi-cuadrado;
LVI, Invasion Linfovascular; a-SMA, Actina de Musculo Liso alfa; PNI, Invasion Perineural; ; E-cad, E-cadherina;

MMP-9; Metaloproteinasa de la Matriz 9.

-- No aplica

aEvento: muerte o recaida asociadas a OTSCC.

*Valor de p <0,05

Fuente: Elaboracién propia
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Se analizé la expresion de todos los biomarcadores respecto a las diferentes
caracteristicas evaluadas. La expresion de ninguno de los biomarcadores se asoci6
con las caracteristicas sociodemogréaficas o clinicas (sexo, edad, localizacion o
estadio). Mientras que, si se observo asociacion estadisticamente significativa con
algunas de las caracteristicas histopatolégicas. La falta de expresion de Ki-67 se
presentd mas en tumores bien diferenciados, la expresion leve en los moderada y bien
diferenciados, y la expresibn moderada a intensa en los bien diferenciados. La
expresion negativa de E-cadherina se observd mas en tumores moderadamente
diferenciados y los demas niveles de expresion en los bien diferenciados. Tanto la
falta de expresion como los demas niveles de expresién de a-SMA se presentaron
mas en aquellos con LVI y PNI positivas. Estos resultados parecen mas el producto
de una asociacion aleatoria o deberse al poco nimero de casos en algunos de los
grupos. Por dltimo, la ausencia de expresion de MMP-9 se presentd mas en tumores
con clasificaciéon patolégica pT1, la expresion leve en pT2 y la expresion moderada a

intensa en pT3 y 4 (Tabla 8).



Tabla 8 - Expresion de biomarcadores y caracteristicas histopatolégicas
de los pacientes con OTSCC, IDC Clinica Las Américas, Medellin, 2008-2017.
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KI-67 E-cad SMA MMP-9
Variabl Cat . 0 Leve M+l Valor 0 Leve M+l Valor 0 Leve M-+ Valor 0 Leve M+l Valor
ariables alegorias n | new | p* n@ | nee) | p n@ | nee | p* n@ | nee | p*
N <3 062 11(34)  11(39) 26) 7(22) 23(72) 12(38) 10(31) 10(31) 11(34) 12(38) 9(29)
Tamafio cm >3 6(15) 22(5) 12(30) O 12) 16(40) 2368) %% 1743) 13(32) 10025 %% ‘922) 15(38) 16(20) 444
Grad Pobre 2500  1(25)  1(25) o5 125 3(75)  0(0) o0 2050)  2(80)  0(0) 125) 1(25) 2(50)
dirfzré’nciacién Moderado 4(18)  15(68)  3(14) 2% 2(9)  8(36) 12(55) 0 9(41) 9(41) 4(18) 0,431 8(36) 9(41) 5(23) 0,636
Bien 10(22) 17(38)  18(40) 00) 12(27) 33(73) 18(40) 12(27) 15(33) 11(24) 16(36) 18(40)
, No 11(24) 20(43)  15(33) 2(4) 15(33) 29(63) 19(41) 16(35) 11(24) 11(24) 20(43) 15(33)
Margenes si 519) 13(0) 831 984 1) 8@ 17665) %97° 1038) 727) 9@3s) ©°%° s@1)  8@1) 1038 000
T1 741 7(41)  3(18) 2(12) 5(29) 10(59) 8(47) 5(29)  4(24) 741 7(41)  3(18)
Clasificacion T2 313)  8(35) 12(52) o 00 B8(35) 15(65) oo 10(44) 7(30) 6(26) oo 6(26) 11(48) 6(26) o 011w
T T3 422) 1161 317 % 16) 6(33) 11661 & 739) 6(33) 5(28) 6(33) 5(28) 7(39)
T4 2(15)  7(54)  4(31) 00) 4(31) 9(69) 4(31) 5(38) 4(31) 18) 3(23) 9(69)
N6dulos NO 9(22)  19(48) 12(30) g, 205) 13(32) 25(63) gps 17(43) 1127) 12(30) o0 9(22) 17(43) 14(35) ..
linfaticos aN+ 721y  15(46) 1133 © 13) 1133) 21(64) %9 13140) 12(36) 8@4) %790 1133 11(33) 11(33)
ENE+ 538)  6(43)  3(21) 17)  7(50)  6(43) 750) 5(36) 2(14) 760)  3(21)  4(29)
ENE ENE- 211) 947y 8@2) O o) s@6) 1474) O 6(32) 842 s526) 2P ap1) s@2) 737) O
No 6(21)  12(41)  11(38) 13) 8(28) 20(69) 9(32) 10(34) 10(34) 6(21) 12(41) 11(38)
Ausente  4(27) A7) 7(46) 00) 5(33) 10(67) 6(40) 4(27) 5(33) 320) 8(3) 4(27)
>33%circ.  1(20)  2(40)  2(40) 00) 1(20)  4(80) 1(20) 2(40)  2(40) 00) 3(60) 2(40)
LVI(SMA) Circ.completa  1(14)  4(57)  2(29) %% 134y 1014) s(72) %%% 2028) 3aa) 208) 9333 3u3) 1(14) 33 O°78
Adventicia  0(0)  2(100)  0(0) 00) 1(50) 1(50) 00) 1(50) 1(50) 00) 0(0) 2(100)
Si 10(23)  22(50)  12(27) 2(5) 16(36) 26(59) 21(48) 13(29) 10(23) 14(32) 16(36) 14(32)
No 528)  7(39)  6(33) 3(17) 5(28) 10(56) 739) 2(11)  9(50) 5(28) 8(44)  5(28)
Si 11(20) 27(49) 17(31) 00) 19(34) 16(36) 23(42) 21(38) 11(20) ., 15(28) 20(36) 20(36)
PNI (S100) s33%circ.  1(20)  1(20)  3(60) 0,704 0(0) 2(40) 3(60) 0575 2(40) 360) 0©) %% 120) 3(60) 1(20) 0,769
Circ. completa  5(19)  12(46)  9(35) 00) 10(38) 16(62) 8(31) 1142) 7(27) 5(19) 9(35) 12(46)
Intraneural  5(21)  14(58)  5(21) 00) 7(9) 17(71) 13(54)  7(29) 7(27) 938) 8(33)  7(29)
Ausente 3(25)  4(33)  5(42) 18) 3(25) 8(67) 433 00)  8(67) 3(25) 5(42)  4(33)
LVI+PNI Parcial 5(22) 11(48) 7(30) 0,894 2(9) 7(30) 14(61) 0441 8@35) 12(52) 3(13) 2992 502) 1043) 8@35) 0,924
Presente 8(21)  19(50)  11(29) 0(0) 14(37) 24(63) 18(47) 11(29) 9(24) 12(32) 13(34) 13(34)

Abreviaturas: OTSCC, Oral Tongue Squamous Cell Carcinoma; IDC, Instituto de Cancerologia; E-cad, E-cadherina; SMA, Actina de Musculo Liso; MMP-9, Metaloproteinasa de la Matriz 9; M+,
moderada mas intensa; ENE, Extension Extranodal; LVI, Invasién Linfovascular; PNI, Invasion Perineural.
&N+ Incluye N1, N2by ¢, N3
*Valor de p <0,05. ** Célculo realizado con la prueba exacta de Fisher
Fuente: Elaboracién propia
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5.3.1 Deteccion de la LVIy PNI con inmunohistoquimica

Al evaluar la LVI con a-SMA aumento su deteccion a un 60,3%, muy por encima
a lo encontrado en los dos andlisis histopatologicos (H&E) preliminares (Figura 12).
Por otro lado, al evaluar la presencia de la PNI con S100, esta fue del 75,3%, similar
al andlisis histopatolégico (H&E) previo (78,1%). Los patrones de invasion
predominantes fueron la circunferencia completa nerviosa e intraneural (Figura 13).
En la Tabla 7 se describe el patron de invasion detallado para LVI y PNI. Tanto la
presencia de LVI por si sola, o en conjunto con PNI, se asociaron con un peor

prondstico (p<0,05).



Figura 12 - Invasién linfovascular.

Invasion linfovascular (LVI): A, C y E muestran la inmunohistoquimica para a-Actina de
Musculo Liso (a-SMA). B, D y F muestran el area correspondiente coloreada con
Hematoxilina & Eosina. | - LVI 2 33%; Il - LVI circunferencia completa; Il - LVI capa
adventicia; IV - Intravascular.

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 13 - Invasién perineural.

Invasion perineural (PNI): A, C y E muestran la inmunohistogquimica para S100. B, D y F muestran el
area correspondiente coloreada con Hematoxilina & Eosina. | - PNI = 33%; Il - PNI circunferencia

completa; Il - PNI intraneural. Fuente: Elaboracién propia
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De los cuatro casos en los que no se reporto LVI en el andlisis histopatolégico
inicial, dos casos fueron detectados luego de realizar la inmunotincion (a-SMA). Y, de
estos, uno presento el evento (25%). Del mismo modo, de los ocho casos en los que
no se reportd PNI en el andlisis inicial, al realizar la inmunotincién (S100) tres casos
(38%) nuevos fueron identificados, de los cuales dos presentaron el evento (66,7%).

Se calcul6 la concordancia para la PNI resultante de la revision histopatologica
(H&E) de los casos y la identificada con la marcacién (S100), con un indice de Kappa
de 0,41, el cual representa una concordancia moderada (42/73 casos) (Tabla 9).

Tabla 9 - Concordancia de la PNI en el frente de invasion de los pacientes con OTSCC,
IDC Clinica Las Américas, Medellin, 2008-2017.

PNI+ S100
PNI+ H&E Ausente 233% Circ. Completa Intraneural Total
Ausente 12 (75) 1(6,3) 0 (0) 3(18,8) 16
233% Circ. 2 (15,4) 4 (30,8) 4 (30,8) 3(23,1) 13
Completa 4 (10) 0 (0) 22 (55) 14 (35) 40
Intraneural 0 (0) 0 (0) 0 (0) 4 (100) 4
Total 18 (24,7) 5 (6,8) 26 (35,6) 24 (32,9) 73

Abreviaturas: PNI, Invasién Perineural; OTSCC, Oral Tongue Squamous Cell Carcinoma; IDC, Instituto de Cancerologia; H&E,
Hematoxilina-Eosina.
Fuente: Elaboracion propia

Se realiz6 también un andlisis bivariado de la PNI y la LVI, y su relacién con
algunas caracteristicas de interés (Tabla 10). Se encontrd asociacion entre la
presencia de la LVI+ con la presencia de la PNI+ (p=0,007). De los casos con
presencia de PNI+, dos tercios también presentaron LVI+. La presencia de LVI+ y
PNI+ por si solas o en conjunto, se asociaron con el estadio clinico avanzado, con
haber recibido reseccion ganglionar y con el grado de diferenciacion bueno o
moderado en el frente de invasiéon. La LVI+ se asocidé con el compromiso de los
noédulos, a diferencia de la PNI+ donde fue igual para negativos y positivos. Mientras
que la presencia simultanea de LVI+PNI se asocié con la presencia de noédulos
linfaticos positivos y con la ausencia de compromiso de los margenes quirlrgicos.
Aungue no se encontré asociacion, si se observd mayor presencia de LVI+PNI en
tumores de la porcion movil de la lengua, mayores de 3 cm y sin extension extranodal.

La PNI en el frente de invasion fue de 68,3% (28/41) en pacientes con OTSCC
bien diferenciado, 92,9% (26/28) en los moderadamente diferenciados, y 50% (1/2) de
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los pobremente diferenciados. Esta diferencia fue significativa entre los OTSCC bien

diferenciados y los moderada a pobremente diferenciados (p=0,027).



Tabla 10 - Analisis bivariado de la invasion perineural (PNI+S100) e invasion linfovascular (LVI+SMA)
con variables clinicas e histopatolégicas de los pacientes con OTSCC, IDC Clinica Las Américas, Medellin, 2008-2017.

Variables Categorias PNI+ PNI- Valor LVI+ LVI- Valor LVI + PNI Valor
n (%) n (%) p* X2 n (%) n (%) p*X> | Ninguna | Una__| Ambas p* X2
) aTemprano 17 (315) 11 (57.9) 13(295) 15 (5L7) 8(667) 10(435) 10(2623)
Estadio AJCC  bp anzado 37 (68.5) g@21)  20%" 31705 1483 997 4(333) 13(s65) 28(737) 0036
Localizacion Movil 31(574)  12(632) o  24(545)  19(655) oo, B(667) 15(652) 20(526) g pos
lengua Base 23 (42.6) 7 (36,8) : 20(455)  10(345 O 4(333) 8(348) 18(474) O
Diseccion si 51(944%)  15(78,9) o ouee  43(977)  23(793) (1. 8(667)  21(9L3) 37(974) (o
ganglionar No 3(5.6) 4211 : 1(2,3) 6(20.7) : 4(333) 287  1(26) ’
i <3 22(40,7) 10 (55.6) 18 (40,9) 14 (50) 8(727) 8(348) 16 (42,1)
Tamafio ¢m >3 32 (59.3) 8 (44.4) 0273 56 (591) 14(50) 9% 30273) 15(652) 22(57.9) 104
Grado Pobre 3(5,6) 1(5,9) 4(9,1) 0(0) 0(0) 1(43)  3(7.9)
diferenciacion  Moderado 17 (31,5) 5 (29,4) 0,987 16 (36,4) 6(222) 0041% 2(20) 6(261) 14(368) 0,569
(tumor) Bien 34 (63) 11 (64,7) 24 (545)  21(77.8) 8(80)  16(69,6) 21 (55.3)
Grado Pobre 1(1,8) 1(6,3) > (4) 0(0) 0(0) 1(43)  1(2,6)
diferenciacién Moderado 26 (47,3) 2 (12,5) 0,036* 21 (48) 7 (26) 0,029** 2 (20) 5(21,7) 21 (55,3) 0,016
(frente) Bien 28(50.9)  13(813) 21 (48) 20 (74) 8(80)  17(739) 16 (42.1)
Margenes No 36(667)  10(556) o5 27(628)  19(655) oo 5(L7)  19(826) 22(595) ( guqs
comprometidos  Si 18 (33.3) 8 (44.4) : 16(37.2)  10(345) & 7(583) 4(17.4) 15405 O
T1 12 (22.2) 5 (29.4) 13 (29.5) 4(14,8) 3(30) 3(13)  11(28,9)
L T2 17 (31.5) 6 (35.3) 11 (25) 12 (44,4) 4(40)  10(435) 9 (23,7)
Clasificacion pT 14 14 (25.9) 4 (23.5) 0828 9 (20,5) 9333 2000 3300 7304 811 *2°8
T4 11 (20.4) 2 (11.8) 11 (25) 2(7.4) 0(0) 3(13) 10 (26,3)
Nodulos NO 27 (50) 13(684) .5 17(386)  23(793) ... 10(833) 16(696) 14(368) 04
linfaticos oN+ 27 (50) 6 (31.6) : 27 (61.4) 6(20.7) : 2(16,7) 7(304) 24(632) O
ENE+ 10 (37) 4(66.7) 12 (42.9) 2 (40) 0(0)  5(714)  9(36)
ENE ENE- 17 (63) 2(33,.3) 0,184 16 (57.1) 3 (60) 0649 o) 2(286) 16(64) 168

69

Abreviaturas: OTSCC, Oral Tongue Squamous Cell Carcinoma; IDC, Instituto de Cancerologia; PNI, Invasion Perineural; X2, Chi-cuadrado; LVI, Invasién Linfovascular; AJCC, American Joint
Committee on Cancer; ENE, Extension Extranodal.
@Estadio temprano: incluye 0O, |, Il
bEstadio avanzado: incluye lIl, IV

‘Incluye N1, N2by ¢, N3

* Valor de p <0,05

** Calculo realizado con la prueba exacta de Fisher
Fuente: Elaboracién propia
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5.4 Andélisis de Sobrevida

El tiempo promedio de sobrevida especifica de la enfermedad desde el diagndstico
fue de 62,2+7,8 meses (IC 95%; 46,9; 77,5) con una mediana de 49,9 (IC 95%; 16,8;
82,9), la probabilidad de sobrevida a 5 afios fue del 41%. Por otro lado, el tiempo
promedio de sobrevida especifica de la enfermedad desde el inicio del tratamiento fue
de 58,9 + 7,9 meses (IC 95%; 43,4; 74,4) (Figura 14).

Figura 14 - Curvas de sobrevida del OTSCC.
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Curvas de sobrevida con Kaplan Meier en 80 pacientes con OTSCC, Instituto de
Cancerologia Clinica las Américas, Medellin, 2008-2017. A. Tiempo promedio de sobrevida
desde el diagndstico inicial con. B. Tiempo promedio de sobrevida desde el tratamiento
quirurgico.

Fuente: Elaboracion propia

En las Tablas 11 y 12 se muestra el promedio de sobrevida especifica de la
enfermedad en meses para cada una de las variables con el intervalo de confianza
(95%), la mediana con el rango intercuartil, el valor de p y la respectiva DSS a 5 afos.
Para las caracteristicas estado civil, estadio clinico, localizacion del tumor y
procedimiento quirdrgico hubo una diferencia estadisticamente significativa en su

sobrevida (Figura 15), mientras que las caracteristicas sexo, edad, procedencia,
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tratamiento, diseccion cervical y el estadio clinico sin agrupar no mostraron diferencias
en su sobrevida (Tabla 11 y APENDICE A).

Tabla 11 - Supervivencia (DSS) de los pacientes con OTSCC
segun caracteristicas sociodemograficas y clinicas., IDC Clinica Las Américas, Medellin, 2008-2017.

. . - IC . Rango Valor DSS 5
Variables Categorias X meses 95% Mediana Intercuar. o* afios (%)
Sexo Masculino 55,4 33,8;77,1 33,9 12,6 ; -- 0.466 39

Femenino 50,2 37,5;62,8 49,9 13,3 ; -- ' 43

< 60 afios 64,2 40,8 ; 87,7 59 14,6 ; -- 46

Edad 1 > 60 afios 434 31.2:55.6 206  109:- 0331 36
< 45 anos 61,8 41,9 ;81,7 - 50,0; -- 62

Edad 2 > 45 afios 57,3 40,8 : 77,5 34 12,6;-. 0208 36
. Con pareja 44,3 24,3;71,8 16,3 9,3:;59,1 * 21

Estado civil Sin pareja 53,6 40,2 ; 66,9 69,6 16,6 ;- 2025 64
Procedencia Valle Aburra 74,6 51,4;97,9 - 13,3 ; -- 0.329 50
Otros 42,2 31,8;52,7 42,1 12,6 ; 70 ! 33

. aTemprano 67,3 56,6 ;78 -- 69,6 ; -- N 76
Estadio AJCC )\ anzado 38.9 223:555 161  96:49,9 0000 17
Localizacion Moévil 83,1 63,5;102,6 -- 16,3 ; -- 0,016* 59
lengua Base 35,5 24,7 ;46,3 20,6 10,9 ;59 21
Cx 54,1 41,2 ;67,1 -- 17,3 ; -- 54

Tratamiento Cx+ RT 55 34,2 ;75,9 42,1 10,9 ; 42 0,317 35
Cx+ RT+ QT 37,8 18,6 ; 56,9 16,1 12,6 ;16 34

Procedimiento Reseccic')n_local 58,3 40,0 ;76,6 - -- 76
Cx Glos. parcial 69,3 50,8 ; 87,7 50,0 16,1 ; -- 0,001* 48
Glos. total 21,3 9,7:32,9 12,6 8,7;14,6 0

Diseccioén Si 56,2 40,2 ;72,2 42,1 12,6 ; -- 0.104 36
ganglionar No 68,8 51,1 ; 86,4 -- -- ; 81

Abreviaturas: DSS, Disease-specific survival; OTSCC, Oral Tongue Squamous Cell Carcinoma; IDC, Instituto de Cancerologia;
IC, Intervalo de Confianza; AJCC, American Joint Committee on Cancer; Cx, Cirugia; RT, Radioterapia; QT, Quimioterapia; Glos,

Glosectomia.
-- No aplica

2Estadio temprano: incluye 0, I, Il
PEstadio avanzado: incluye lil, IV
* Prueba de Log Rank o prueba de Breslow para la comparacion de la sobrevida. Valor de p <0,05
Fuente: Elaboracién propia
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Figura 15 - Curvas de sobrevida: sociodemografica y clinica I.
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Curvas de sobrevida con Kaplan Meier en 80 pacientes con OTSCC, Instituto de Cancerologia
Clinica las Américas, Medellin, 2008-2017, comparadas por A. Estado civil. B. Tipo de
procedimiento quirdrgico realizado. C. Estadio clinico temprano (0,1,11) y avanzado (llI, 1V). D.
Localizacion del tumor.

Fuente: Elaboracion propia

Aungue no hubo asociacidon con la sobrevida, si se observd un menor

porcentaje de sobrevida a 5 afios de los grupos con estado civil union libre y casado

(con pareja), agquellos con estadio clinico avanzado y los que recibieron glosectomia
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total. Por otro lado, los pacientes <45 afos tuvieron la mejor sobrevida a 5 afios (62%)
entre los dos grupos de edades, lo mismo que los que sélo recibieron tratamiento
quirargico (54%) y aquellos a quien no se les realizd diseccién ganglionar (81%)
(Figura 16).

Figura 16 - Curvas de sobrevida: sociodemogréfica y clinica Il.
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Fuente: Elaboracién propia
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Las caracteristicas tamafio del tumor, compromiso de margenes y nédulos
linfaticos, grado de diferenciacion, la intensidad del infiltrado inflamatorio, asi como la
clasificacion TNM, tuvieron una diferencia estadisticamente significativa en su
sobrevida. Se observé una tendencia a menor porcentaje de sobrevida a 5 afios en
aguellos con extension extranodal positiva; LVI clasificada como negativa, pero con
presencia de células tumorales en la totalidad de la periferia del vaso y la capa
adventicia; PNI positiva con patron de invasion de la periferia completa del nervio e
intraneural; y LVI y PNI simultdnea (Tabla 12 y Figura 17), a pesar de que no hubo
diferencia estadisticamente significativa. El nivel de expresiéon de ninguno de los
biomarcadores se asocidé con la sobrevida. Sin embargo, aquellos con expresion
moderada a intensa de a-SMA y MMP-9 mostraron tendencia a menor porcentaje de
sobrevida especifica del OTSCC a 5 afios (APENDICE By C).
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Tabla 12 - Supervivencia (DSS) de los pacientes con OTSCC segun las caracteristicas tumorales,
IDC Clinica Las Américas, Medellin, 2008-2017. (continua)

Variables Categorias X IC 95% Mediana Rango valor PSS 5
meses Intercuartil p* afos (%)
~ <3 85,7 63,8 ; 107,6 -- 20,6 ; -- * 57
Tamafo cm >3 341 228:454 133 9,3;59,1 0,001 25
Margenes No 75,1 54,1;96,1 69,6 16,6 ; -- 0.037* 57
comprometidos  Sj 36,2 23,3:49,1 16,3 10,9; 59,1 ' 20
Nédulos NO 60,3 48,9 ;71,7 - 33,9; -- 0.001* 61
linfaticos aN+ 36,5 17,4 ;55,5 14,7 10,6 ;59,1 ' 13
ENE+ 26,1 13,0; 39,1 12,7 10,6 ;59,1 0
ENE ENE- 43,1 17,4 : 68,9 16,1 9,6 ;49,9 0,686 23
Pobre 15,8 0,1;31,6 5,8 4,8;12,6 20
Grado . ) .

diferenciacion M_oderado 44,3 27,5;61,2 16,6 10,9 -- 0,001 43
Bien 57,2 37,6;76,9 49,9 13,3;69,6 36
T1 56,2 39,6;72,8 -- 17,3 ; -- 59
Clasificacién T2 63,4 37,0, 89,7 50,0 129 -- 0.005* 46
pT T3 37,8 18,9 ; 56,6 33,9 9,6 -- ' 26
T4 22,6 9,5, 35,6 12,6 9,3;59,1 0
NO 60 48,6 ;71,5 -- 33,9; -- 60
Clasificacion N1 90,6 44 ; 137,2 -- 19,1 -- 0.000* 66
pN bN2 23,4 149;31,9 12,9 10,6 ;49,9 ' 0
N3 4,8 4,8 ;4,8 4,8 4.8 ;4,8 0
Clasificacion MO 64,3 48,4 ;80,1 49,9 12,9; -- 0.011* 44
clinicaM M1 7,3 73:7,3 7,3 73:7,3 ’ 0
Intensidad Leve+Mod 58,3 39,3,;77,3 16,6 10,6 ; -- 0024 37
Infiltrado Severo 52,1 38,3 ;65,9 59,1 17,3 ; - ' 41
] ) PMN + LMN 46,4 34,6 ; 58,2 49,9 129 -- 37
Tipo Infiltrado 703 487;919 206 12,6 ; - 0453 49

Abreviaturas: DSS, Disease-specific survival; OTSCC, Oral Tongue Squamous Cell Carcinoma; IDC, Instituto de Cancerologia;
IC, Intervalo de Confianza; ENE, Extensién Extranodal; LVI, Invasion Linfovascular; SMA, Actina de Musculo Liso; PNI, Invasion

Perineural; PMN, Polimorfonucleares neutréfilos; LMN, Linfomononucleares.
-- No aplica

aN+ Incluye N1, N2by c, N3
N2 Incluye N2b y N2¢

* Prueba de Log Rank o prueba de Breslow para la comparacion de la sobrevida. Valor de p <0,05
Fuente: Elaboracién propia



76

Tabla 12 - Supervivencia (DSS) de los pacientes con OTSCC segun las caracteristicas

tumorales, IDC Clinica Las Américas, Medellin, 2008-2017. (conclusao)

Variables Categorias X IC 95% Mediana Rango . valor PSS 5
meses Intercuartil p* afnos (%)

No 55,2 39,8;70,7 50,0 10,9; -- 46
Ausente 51,3 36 ; 66,6 - 42,1 ; -- 57
LVI 233% circunf 44,7 25,4 ;64 - 10,6 ; -- 0121 75
(a-SMA) Circ completa 40,7 15,1 ; 66,4 13,1 12,9 ;50 ' 25
Adventicia 33,9 33,9;33,9 33,9 33,9; 33,9 0
Si 51,6 33,8;69,5 17,3 12,6 ; -- 33
No 61,7 442 ;79,2 - 42,1 ; -- 55
Si 52,9 36 ;69,9 19,1 12,6 ;19,1 34
PNI (S100) 233% circunf 50,5 41,1;60 - 33,9; -- 0,099 75
Circ completa 53,1 29,8:76,5 16,3 10,6 ; -- 32
Intraneural 34,2 21,5;46,9 17,3 12,6 ; 69,6 28
Ausente 64,2 445 ;83,9 -- 42,1 ; - 53
LVI+PNI Parcial 37,9 28,2 ;47,7 -- 12,9 -- 0,110 56
Presente 48,7 30,6 ; 66,9 16,6 10,9 ; 69,6 31
Negativo 40,6 26,9 ;54,2 59,1 13,1 -- 36
Ki67 Leve 61,6 39,7;83,4 33,9 12,6 ; -- 0,936 38
M+ 39,7 25,4 ;54 50 12,6 ; 69,6 37
Negativo - - - -
E-cad Leve 35,7 20,6 ; 50,9 13,3 9,6; - 0,143 34
M+ 50,4 30,3;70,5 42,1 14,4 ;69,6 34
Negativo 52,6 39,3 ; 66 59,1 16,1 ; -- 46
a-SMA Leve 53,5 28;79 16,6 8,0; - 0,074 35
M+ 37,8 22,6 ;53,1 42,1 131 ; -- 27
Negativo 47,2 31,2 ; 63,2 49,9 14,6 ; -- 44
MMP-9 Leve 44,6 30,7 ; 58,6 19,1 12,6 ; -- 0,590 48
M+l 52,6 27,6 ;77,7 42,1 10,6 ;59,1 24

Abreviaturas: DSS, Disease-specific survival; OTSCC, Oral Tongue Squamous Cell Carcinoma; IDC, Instituto de Cancerologia;
IC, Intervalo de Confianza; LVI, Invasion Linfovascular; SMA, Actina de Musculo Liso; PNI, Invasion Perineural; M+l, moderada
mas intensa; E-cad, E-cadherina; MMP-9; Metaloproteinasa de la Matriz 9.

-- No aplica
* Prueba de Log Rank o prueba de Breslow para la comparacion de la sobrevida. Valor de p <0,05

Fuente: Elaboracion propia



Figura 17 - Curvas de sobrevida: histopatolégica.
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Curvas de sobrevida con Kaplan Meier en 80 pacientes con OTSCC, Instituto de
Cancerologia Clinica las Américas, Medellin, 2008-2017, comparadas por A. Tamafo del
tumor <3cm y 23cm. B. Compromiso de los margenes. C. Compromiso de nddulos linfaticos.
D. Grado de diferenciacion histolégica del tumor completo. E. Clasificaciéon T patolégica. F.
Clasificacién N patoldgica G. Clasificacion M. H. Intensidad del infiltrado inflamatorio.
Fuente: Elaboracion propia
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5.5 Modelo Predictivo para Marcadores Prondéstico de Sobrevida en OTSCC

En la Tabla 13 se muestran las variables sociodemograficas, clinicas y tumorales que
estuvieron asociadas con la DSS en el analisis univariado, pero solo se presentan las
que fueron significativas en el analisis multivariado. En el analisis univariado se
identifico asociacion del estado civil, estadio clinico, tipo de procedimiento quirdrgico
realizado, localizacién y tamafio del tumor, compromiso de margenes y ndodulos
linfaticos, grado de diferenciacion, clasificacion pT y pN; mientras que la presencia de
LVI y PNI simultdneas no alcanz6 una diferencia significativa (p=0,085). Los
resultados del analisis de sobrevida utilizando el modelo de riesgo proporcional de
Cox identificaron como factores predictores independientes para una pobre sobrevida-
especifica a la enfermedad al estadio clinico avanzado (HR=5.3 veces) y el grado de
diferenciacion del tumor pobre (HR=3.8 veces). Este riesgo se redujo un 66% cuando

el tumor se localiz6 en la parte movil de la lengua.



Tabla 13 - Andlisis bivariado y multivariado de la sobrevida de los pacientes con OTSCC,
IDC Clinica Las Américas, Medellin, 2008-2017.
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Univariado DSS

Multivariado DSS

0, (o)
Variables aHR IC(:l_?S)A) VZIS r aHR I%—?Ig)/o V:;I*o r
Estado civil gﬁ]np%?;?é\a 0 t;z 0,41:0,46  0,030*
. bTemprano 1 . . 1 i .
Estadio AJCC cAvanzado 537 2,21 ;13,06 0,000 529 2,12 ;13,18 0,000
Cx 1
Tratamiento Cx+RT 1,78 0,79 ; 3,99 0,164
Cx+ RT + QT 2,25 0,89;5,71 0,087
Procedimiento Resec local 1
Cx Glos. parcial 1,99 0,47 ; 8,52 0,352
Glos. total 7,06 1,57 ;31,88 0,011~
Diseccioén Si 1
cervical No 0,57 0,28 ;1,17 0,123
Localizacion Base 1 0,23;0,87 N 1 0,16 ;0,71 N
lengua Movil 0,44 0,019 0,34 0,004
~ <3 1 1,62 ;7,20 0,001*
Tamafio cm >3 342
Margenes No 1 1,03;4,04 0,041*
positivos Si 2,04
No6dulos NO 1 1,53 ;6,15 0,002*
linfaticos dN+ 3,07
Bien 1
Grado i ierado 123  059:257 0584 107 0°1:226  (gg0
diferenciacion
Pobre 3,67 1,24 ;10,86 0,019* 3,80 1,23:;11,89 0,020*
T1 1
Clasificacion T2 0,20 0,07 ; 0,55 0,002*
Pt T3 0,32 0,13; 0,79 0,013*
T4 0,53 0,21;1,31 0,166
Clasificacion NO 1
Pn N1 0,89 0,20; 3,93 0,873
eN2 4,02 1,94 ; 8,36 0,000*
No 1
LVI(SMA) si 179  084:386 0,134
No 1
PNI (S100) si 218  0,84:565 0,108
Ausente 1
LVI+PNI Presente 1,89  092;390 0,085
. Neg-Leve 1 0,627
Ki-67 M-+ 1,20 0,572,552
E-cad Neg-Leve 1 0,953
M+l 1,02 0,51; 2,06
Neg-Leve 1 0,101
a-SMA M+ 080  0,89:3,65
Neg-Leve 1 0,538
MMP-9 M-+ 1,25 0,62 ;2,53

Abreviaturas: OTSCC, Oral Tongue Squamous Cell Carcinoma; IDC, Instituto de Cancerologia; DSS, Disease-specific survival;
AJCC, American Joint Committee on Cancer; Cx, Cirugia; RT, Radioterapia; QT, Quimioterapia; Resec, Reseccion; LVI, Invasion
Linfovascular; SMA, Actina de Musculo Liso; PNI, Invasion Perineural; E-cad, E-cadherina; SMA, Actina de Musculo Liso; MMP-
9, Metaloproteinasa de la Matriz 9; M+, moderada mas intensa.
3HR: razon de dos tasas de incidencia. "Estadio temprano: incluye 0, |, Il. °Estadio avanzado: incluye III, IV. N+ Incluye N1, N2b
y ¢, N3. N2 Incluye N2b y N2c
* Valor de p <0,05. Fuente: Elaboracion propia
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6 DISCUSION

Para el conocimiento de los autores, el prondstico y la sobrevida del OTSCC y su
asociacion con las caracteristicas sociodemograficas, clinicas, histopatolégicas y la
expresion de marcadores moleculares, no habia sido reportada en esta poblacion de
Colombia. Nuestros hallazgos muestran que la sobrevida especifica al OTSCC esta
influenciada por muchos de los factores prondsticos reconocidos, tales como, el
estadio clinico avanzado, el mayor tamafio del tumor, el compromiso de los méargenes
quirargicos y de los nodulos linfaticos, el grado de diferenciacion pobre y el sistema
de clasificacibn TNM. Ademas, surgen otras asociaciones que no han muy sido
exploradas, como el estado civil de los pacientes y la intensidad del infiltrado
inflamatorio. Un hallazgo importante de este estudio fue la deteccion de la presencia
de invasion linfovascular y perineural de forma simultanea, y su asociacion con el
pobre pronostico del OTSCC, ademas de asociarse con otras caracteristicas
histopatoldgicas importantes para el pronostico (estadio clinico, grado de
diferenciacion, nédulos linfaticos). También se evidencié un menor porcentaje de

sobrevida especifica de la enfermedad a 5 afios en este grupo en particular.

6.1 Caracteristicas Sociodemograficas, Clinicas y Sobrevida

En cuanto a la edad y el sexo, se observé un promedio de 63 afios y un 55%
de hombres afectados, lo que coincide con lo encontrado en varios estudios de
pacientes con OSCC y OTSCC en poblaciones de Turquia, Japon, Suecia, Estados
Unidos, Croacia, Brasil, Finlandia, Israel e India, en donde se reportan rangos de
promedio de edad entre 57-65 afios, afectando principalmente a hombres (52-82%)
3,16,63,64,66,107—118_

En este estudio, los casos fueron agrupados por edad de dos maneras. La
primera, de acuerdo con la forma mas frecuentemente expresada por otros estudios
de prondstico de OTSCC (mayores y menores de 60 afios), y la segunda, de acuerdo
con lo reportado como paciente joven en la mayoria de los estudios de cancer oral
(mayores y menores de 45 afos). De acuerdo con lo anterior, no se encontro
diferencia en la sobrevida para los diferentes grupos de edad evaluados, aunque el

mayor porcentaje de sobrevida (DSS) a 5 afios fue para los pacientes <45 afios (62%).
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Sin embargo, respecto a la edad, no hay un consenso en el punto de corte para
categorizar a un paciente como joven. Diferentes estudios han reportado rangos que
van desde los 30 hasta los 45 afios 83119121 |o que podria explicar la heterogeneidad
en los resultados y, en consecuencia, dificultar la realizacion de comparaciones. Por
lo tanto, algunos autores han recomendado que, se deberia considerar como paciente
joven solo a los menores de 30 afios, por la mayor incidencia de metastasis a distancia
y la tasa de mortalidad alta observada en este grupo 1°.

Al evaluar la relacion entre el estado civil (con pareja y sin pareja) y la
presentacion del evento y su supervivencia, se encontré asociacion para ambas (p
0,020y p 0,025, respectivamente). El 62% de los pacientes con pareja presentaron la
muerte o recaida del OTSCC, lo cual difiere de lo reportado por Wong et al. (2006)
quienes encontraron, en un estudio retrospectivo de 1.010 historias clinicas, que los
pacientes con OSCC casados tuvieron un mejor pronostico que aquellos que eran
solteros, viudos o divorciados (RR: 1.528, p = 0.008) 22, Estas diferencias pueden
atribuirse al tamafio muestral, a la falta de registro del estado civil en las historias
clinicas y a las diferentes definiciones de estado civil usadas. Ademas, los estudios
gue abordan este topico son escasos.

De otro lado, es importante considerar la localizacién del cancer oral. Se ha
demostrado que la lengua y el piso de la boca son los sitios mas frecuentemente
afectados por el cancer, lo que se asocia con un comportamiento mas agresivo, en
comparacion con otros lugares de la boca %123, Generalmente se ha considerado
gue el cancer de la base de la lengua es menos frecuente y tiene un mejor pronostico
gue la porcién movil de la misma, lo cual podria explicarse por los diferentes factores
de riesgo relacionados con cada localizacion. En el caso de los tumores que se
originan en la base de la lengua, se ha demostrado que el Virus del Papiloma Humano
juega un papel principal en su etiologia ?*1%5, Sin embargo, se ha reportado en
poblacién india mayor frecuencia de tumores en base de lengua, posiblemente a
causa del uso generalizado de la mezcla de betel, que es un conocido carcinégeno
oral 126,

En el presente estudio, el 57,5% de los casos de OTSCC se localizaron en la
porcién mévil de la lengua. Sin embargo, los casos en la base de la lengua fueron los
gue se asociaron con un peor pronostico y una menor sobrevida especifica a 5 afos.

Ademas, el resultado del analisis multivariado mostré que la localizacion del tumor en
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la base de la lengua fue un factor predictor para la menor sobrevida (p=0,004). Un
estudio realizado en Alemania, en una cohorte de 1.486 pacientes con cancer oral,
también encontré mayor nimero de casos en la lengua movil (n=223) que en la base
(n=135), y una menor tasa de supervivencia y DSS en aquellos casos con afeccion de
la base de la lengua. Este resultado fue atribuido a una mayor frecuencia de
metastasis nodal y a distancia ?’. Del mismo modo, Zhang et al. encontraron
diferencias en la DSS a 3 y 5 afios en pacientes con cancer en base de lengua
respecto a los de la porcion movil, siendo menor en aquellos con afectacion de la base
lingual. Reportaron ademas, una DSS a 5 afios del cancer de base de lengua del 26%
respecto a un 46% en la porcion movil, resultados similares a los del presente estudio
( 21% y 59% respectivamente) 128, Estos resultados sugieren, que se debe prestar
especial atencién a los casos que afectan la base de la lengua e individualizar su
abordaje terapéutico.

Puesto que, en nuestro estudio, sblo se conté con la informacién clinica
registrada en la historia y en el informe patoldgico, en algunas ocasiones la descripcion
de la localizacién del tumor no fue muy especifica. En efecto, este fue el caso cuando
s6lo se registraba “el borde”, sin describir si era anterior, medio o posterior, 0 cuando
sélo se registraba “tumor en lengua”. Por lo tanto, la falta de datos con respecto a la
ubicacion especifica del OTSCC puede ser una fuente importante de sesgo de
informacion durante el analisis. El uso de guias como la clasificacién topografica de la
mucosa oral de Roed-petersen y Renstrup '?°, que ilustra en detalle las regiones
anatomicas de la cavidad oral y de la lengua pueden ayudar a aumentar la calidad de
los datos.

El estadio clinico y patolégico se consideran parametros esenciales en la
determinaciéon del prondstico de los pacientes con cancer. Como se ha reportado
ampliamente en la literatura, el OSCC y OTSCC se diagnostican con mayor frecuencia
en estadios avanzados 6183.97,100.111,115,124,130-135 En este estudio, el 58,8% de los
casos correspondieron a estadios Il y IV, lo cual concuerda con los hallazgos en
diversas poblaciones. Sin embargo, en algunos lugares han logrado disminuir o invertir
estos porcentajes como resultado de esfuerzos en la educacién y deteccién temprana
del OSCC y OTSCC 62109112,123136-138  En Colombia, en los UGltimos afos, las
facultades de odontologia han realizado camparfias de deteccion temprana de cancer

de lengua (“Sacale la lengua al cancer”), en una iniciativa liderada por la IADR region
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Latinoamérica (International and American Association for Dental Research), en un
intento por reducir la morbimortalidad asociada al OTSCC 139,

En este estudio, ademas, se observé una asociacion significativa entre el
estadio y la muerte o recaida del OTSCC (p<0,001), asi como con la sobrevida (DSS)
a 5 afos (p<0,001). En efecto, el 76% de los pacientes con OTSCC en estadio
temprano sobrevivieron al menos 5 afos. Tras realizar el analisis multivariado, el
estadio avanzado se mantuvo como un predictor de menor sobrevida (HR=5.29; 2.12-
13.18; p<0,001). Rodriguez et al. también reportaron que los pacientes con estadio
avanzado tuvieron menor sobrevida (cancer-specific survival) tanto en el analisis
univariado (95%CI 62.2—-77.3; p<0.001) como en el multivariado (HR=2.72; 95%CI
1.81-4.09; p<0.001) 0°,

Los retrasos en oncologia pueden provenir de tres fuentes: el paciente, los
profesionales y el tratamiento; siendo este ultimo el periodo de tiempo entre la primera
consulta del paciente con el especialista tratante y el inicio de la terapia ablativa o
paliativa. En este estudio, se estableci6é que el tiempo promedio transcurrido entre el
diagnostico de OTSCC con biopsia y el inicio del tratamiento quirargico varié entre 0
y 14,2 meses, con un promedio de 3,5+2,5 meses. Ademas, en el 50% de los
pacientes el tiempo varié entre 2,1 y 4 meses. Se ha reportado que un retraso de 4 a
6 semanas entre el diagndstico definitivo y el tratamiento resulta aceptable desde la
perspectiva oncolégica, ya que un tiempo mayor reduce significativamente la
sobrevida al aumentar el estadio clinico 4°,

A este respecto, una revision en el 2015 del National Cancer Database (NCDB)
encontrd, que el tiempo promedio para el inicio del tratamiento especifico del OTSCC
fue de 32.8 dias. Ademas, tras el andlisis multivariado, uno de los predictores mas
fuertes para el aumento de dicho tiempo fue ser hispano '#!, como es el caso de
nuestra poblacion de estudio. En el presente estudio, el tiempo transcurrido hasta el
inicio del tratamiento fue tres veces mayor, debido a que, generalmente, el diagnéstico
de OTSCC se hizo por fuera de la institucion en la que se realizo este estudio, incluso
en municipios alejados de la ciudad, lo cual generé que los pacientes tuviesen
multiples consultas en otras instituciones antes de llegar al Instituto de Cancerologia
Clinica las Américas. Otro factor que influyé en el retraso del tratamiento, fue el retraso
en la autorizacion de la atencion por parte de las empresas aseguradoras en salud.

La oncologia de cabeza y cuello enfatiza la necesidad del diagnéstico y tratamiento
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tempranos, para reducir el riesgo de propagacion micrometastasica, la morbilidad

asociada al tratamiento y mejorar la calidad de vida.

6.2 Caracteristicas Histopatologicas y Sobrevida

Actualmente, algunas caracteristicas histopatolégicas poseen una utilidad
reconocida como marcadores pronéstico de la enfermedad. Entre ellas, la
clasificacion TNM, el espesor del tumor y el grado de diferenciacion histolégico. Sin
embargo, se desconoce, 0 es controversial, la utilidad de otros hallazgos
histopatoldgicos. En este estudio, tras realizar el andlisis bivariado, el mayor tamafo
del tumor, los margenes y nédulos linfaticos comprometidos, y una mayor clasificacion
Ty N patolégica se asociaron con un peor prondéstico y una menor sobrevida (p<0,05),
lo cual concuerda con los resultados reportados por otros estudios en OSCCy OTSCC
63104135 Sin embargo, en el andlisis multivariado, el Unico factor predictivo
independiente fue el grado de diferenciacion pobre (HR= 3,8; p=0,020), inicialmente
reportado en el informe histopatolégico original, y que, fue realizado segun la
clasificacion de los tumores de cabeza y cuello de la World Health Organization 196,

En cuanto a la diferenciacion histolégica, se observd una mayor frecuencia de
OTSCC bien diferenciados. En el frente de invasion, el grado de diferenciacion tuvo
asociacion con un peor pronéstico (p=0,004), mientras que en el tumor completo la
pobre diferenciacion fue un factor predictivo independiente para una menor sobrevida
especifica de la enfermedad (DSS HR=3.8; 95%CI| 1.23-11.89; p=0,020). Otros
estudios han obtenido resultados similares (DSS HR=2.00; 95%CI 1.07-3.73; p=0,03)
109 (DFS HR=6.44; p=0,001 y OS HR=22.91; p=0,001) 2. Esto podria reflejar la
biologia de los tumores indiferenciados, los cuales presentan gran poder invasivo.

Confirmar tales hallazgos en estudios futuros podria permitir que este parametro
histol6gico adquiera una mayor importancia prondéstica y tal vez podria ser incluido en
la clasificacion TNM. También se sugiere evaluar el grado de diferenciacion con un
sistema de clasificacion mas objetivo, como el propuesto por Bryne et al 193, tanto en
el tumor completo como en el frente de invasion, ya que las células tumorales mas
profundas podrian exhibir un menor grado de indiferenciacion.

Otra caracteristica histopatologica estudiada fue la extension extranodal (ENE). En

este estudio se encontré un alto porcentaje de ENE (42,4%). Sin embargo, este
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paradmetro, no tuvo asociacion con la sobrevida, contrario a lo reportado en otros
estudios en donde reportan que la ENE es poco frecuente (6,8%) y, quizas, debido a
ello, esta no tuvo influencia en la sobrevida (p=0.10) 9. Jardim et al. reportaron la
ENE como un factor que influencié negativamente la sobrevida global HR=2.99 (95%
Cl 1.72-5.21; p=0,004) y libre de enfermedad HR=2.11 (95% CI 1.26-3.55; p=0,004)
del OSCC 194, Estos resultados fueron muy similares a un estudio de sobrevida previo,
realizado en India en 586 casos de OTSCC. Ellos reportaron un 66% de presencia de
ENE y asociacion con pobre sobrevida (OS HR=2.6; 95% CI 1.5-4.4; p<0,001 y DFS
HR=2.2; 95% Cl 1.6-2.9; p<0,001) 1*. Sin embargo, en el presente estudio no se logré
establecer esta asociacion, pero si se observo, que ninguno de los casos con ENE
positiva sobrevivio a los 5 afios. Tal vez en este estudio la muestra pudo ser
insuficiente para evidenciar dicha asociacion.

De otro lado, en este estudio se encontro un infiltrado inflamatorio de intensidad
moderada a severa en la mayoria de los casos (91,8%), y asociacién con pobre
sobrevida (DSS) en aquellos con un infiltrado leve a moderado (p=0,024). Estudios
previos 108117.143 han reportado que los OSCC y OTSCC muestran una respuesta
inflamatoria mas intensa en la interface tumoral, en comparacion con el resto de
carcinomas escamocelulares de cabeza y cuello, y que esto se relaciona con una
mejor respuesta a la radioterapia y una menor recurrencia. Otros estudios, ademas,
encontraron una mayor frecuencia del patrén de infiltrado inflamatorio denso en
OTSCC 111116 Estos hallazgos indican la importancia de evaluar no sélo la intensidad
del infiltrado inflamatorio asociado al OTSCC, sino también, la composicion especifica
y su perfil protumorigénico o antitumorigénico. Se ha demostrado que un infiltrado con
alto porcentaje de células T CD8*, células T Natural Killer CD57*, macréfagos
asociados a tumores M1, tiene actividad antitumorigénica, y se asocia con mejor
prondstico en OSCC 143,

Finalmente, este estudio evalué la invasion linfovascular y perineural. La LVI se
ha definido como la presencia de agregados de células tumorales dentro de canales
revestidos por endotelio, o la invasion de la capa media de un vaso con ulceracion de
la capa intima. La LVI, ademas, se considera una buena herramienta pronéstica y su
impacto es significativo en la sobrevida del OSCC 44145, Sin embargo, la dificultad en
reconocer este parametro con precision ha evitado su inclusion en los sistemas de

graduacioén del cancer 144,
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En efecto, el reporte de la presencia de LVI en OSCC y OTSCC varia
considerablemente entre los estudios cuando la evaluacion se realiza en placas
tefiidas con H&E (2 — 40.8%) 16:104109,117.135145 ' narg aumenta cuando se evalla con
ayuda de ciertos marcadores e inmunohistoquimica 6%'16, Por ejemplo, algunos
estudios han reportado la visualizacién de estructuras vasculares con la marcacion
para a-SMA 137138 En este estudio, la LVI se identificé sélo en el 13,8% de los
pacientes y, fue desconocida en el 7,5% de los casos, debido a que, no fue reportada
en el informe histopatologico original. Inclusive, luego de realizar una segunda revision
de las laminas H&E, su deteccion permanecio baja (9,6%). Finalmente, cuando se
hizo la marcacién con a-SMA se logr6 identificar un gran porcentaje de casos positivos
(60,3%) y, ademas, se pudo analizar en detalle no sélo el patrén de invasién acorde
con la circunferencia de los vasos, sino también la profundidad de las paredes
vasculares comprometidas.

Adicionalmente, hubo asociacion (p<0,05) entre la presencia de LVIy los tumores
moderada a pobremente diferenciados, similar a otros resultados reportados en la
literatura %4, Por el contrario, Kurtz et al. no encontraron asociacion entre la invasién
vascular y la metastasis a nddulos linfaticos, ni el estadio o grado de diferenciacion en
OSCC. Sin embargo, el analisis de sobrevida demostré que la presencia de invasion
vascular fue un predictor de mortalidad (HR=4; IC 95% 1.5-10.8; p=.006) ©.

En lo concerniente a nuestro estudio, los resultados mostraron una asociacion
entre la presencia de LVI y la muerte/recaida del OTSCC (p=0,031), pero no con la
sobrevida especifica de la enfermedad a 5 afios. Del mismo modo, Thiagarajan et al.
no encontraron asociacion entre la LVI con la sobrevida total y libre de enfermedad en
586 pacientes con OTSCC . Otro estudio que so6lo incluyé pacientes con OSCC en
estadios tempranos (I y 1) tampoco encontr6é dicha asociacion 42, Otros estudios si
han encontrado que la LVI afecta negativamente la sobrevida total, la sobrevida libre
de enfermedad y el intervalo libre de enfermedad (DFI) en OSCC y OTSCC. 104109 A|
comparar los resultados, debe considerarse que, algunos de los estudios
mencionados incluyeron casos en todos los estadios, y uno de ellos, sélo incluyo
estadios tempranos; ademas que, las definiciones de sobrevida usadas por los
estudios (OS, DFS, DFI), fueron diferentes a la usada en el presente estudio (DSS).

Por otra parte, generalmente solo se define que la presencia de LVI es positiva

cuando el carcinoma entra a la luz del vaso sanguineo o linfatico #2. Cabe resaltar
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gue, en nuestros resultados, aquellos casos con presencia de células tumorales en la
circunferencia completa de los vasos, las capas adventicia o intima tuvieron menor
porcentaje de sobrevida especifica de la enfermedad a 5 afios. Esto sugiere la
importancia de evaluar no sélo la afectacion de la capa intima, sino también los
diferentes patrones de invasion vascular y explorar su relacion con el prondstico y la
sobrevida.

Es sabido que, las vias clasicas para la diseminacion del cancer son los vasos
sanguineos Yy linfaticos. Sin embargo , una tercera via ha sido estudiada con mayor
interés en los Gltimos afios: la invasion perineural 3. Durante el andlisis histopatoldgico
inicial de los tumores, los patélogos deben reportar decenas de caracteristicas
histoldgicas importantes para orientar el prondéstico y la eleccion del tratamiento, por
lo que esto pudiera hacer que hallazgos como la LVI y la PNI pasen desapercibidos.
Ademas, la PNI es dificil de detectar en cortes histoldgicos tefiidos con H&E, ya sea
por el tamafo reducido de los nervios, el tamafio y el patrén de la infiltracion tumoral,
la alteracion del tejido adyacente al tumor, la densidad del infiltrado inflamatorio, entre
otros factores 662, S100 en un marcador de superficie membranal de la célula de
Schwann, por lo que su deteccion, mediante inmunohistoquimica, se ha considerado
un método eficaz para la deteccién de invasion perineural oculta en cancer oral 63,

En el presente estudio, no fue posible evaluar la concordancia de la deteccién
de la PNI entre el reporte original y la segunda revision de las ldminas (H&E), debido
a la definicion utilizada en el primero (dicotomica: si y no), asi como a la falta de su
reporte en algunos de los casos. Sin embargo, se encontr6 una concordancia
moderada (k= 0,41) entre la deteccion de PNI+H&E durante la revision de los casos y
la inmunotincién (PNI+S100). Debido posiblemente a que, en primer lugar, la
marcacion con S100 es mas precisa que la observacion de cortes coloreados con
H&E. Y, en segundo lugar, el uso de cortes histoldgicos seriados podria generar la
visualizacion de un pequefio nervio en un corte, pero no en el siguiente. Se ha
reportado gran variabilidad interobservador al evaluar la PNI, en laminas tefiidas con
H&E en OSCC, lo cual podria reflejar, la gran variedad de criterios utilizados para
definir su presencia. Chi et al., encontraron un acuerdo interobservador aceptable (k=
0,38) después de evaluar una encuesta con microfotografias enviada a patélogos
expertos para detectar la presencia de la PNI. Ademas, encontraron una concordancia

leve (k= 0,10) entre los criterios usados para definir la PNI, por lo que sugieren usar
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criterios mas objetivos, reproducibles y ampliamente aceptados para su evaluacion
146.

La deteccion de la PNI en OSCC y OTSCC varia entre los estudios que la
evallan con la tincién de rutina (H&E) (22,9 — 67.9%) 16.63.104,109,114,116-118,135 K rtz et
al. (2005) evaluaron 40 pacientes con OSCC, la mayoria localizados en lengua.
Reportaron la presencia de PNI en el 30% de los reportes originales, en el 62% al
realizar la relectura de las lAminas y en el 82% después de la marcacién con S100 ©2,
Del mismo modo, Schmitd et al., al evaluar laminas tefiidas con H&E de muestras de
OSCC, encontraron PNI presente en el 22,5% de los casos, posteriormente, tras la
tincion con el marcador S100, su deteccién aumenté a un 33,8% 63,

En este estudio la PNI se identifico en el 45% de los reportes originales y no
fue reportada en el 12,5% de los casos. Tras una segunda revision de las laminas
tefiidas con H&E su deteccion aumentd a un 78%. Pero, con la marcacion con S100,
este porcentaje fue del 75,3%. Esta diferencia puede deberse a la similitud de algunas
estructuras histoldgicas del tejido conectivo con los nervios, o el tamafio pequefio de
algunos de ellos, lo que podria dar lugar a resultados falsos positivos .62, Por otro
lado, también se evidencio un patrén de invasion predominante de la circunferencia
completa del nervio (35,6%) e intraneural (32,9%), los cuales tuvieron un menor
porcentaje de sobrevida a 5 afios. Los diversos patrones de la PNI (extraneural,
perineural e intraneural) pueden representar diversas etapas en la propagacion
tumoral, la cual es desencadenada por interacciones entre las células tumorales, el
tejido nervioso y el microambiente 7. Sugerimos, entonces, clasificar los hallazgos
de la PNI de acuerdo con el patrén de invasion para explorar su importancia en el
prondstico del cancer oral.

Por otra parte, también se ha reportado asociacion entre la presencia de PNI
en OSCC vy el estadio clinico, la clasificacion T (Tumor) y N (No6dulos) patologica
avanzada, el tamafio del tumor, los margenes comprometidos, la extension
extranodal, la pobre diferenciacion tumoral, la LVI y la mayor profundidad de invasion
117147 Sin embargo, también existen estudios que contradicen algunas de estas
asociaciones 663, En el presente estudio, s6lo se encontré asociacion entre la PNl y
el estadio clinico, el vaciamiento ganglionar, el grado de diferenciacion en el frente de
invasion tumoral y la presencia de LVI (p<0,05). No encontramos asociacion

estadisticamente significativa con variables como la localizacion y el tamafio del
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tumor, pero si una tendencia a presentar mayor porcentaje de PNI positiva en los
tumores localizados en la porcion movil de la lengua y >3 cm. A este respecto, Manjula
et al. Reportaron una asociacion entre PNI y el tamafio del tumor, pero cuando este
era >4 cm. Esto sugiere que los tumores mas grandes son mAas a propensos a
desarrollar PNI. También se reporté que no existié asociacién entre la PNI y el grado
de diferenciacion, pero si mayor porcentaje de PNI en tumores pobremente
diferenciados 7. En nuestro caso encontramos lo contrario, mayor PNI en los tumores
bien diferenciados. Por lo tanto, es necesario esclarecer la asociacion entre la PNI y
el grado de diferenciacion histolégica en estudios posteriores y dilucidar si la PNI es
un evento temprano o tardio en el proceso de diferenciacion de los tumores.

Respecto al prondstico y a la sobrevida, no encontramos una asociacion entre
la presencia de PNI con la muerte o recaida por el OTSCC (p=0,065), ni con la
sobrevida especifica de la enfermedad a 5 afios (p=0,099), pero si una tendencia a
menor porcentaje de sobrevida (DSS a 5 afios del 35%) en aquellos con PNI positiva.
Lo anterior coincide con otro estudio que evalué la presencia de PNI (S100) en 71
casos de OSCC y reportdé menor OS y menor DSS en casos con PNI positiva, aunque
no hubo diferencia estadisticamente significativa (p=0,098 y p=0,106,
respectivamente) 62,

Por el contrario, otros estudios han reportado que la PNI es un factor predictor
independiente para una menor sobrevida total y libre de enfermedad del OSCC
avanzado (HR=1.72; Cl 95% 1.10-2.70; p=0,01 y HR=1.58; Cl 95% 1.04-2.41; p=0,03
respectivamente) %4, como también para una menor sobrevida especifica del OSCC
(HR=1.57; 95%CI 1.06-2.31; p=0.02) y un menor intervalo libre de enfermedad
(HR=1.58; 95%CI 1.15-2.16; p=0.004) 199, Resultados similares se han reportado para
el OTSCC (DFS HR=1.9; 95%CI 1.4-2.6; p=0,001) 3. Mientras que, otros estudios
no han encontrado asociacién de la PNI con la sobrevida y el prondstico en OSCC
(OS HR=1.15; p= 0.81. DFS HR=1.03; p= 0.96. Mortalidad HR=2.4; IC 95% 0.5-10.6;
p=.25) 61.142 ni en OTSCC en estadios tempranos (recurrencia local HR=1.25; IC 95%
0.82-1.92. Mortalidad HR=0.87; IC 95% 0.51-1.48) 18, Esto podria reflejar la relacién
de la PNI con etapas avanzadas de la enfermedad. Por lo tanto, aun no hay un
consenso entre los estudios respecto al verdadero valor pronéstico de la PNl en OSCC
y OTSCC, pero los resultados en general de los estudios, incluido el presente, indican

la importancia de seguir explorando la PNI como un factor prondéstico.
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Apesar de que, en el presente estudio encontramos un gran porcentaje de PNI,
no evaluamos el calibre de los nervios y esto podria tener importancia respecto al
prondstico. Se sugiere, en estudios futuros, evaluar no solo la presencia de PNI, sino
el patrén de la invasion, la distancia tumor-nervio y el tamafio de los nervios
comprometidos, en busca de asociaciones con trascendencia clinica. Incluso, se ha
reportado la importancia de evaluar, el nimero de focos presentes y la localizacion
respecto a la masa tumoral para una adecuada estratificacién de la PNI y permitir su
asociacion con sobrevida y otros tipos de desenlace 7.

Por otro lado, la marcacion con S100 demostré ser un método Util, sensible y
especifico para la deteccion de nervios. En efecto, esta marcacion permitié identificar
la PNI en nervios de calibre pequefio, aun con baja magnificacion. La evaluacion de
la presencia de PNI mediante el uso de S100 incluso en biopsias para el diagnéstico
inicial, podria mejorar su deteccion en la fase diagndstica, lo cual podria influir en la
planeacién del tratamiento y en la cirugia definitiva. Esto, pues aquellos pacientes con
PNI podrian beneficiarse de un tratamiento quirirgico mas agresivo 2,

Por otra parte, se ha reportado que es mayor el riesgo de presentar LVI cuando
hay PNI presente (OR=19.6; 95% CI: 5.3 - 72.3; p=0,001) 7. En el presente estudio
se observo la presencia simultdnea de LVI+PNI en el 52,1% de los casos de OTSCC,
lo cual se asocid con el estadio clinico, la diseccion ganglionar, el grado de
diferenciacion, el compromiso de margenes y nddulos linfaticos (p<0,05). También se
encontré asociacion con la muerte o la recaida (p=0,039). Aunque en el analisis
univariado no encontramos asociacion con la sobrevida (p=0,085), si se observé un
mayor porcentaje de sobrevida especifica de la enfermedad a 5 afios en aquellos que
no presentaron ni LVI ni PNI (53%), y aquellos con presencia de solo una de ellas
(56%), en comparaciéon con aquellos con presencia simultanea de LVI y PNI (31%).

En lo concerniente a otros estudios, Chen et al. encontraron que un 18,5% de
casos con OSCC presentaron LVI y/o PNI principalmente cuando el tumor se localizé
en la lengua. Tampoco encontraron diferencias significativas en la sobrevida libre de
enfermedad a 5 afios (p=0,48), en la sobrevida total (p=0,25), ni en la recurrencia local
o regional %2, Esto probablemente se explica porque los casos correspondian a
estadios tempranos. Por esta razén, se deben validar estos resultados en estudios

gue evaluen todos los estadios y que incluyan un mayor niumero de casos de OTSCC.
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Con base en nuestros hallazgos, la marcacién de a-SMA y S100 mejora la
identificacion de la invasion linfovascular y perineural, no sélo definiendo el estatus de
presencia y ausencia, sino posibilitando el andlisis detallado del patron y la extensién
de la invasion. Mas alla de esto, el hallazgo de ambos tipos de invasién de manera
simultanea afecta el pronostico y reduce el porcentaje de sobrevida a 5 afios. El uso
rutinario de la inmunotincién en la fase diagndstica podria sugerir la posibilidad de
metéstasis ganglionar, orientar la eleccién de un tratamiento mas individualizado v,

con ello, mejorar la sobrevida de los pacientes con OTSCC.

6.3 Expresién de Biomarcadores y Sobrevida

En este estudio, seleccionamos los marcadores moleculares Ki-67, E-
cadherina, MMP-9 y a-SMA, descritos como parte de los 10 marcadores mas
estudiados por su valor pronéstico en OTSCC 8, y que reflejan dos sellos del cancer,
la insensibilidad a las sefales inhibidoras del crecimiento y la invasion tisular y la
metastasis ©°. Ki-67 es una proteina nuclear detectada en todas las fases activas del
ciclo celular 7>, y que ha sido usada para evaluar la proliferacién celular y la agresividad
tumoral del OTSCC. Sin embargo, la gran heterogeneidad en los datos de los
numerosos estudios impiden que exista la evidencia suficiente para considerar su
valor como marcador prondstico 8.

En este estudio, no se logré identificar una asociacion entre la expresion de Ki-
67 con el pronéstico (p=0,920) ni con la DSS (p=0,936). A este respecto en Colombia
s6lo se ha realizado un estudio incipiente de la expresién de Ki-67 en OTSCC sin
ninguln resultado concluyente 22,

Gontarz et al. (2015), reportaron que la alta expresiéon de Ki-67 en OSCC
(lengua y piso de boca) fue un factor predictor independiente para una menor
sobrevida a 5 afios (DSS y DFS) con un HR= 4.54 (95% Cl 1.91-10.78; p=0,001) en
el analisis multivariado, junto a otros factores como la localizacion en la lengua (HR=
4.18; p=0,002) y el compromiso de los nédulos linfaticos (HR=2.38; p=0,033) 3. Yu
et al., en el mismo afio, concluyeron que la sobreexpresion de Ki-67 se asocié con un
OTSCC mas agresivo y de peor pronéstico (OS p=0,06. RFS, p=0,041). Ellos,
ademas, encontraron una expresion alta de Ki-67 en el 24% de los casos, y asociacion

con el tamafio y con el grado de diferenciacién del tumor (p< 0,05) "4. Por el contrario,
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Hwa et al. (2015), no encontraron ninguna asociacion (p=0,450) de la expresion de Ki-
67 con caracteristicas clinicopatologicas ni con la sobrevida (DSS) en 25 pacientes
con OTSCC #, al igual que en otros estudios mas recientes que evaluaron su
expresion en OSCC 838 E| valor prondstico de Ki-67 en cancer oral aln es
controversial en la literatura.

Como es sabido, la transicion epitelio mesénquima (EMT) consiste en la
expresion reducida de marcadores epiteliales y el aumento en los marcadores
mesenquimales; y es considerada un paso clave en la carcinogénesis, la invasion, la
metastasis y es predictor de la progresion en el OTSCC %, La coexpresion de E-
cadherina/vimentina ha sido evaluada en OTSCC, encontrando que, en el frente de
invasion tumoral, la expresién de E-cadherina disminuye mientras que la de vimentina
aumenta durante la EMT y este hallazgo se correlaciona con etapas avanzadas de la
enfermedad 148149,

En el presente estudio, la E-cadherina fue expresada en todos los casos de
OTSCC, la mayoria de ellos, con una expresidon moderada a intensa (63%). Sin
embargo, no se evidencié asociacién entre la expresion de E-cadherina con el
pronéstico (p=0,203), con la sobrevida (DSS p=0,143), como tampoco con las
caracteristicas clinicas e histopatoldgicas en general, excepto para el grado de
diferenciacion, en donde los tumores bien diferenciados presentaron principalmente
expresién moderada a intensa del marcador (p=0,009).

Un estudio reportdé conservaciéon de la expresiéon de E-cadherina en la
membrana de las células tumorales del OTSCC en el 68,5% de los casos, mientras
gue su ausencia se observé en el 16,6% de los casos. Ademas, la expresion de este
marcador se asocié con el grado de diferenciacién del tumor (p=0,007), mientras que
su ausencia, en el frente de invasion tumoral, se relaciond con una mayor recurrencia
nodal y locoregional (p=0,028), asi como, una menor sobrevida (DFS, p=0,018). Tras
el analisis univariado y multivariado, se evidencié un aumento del riesgo de una menor
sobrevida (DFS, HR = 1.566; p= 0.045y OS, HR = 1.224; p= 0.003) respectivamente,
cuando la E-cadherina no se expresaba en la membrana de las células tumorales del
frente de invasion 4°. Resultados similares a otros estudios en OTSCC 30136 | yo et
al., realizaron un metandlisis de la expresién de E-cadherina y el prondstico de OSCC.
Después de calcular el riesgo de la baja expresion de E-cadherina para la sobrevida
total (HR=0,65; 95% CI 0.52-0.80; p<0,001), concluyeron que la expresion reducida
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de este marcador parecia asociarse con menor sobrevida, en contraste con aquellos
con expresion normal o alta del mismo 10,

Respecto a la asociacién encontrada entre la expresion de la E-cadherina y el
grado de diferenciacion tumoral, Liu et al. (2017) reportaron al igual que en este
estudio, que la alta expresion de E-cadherina, se asocié con mayor grado de
diferenciacion tumoral (p<0,001), ademas de asociarse con el estadio avanzado
(p=0,0013) y la metéstasis a nédulos linfaticos (p=0,007) 1%¢. Resultados similares a
los reportados por otros estudios 148151-153, Esto podria explicarse, como pudiera ser
previsto, por la relacion entre el grado de diferenciacion epitelial y la expresion de
moléculas de adhesion celular. Por lo tanto, es de esperarse una mayor expresion de
la E-cadherina en OTSCC bien diferenciados, ya que es una neoplasia que conserva
la cohesividad intercelular y son menos invasivos que los pobremente diferenciados.

En nuestro estudio no se observd asociacion entre la expresion de la E-
cadherina con la positividad de los nodulos linfaticos. Al igual que otros estudios
previos en OSCC 151,152,154,

Para finalizar, Sgaramella et al. (2018) reportaron diferencias en la expresion
de E-cadherina en tejido tumoral de OTSCC, segun el origen étnico y geografico
(Escandinavia y sur de Italia). Ellos reportaron mayor proporciéon de alta expresion de
dicho marcador en pacientes suecos que en italianos (p=0,039), la cual se asoci6 a
una menor sobrevida (0=0,016). Por lo tanto, lo anterior resalta la necesidad de tener
en cuenta la influencia de la variacion étnica y geogréafica de los pacientes con
OTSCC, al comparar los resultados de los estudios respecto a la expresion de E-
cadherina y el resultado clinico asociado 15,

El proceso de la tumorigénesis en el OTSCC también involucra la destruccion
de la matriz extracelular. Es sabido que las metaloproteinasas de la matriz (MMP-1,
MMP-2, MMP-9, MMP-11) producidas tanto por las células tumorales como por las del
estroma, se encargan de la degradacion de la matriz extracelular y, por ende, facilitan
la migracion y la liberacion de factores de crecimiento, lo que promueve la invasion y
la metastasis %%, En el caso del OTSCC, por ejemplo, se ha descrito la
sobreexpresion del ARNm de MMP-9 en el tejido tumoral 4°.

En el presente estudio, el 89% de los tumores evaluados expresaron el
marcador MMP-9, de los cuales el 38,4% tuvieron una expresion leve del marcador
por las células tumorales. Solo hubo asociacion entre la expresion de MMP-9 y la



95

clasificacion T patologica (p=0,011), donde a mayor T patolégica mayor fue la
expresion del marcador. Respecto al prondstico, no se vio afectado por la expresion o
falta de expresion de la MMP-9 (p=0,874). Si bien, la sobrevida y la expresion del
marcador no tuvieron asociacion (p= 0,590), si se evidencio el doble de porcentaje de
sobrevida especifica a la enfermedad a 5 afios entre aquellos con expresion negativa
o leve del marcador.

Mékinen et al. (2012), encontraron de manera similar, la expresion de MMP-9
en el 83% de 70 OTSCC en estadios tempranos. Ademas, reportaron una frecuencia
superior de células inmunopositivas con expresion moderada (44%) del marcador, y
ninguna asociacién con las caracteristicas clinicopatolégicas ni con el prondstico 1%,
En general sus hallazgos concuerdan con nuestros resultados. Sin embargo, hay que
tener en cuenta, que soélo evaluaron tumores en estadios tempranos, y que, la
evaluacion de la inmunopositividad que usaron solo consideraba la cantidad de células
expresada en porcentaje, mientras que en este estudio se utilizé un puntaje resultado
de la multiplicacién de la cantidad por la intensidad, que ha sido ampliamente usado
en este tipo de estudios. Estudios mas recientes 190133 han fallado también en
encontrar una asociacion entre la expresion de MMP-9 y las caracteristicas
clinicopatologicas y la sobrevida del OSCC.

Por el contrario, Miranda et al. (2017), encontraron asociacion estadisticamente
significativa entre la expresion de dicho marcador y el sitio anatémico (OSCC la
mayoria en lengua), tamafio del tumor, nédulos con metastasis y estadio clinico, pero
no con la sobrevida . Del mismo modo, otro estudio reporté asociacién entre una
mayor expresion de MMP-9 y los nodulos linfaticos positivos, junto con una menor
sobrevida (OS) *7. Thangaraj et al. (2016), reportaron un 81,4% de casos de OTSCC
con alta expresion de MMP-9, la cual se asocié con un mayor grado de diferenciacion
histol6gica del tumor (p=0,026), fracaso del tratamiento (p=0,000) y el patrén de
recurrencia (p=0,006). También encontraron que los pacientes con alta expresion de
MMP-9 tuvieron mayor riesgo de tener una menor sobrevida (DFS HR=2.259; IC 95%
1.022-4.997; p=0,044), mientras que los que presentaron baja expresion del marcador
tuvieron una mayor sobrevida (p= 0,029) 4°.

Otros estudios también han encontrado asociacion entre la expresion de MMP-
9 y algunas caracteristicas clinicopatoldgicas, y con el prondéstico y la sobrevida del
OTSCC 101158 Adicionalmente, Aparna et al. (2015), un 100% de sensibilidad y 83%
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de especificidad de la expresion de MMP-9 para la recurrencia del tumor, y 88,9% de
sensibilidad y 88% de especificidad para la metastasis, concluyendo que es un buen
marcador de prondstico en pacientes con OTSCC 101, Esta diferencia en los
resultados, podria atribuirse a que en algunos estudios se evalud la expresion del
marcador en las células tumorales, mientras que, en otros no separaron la expresion
intratumoral del estroma asociado. También se usaron diferentes sistemas y puntos
de corte, para evaluar la positividad de la expresiéon de MMP-9, y esto dificulta la
comparacion directa de los resultados.

Una de las células mas representativas y estudiadas del estroma en cancer oral
es el fibroblasto. Las células cancerosas liberan Factor de Crecimiento Transformante
beta (TGF-B) y de esa manera los fibroblastos adquieren un fenotipo activado
denominado fibroblasto asociado a cancer (CAF’s), fibroblasto asociado a tumor
(TAF's), fibroblasto peritumoral, miofibroblasto, entre otros 7'. La alfa actina de
musculo liso (a-SMA) es un marcador expresado por células musculares lisas
vasculares, pericitos y células mioepiteliales y, a pesar de no ser un marcador
especifico para CAF's, ha sido ampliamente utilizado para caracterizarlos
92,110,137,159,160 - Ademas, existe una expresion diferencial del marcador mesenquimal
a-SMA entre fibroblastos normales y CAF’s, que componen el microambiente tumoral
(TME). Asimismo, un incremento en los CAF’s se relaciona con el inicio y la progresion
tumoral, a través de la transicion epitelio-mesénquima (EMT) y del mejoramiento en
el potencial migratorio de las células en el OTSCC, afectando el prondstico 110159 g,
inclusive, confiriendo quimio-resistencia a las células tumorales 162,

En este estudio, la expresion del marcador a-SMA fue negativa en el 41,1% de
los casos. Ademas, en aquellos donde esta fue positiva, la mayoria tuvieron expresion
leve (31,5%), lo cual concuerda con estudios previos 1113, Pero, no se encontr6
asociacion entre la expresion de a-SMA y la muerte o recaida por OTSCC (p=0,483),
ni con la sobrevida (DSS p= 0,074). Lo que si se encontrd, fue un menor porcentaje
de sobrevida a 5 afios cuando la expresion del marcador fue moderada a intensa
(27%). Por otro lado, al analizar la expresion de la a-SMA frente a otras caracteristicas,
se encontrd asociacion entre la ausencia de expresion del marcador con la presencia
de invasion linfovascular y perineural (LVI+PNI p=0,002; PNI p=0,022), resultados
completamente opuestos a los esperados, y que se presume, obedecen a una

asociacion aleatoria. Del mismo modo, otros estudios no han encontrado asociacion
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entre la presencia de CAF a-SMA*y la sobrevida del OSCC y OTSCC. Cabe resaltar,
que dichos estudios sélo evaluaron estadios tempranos 113162163 Mientras que otro
estudio, encontré asociacion entre la presencia de CAF's y la sobrevida del OSCC
pero solo en pacientes jovenes (<45 afos) .

Ding et al. por el contrario, reportaron una relacion positiva entre la densidad
alta de CAF a-SMA™"y la metastasis a nédulos linfaticos cervicales y linfangiogénesis
intratumoral en el OTSCC. Ademas, en los casos con clasificacion TNM avanzada,
dicha densidad celular se ha asociado con una menor sobrevida total. Por lo tanto,
una expresion alta del marcador en el frente de invasion se ha considerado una sefal
de la EMT, asi como un factor prondstico independiente para la sobrevida 3.
Resultados que concuerdan con multiples estudios previos 111:112.114.164-166 Bg||o et al.
también encontraron que un TME rico en CAF a-SMA®* tuvo el impacto mas
significativo en la mortalidad de pacientes con OTSCC (HR=4.85; 95% CIl 1.41-16.6),
pero no realizaron analisis de asociacién con paradmetros clinicopatolégicos. Pese a
ello, recomiendan realizar una evaluacion rutinaria de la densidad de CAF a-SMA*
para determinar el prondstico del OTSCC 138,

En una revision sistematica realizada por Dourado et al. reportaron que la
presencia de altos niveles de CAF a-SMA* en el estroma en OSCC predijo una menor
sobrevida total y libre de enfermedad (OS HR: 2.16, 95% CI. 1.60-2.92, p< 0,00001.
DFS HR = 3.32, 95% CI: 2.09-5.26, p< 0,00001). Ademas, su presencia fue frecuente
en asociacion con otros pardmetros que empeoran el pronéstico del OSCC, como el
estadio avanzado, la recurrencia, el grado de diferenciacién del tumor, la profundidad
de la invasion, la invasién vascular, linfatica y perineural, y la extension extranodal 88.

En resumen, nuestros resultados mostraron que las caracteristicas
clinicopatologicas, tales como, un estadio clinico avanzado, la localizacion del tumor
en la base de la lengua, el mayor tamafio del tumor, el compromiso de los margenes
y nodulos linfaticos, la mayor clasificacion patoldgica TNM, el grado de diferenciaciéon
pobre, y la presencia de invasion linfovascular y perineural; afectan negativamente el
prondstico y la sobrevida de los pacientes con OTSCC en esta poblacion de Colombia
como lo reportado en otras del mundo. Por el contrario, no fue posible establecer una
asociacion entre la expresiéon de los marcadores moleculares evaluados con el
desenlace del OTSCC.
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Con base en nuestras observaciones, se sugiere en futuros estudios,
estratificar la localizacion del cancer oral, ya que, como fue mencionado
anteriormente, el cancer de lengua y de piso de boca se consideran de
comportamiento mas agresivo. También, considerar todos los estadios clinicos y
patolégicos, y realizar un analisis por separado para los estadios tempranos y
avanzados. Ademas, utilizar sistemas de clasificacion validados en varios estudios,
para definir las multiples caracteristicas histopatoldgicas y, realizar la evaluacion no
solo del tumor sino del frente de invasion tumoral. Por Gltimo, las discrepancias entre
los resultados también dependen de las diversas definiciones para la sobrevida
usadas (sobrevida total, especifica de la enfermedad, libre de enfermedad, libre de
recaida, etc), las cuales deben ser estandarizadas y reportadas, en lo posible, por
todos los estudios para permitir su comparacion. Uno de los factores de mayor
variabilidad y, que debe unificarse para poder establecer asociaciones confiables, es
el método de cuantificacion (cuantitativa, semicuantitativa) de la inmuno-reactividad
para los marcadores y los diferentes valores de corte para definir si la expresion fue
negativa o positiva, baja o alta, o el uso de escalas. En ultima instancia, también debe
considerarse las diferentes poblaciones evaluadas y las caracteristicas genotipicas y
fenotipicas propias que también podrian influir en el comportamiento bioldgico de los

tumores.

6.4 Limitaciones

Este estudio tiene las limitaciones propias de un estudio de sobrevida de indole
retrospectivo. El principal, el sesgo de informacién, propio del analisis de las fuentes
de informacién secundarias, tal como la historia clinica y el reporte del laboratorio de
patologia. Por ejemplo, en ellas no suelen encontrarse ciertos datos que podrian ser
valiosos en las investigaciones de prondstico de cancer oral, como la presencia de
habitos (consumo de tabaco y alcohol principalmente), incluida su frecuencia y dosis
de consumo, los antecedentes de inmunizacién o lesiones por Virus del Papiloma
Humano, y los antecedentes familiares de cancer, entre otros.

También es de anotar que, si bien este estudio abarcé un periodo de 10 afios, la
informacion del seguimiento en las historias clinicas estaba incompleta, muchas veces

debido a que los pacientes provenian de otras regiones y pertenecian a otras
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instituciones prestadoras de servicios de salud, y no regresaban a la institucion
después del tratamiento. Un aspecto fundamental que imposibilitd hacer el
seguimiento de los casos perdidos es que, en Colombia, el Departamento
Administrativo Nacional de Estadistica (DANE), anonimiza los casos de nacimientos y
defunciones, y la Registraduria Nacional del Estado Civil s6lo permite el acceso al
certificado de defuncidén, con toda la informacion de la causa de muerte, al conyuge
sobreviviente y a los parientes mas cercanos.

Por otra parte, el analisis histopatoldgico inicial, consignado en el reporte original,
fue realizado por patélogos diferentes, lo que adiciona un sesgo de observacion a
dichos datos. Sin embargo, este fue controlado a través de una segunda revision
realizada por los pat6logos pertenecientes al equipo de investigacion.

También, consideramos que pudo existir un sesgo de seleccién en lo concerniente
a los analisis de inmunohistoquimica, puesto que estos se realizaron solo en uno de
los bloques de tejido de cada caso. Ademas, los diagndsticos de carcinoma in situ no
pudieron ser tenidos en cuenta para dicho analisis, con el objetivo de evitar emplear
la totalidad del tejido disponible. Adicionalmente, hubo pocos casos antiguos que
representaran los primeros afios del periodo de seguimiento.

A pesar de realizar un censo inicial de todos los pacientes con OTSCC que
consultaron en el Instituto de Cancerologia Clinica las Américas durante el periodo de
2008 a 2017, al aplicar los criterios de inclusion y exclusion, se obtuvo un tamafio de
la muestra relativamente pequefio, o que pudo impactar en el poder estadistico para
detectar algunas asociaciones.

Respecto a la evaluacién de la inmuno-reactividad de los marcadores moleculares,
se definié un valor de corte con base en la mediana, para clasificar su nivel de
expresion y compararlo con la sobrevida, lo cual podria considerarse un parametro
mas objetivo que simplemente agrupar los niveles de expresiéon por puntajes de una
escala. Sin embargo, esta clasificacion varid entre los estudios y dificulté la
comparacion directa de los resultados.

Se sugieren estudios futuros con mayor tamafio muestral, prospectivos y
multicéntricos, para establecer un modelo predictivo que explore las relaciones entre
las caracteristicas sociodemograficas, clinicas, histopatolégicas y la expresién de
marcadores moleculares, en especial con la presencia de invasion linfovascular y

perineural, que permita estratificar a los pacientes con OTSCC en diferentes grupos
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de riesgo respecto al prondstico y a la sobrevida, lo cual podria orientar un abordaje
terapéutico individualizado y efectivo. A pesar de las multiples limitaciones de este
estudio, es el primero en su tipo realizado en la poblacién colombiana, permitiendo su
caracterizacion y abriendo la puerta hacia futuras investigaciones, ademas de permitir

una comparacion inicial respecto a lo explorado ampliamente en otras poblaciones.
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7 CONCLUSION

Las caracteristicas clinicopatoldégicas como, el estadio clinico avanzado, la
localizacion del tumor en la base de la lengua, el mayor tamafo del tumor, el
compromiso de los margenes y de los noédulos linfaticos, la mayor clasificacion
patolégica TNM, el grado de diferenciacion pobre y, la presencia de invasion
linfovascular y perineural, tuvieron un impacto negativo en el pronéstico y una menor
sobrevida especifica de la enfermedad en los pacientes con OTSCC. Otras
caracteristicas como el estado civil y la intensidad del infiltrado inflamatorio también
se asociaron con un desenlace desfavorable y valdria la pena explorarlos en futuros
estudios. En este estudio no se logro establecer la utilidad prondstica de la expresion
de los marcadores moleculares Ki-67, E-cadherina, MMP-9 y a-SMA en el OTSCC.
Por otro lado, el estadio clinico avanzado, la localizacion del tumor en la base de la
lengua y el grado de diferenciacion pobre demostraron ser factores predictores
independientes para una menor sobrevida. Debe confirmarse la utilidad pronéstica de
la presencia simultanea de invasién linfovascular y perineural, en un intento para
realizar una clasificacion mas detallada e informativa de los tumores, de manera que

pueda orientar la seleccion de la estrategia terapéutica.
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APENDICE

APENDICE A - Gréaficas de sobrevida para las variables sociodemogréficas y clinicas

qgue no fueron estadisticamente significativas.
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APENDICE B - Gréficas de sobrevida para las variables histopatolégicas que no fueron estadisticamente significativas.
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comparadas por A. Extension extranodal. B. Invasion linfovascular. C. Invasion perineural. D. Invasion linfovascular y perineural. E. Intensidad

del infiltrado inflamatorio. F. Tipo de infiltrado inflamatorio.
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APENDICE C - Gréficas de sobrevida para la expresion de marcadores que no fueron

estadisticamente significativas.
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