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RESUMEN

INTRODUCCION

El carcinoma escamoso (CE) lingual es una de las neoplasias mas frecuentes de
la cavidad oral. Presenta mayor agresividad que otros tumores en esta area debido a su
rapida invasion local, su elevado indice de diseminacion a los ganglios linfaticos
cervicales y su alta tasa de recidiva. Es importante diferenciar la lengua oral
(correspondiente con los dos tercios anteriores), de la base lingual (incluida en la
orofaringe), puesto que el estadiaje, las vias de diseminacion linfatica y el tratamiento de
los tumores difiere entre ambas regiones anatomicas. Las metéstasis linfaticas cervicales
constituyen el parametro mas determinante en la evolucion y la supervivencia. Se estima
que incluso en estadios precoces (T1/T2 NO MO0), entre un 20% y un 40% de los pacientes
presentan metastasis ocultas no detectadas con la exploracion clinica y las pruebas de
imagen. Resulta necesario, por tanto, encontrar factores histologicos féaciles de analizar y
reproducibles que nos aproximen a detectar comportamientos bioldgicos de mayor
agresividad, principalmente en estadios tumorales precoces. Hallazgos histolégicos que
puedan ser estudiados en las biopsias preoperatorias, permitiendo predecir la posibilidad
de metéastasis linfaticas en pacientes con cuellos clinico-radioldgicos negativos, guiando

el sucesivo tratamiento y estadificando el riesgo, sobre todo, en etapas tempranas.

El Tumor Budding (TB), constituye un hallazgo histolégico definido como la
presencia de células tumorales aisladas o formando pequefios grupos celulares (de hasta
5 células) en el frente de invasion del tumor. La existencia de un alto indice de TB se
asocia con un comportamiento tumoral mas agresivo. Estas células, separadas de la masa
tumoral principal, representan dos propiedades: una pérdida de cohesion celular y un
aumento de la capacidad de invasion. Se ha relacionado el comportamiento biolégico de
estas células con la transicion epitelio-mesenquimal (TEM), fendmeno mediante el cual
las células epiteliales pierden su polaridad y sus uniones intercelulares adquiriendo un
fenotipo mesenquimal, dotandolas de mayor capacidad de invasion. EI TB ha sido
ampliamente estudiado en neoplasias de estirpe epitelial como el cancer colorrectal,
cancer esofagico o el cancer de pulmdn, correlacionando su presencia con un aumento

del riesgo de metéstasis linfaticas locorregionales, aumento de las recidivas y
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disminucién de la supervivencia. Actualmente, la International Union Against Cancer
(UICC) ha establecido el indice de TB como factor prondstico independiente adicional

en el carcinoma colorrectal.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

Nuestra hipdtesis de trabajo se basa en que la presencia de un alto indice de Tumor
Budding se asocia con un comportamiento tumoral mas agresivo, aumentando el riesgo
de metéstasis linfaticas en los ganglios cervicales y disminuyendo el tiempo libre de
enfermedad y la supervivencia. El presente trabajo se ha realizado con el fin de obtener
mas informacion sobre el papel que juega el TB en el cancer escamoso de lengua oral

diagnosticado en estadios iniciales y, para ello, se han planteado los siguientes objetivos:

e Objetivo 1: Analizar la metodologia diagndstica del TB.

e Objetivo 2: Analizar la relacion existente entre las caracteristicas clinicas e
histoldgicas del tumor primario y el indice de Tumor Budding.

e Objetivo 3: Analizar las caracteristicas inmunohistoquimicas (E-Cadherina, Kl-
67) presentes en el frente de invasion tumoral y su relacion con el indice de TB

e Obijetivo 4: Analizar el significado pronostico del indice de TB en relacién con la
aparicion de metastasis linfaticas cervicales

e Objetivo 5: Analizar la repercusion del indice de TB sobre el tiempo libre de

enfermedad y la supervivencia.

MATERIAL Y METODOS

Realizamos un estudio observacional, de tipo longitudinal retrospectivo de una
serie de casos (61casos) de carcinoma escamoso de lengua oral en estadios iniciales
clinico-radioldgicos intervenidos por el servicio de Cirugia Maxilofacial del Hospital
General Universitario Gregorio Marafion. Tras establecer los criterios de inclusion y
exclusion, se obtiene un tamafio muestral final de 61 pacientes. En una primera fase, se
analizaron las muestras histologicas convencionales correspondientes con las piezas
tumorales. En una segunda fase, se realizO un estudio mediante técnicas
inmunohistoquimicas (Citoqueratina A1/AE3, E-cadherina, Ki-67), de las secciones

correspondientes con el frente de invasién tumoral de cada pieza quirtrgica. En la fase

2
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analitica, se establecid una significancia estadistica para valores P inferiores a 0,05. El

anélisis estadistico se realizé con el software SPSS version 25.0.

RESULTADOS

El tiempo de seguimiento medio de la poblacion a estudio fue de 47,42 meses
(rango entre 1 y 113 meses). 15 enfermos presentaron una recidiva loco-regional
(24,59%) y 5 desarrollaron enfermedad a distancia (8,19%). 12 pacientes fallecieron
(19,67%) de los que 8 fue debido a la enfermedad, 2 a carcinomas de otras localizaciones,

1 aunaneumoniay otro cuya causa de fallecimiento no esta recogida en la historia clinica.

Los resultados revelan que hay una distribucion significativa distinta en los
niveles de concordancia y no concordancia entre la tincién con Hematoxilina-Eosina 'y su
posterior confirmacion mediante estudio inmunohistoquimico con Citoqueratina A1-AE3
entre los grupos TB 1 (baja intensidad, <5 buds) y TB2 (alta intensidad, >5 buds),
observandose un 100% de confirmacion en el grupo TB1, mientras que ese porcentaje
cae al 89% en el TB2 (p=0.046)

Encontramos una asociacion estadisticamente significativa entre el indice de TB
y la profundidad de invasion tumoral (p< 0,01), la invasion perineural (p< 0,01), la
expresion de E-Cadherina (p< 0,01) y el indice de proliferacion medido mediante Ki-67
(p<0,01) a nivel del ITF.

En relacion a la presencia de metastasis linfaticas cervicales, encontramos una
asociacion estadisticamente significativa entre la aparicion de las mismas y la
profundidad de invasion tumoral (p=0,04), la infiltracion perineural (p=0,02), el indice
de TB (p< 0,01), la expresién de E-cadherina (p< 0,01) y el indice de proliferacion Ki-67
(p< 0,01). En el analisis de regresion logistica binaria, el Unico factor histologico que

pudo ser considerado como factor pronéstico independiente fue el indice de TB.

En cuanto al tiempo libre de enfermedad y la supervivencia, no encontramos

relacion con el indice de TB.
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CONCLUSIONES

1. El andlisis del tumor Budding, sobre inmunotinciones con citoqueratina Al-
AE3, presenta una mayor facilidad diagnostica, precision y reproducibilidad
frente a su estudio sobre muestras tefiidas con Hematoxilina-Eosina

2. Elindice de TB se asocia con la profundidad de invasion tumoral y la invasion
perineural.

3. Loscasos con alto indice de Tumor Budding se asociaron con una disminucion
en la expresion de E-cadherina en el frente de invasion tumoral.

4. Los casos con alto indice de Tumor Budding se asociaron con un aumento del
indice de proliferacion celular medido mediante Ki-67

5. El indice de Tumor Budding es un factor pronéstico independiente sobre la
presencia de metastasis linfaticas cervicales.

6. No encontramos relacion entre el indice de Tumor Budding y el tiempo libre

de enfermedad ni la supervivencia.
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SUMMARY

INTRODUCTION

Tongue squamous cell carcinoma is one of the most common tumors within the
oral cavity, demonstrating heightened aggressiveness compared to other oral tumors. Its
rapid local invasion, high rate of spread to cervical lymph nodes, and frequent recurrence
contribute to its clinical challenge. Distinguishing between the oral tongue (anterior two-
thirds) and the tongue base (part of the oropharynx) is crucial due to variations in staging,
lymphatic dissemination pathways, and treatment modalities for tumors in these distinct
anatomical regions. Cervical lymph node metastases play a pivotal role in the disease
evolution and survival rates. Even in early stages (T1/T2 NO), 20-40% of patients exhibit
occult neck metastases undetectable by clinical examination and imaging tests. Thus,
identifying reproducible histological factors, especially in preoperative biopsies, is

essential to predict aggressive behaviors and guide appropriate treatment strategies.

Tumor Budding (TB) is a histological finding characterized by isolated tumor
cells or cell clusters (up to 5 cells) at the invasive tumor front. A high TB index is
associated with more aggressive tumor behavior, reflecting loss of cell cohesion and
increased invasion capacity. These characteristics are linked to the epithelial-
mesenchymal transition, wherein epithelial cells lose polarity and intercellular junctions,
acquiring a mesenchymal phenotype with enhanced invasive capabilities. TB has been
extensively studied in various cancers, including colorectal, esophageal, and lung
cancers, demonstrating correlations with increased risk of lymphatic metastases, higher
recurrence rates, and reduced survival. Currently, the International Union Against Cancer
(UICC) recognizes TB as an additional independent prognostic factor in colorectal

carcinoma.

OBJECTIVE
Our working hypothesis is grounded in the association between a high Tumor
Budding index and aggressive tumor behavior, specifically increasing the risk of

lymphatic metastasis in cervical nodes while decreasing disease-free time and overall
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survival. This study aims to provide comprehensive insights into the role of TB in

squamous cell cancer of the oral tongue during its initial stages. The include:

e Objective 1: Analyzing the diagnostic methodology of TB

e Objective 2: Investigating the relationship between clinical and histological
characteristics of the primary tumor and the TB index.

e Objective 3: Examining immunohistochemical characteristics (E-Cadherin, KI-
67) in the tumor invasion front and their correlation with the TB index.

e Objective 4: Assessing the prognostic significance of the TB index in relation to
cervical lymphatic metastases.

e Objective 5: Analyzing the impact of the TB rate on disease-free time and survival.

MATERIAL AND METHOD

We conducted an observational, longitudinal, retrospective study involving 61
cases of oral tongue squamous cell carcinoma in initial clinical-radiological stages. These
cases were treated by the Maxillofacial Surgery service at the Gregorio Marafion General
University Hospital. After establishing inclusion and exclusion criteria, the final sample
comprised 61 patients. The study involved the analysis of conventional histological
samples in the first phase, followed by immunohistochemical techniques (Cytokeratin
A1/AE3, E-cadherin, Ki-67) in the second phase. Statistical analysis was performed using

SPSS version 25.0 software, with significance set at P < 0.05.

RESULTS

The mean follow-up time for the study population was 47.42 months (range: 1-
113 months). Of the patients, 24.59% experienced loco-regional recurrence, and 8.19%
developed distant disease. A total of 19.67% of patients died, with 8 deaths attributed to
the disease, 2 to carcinomas in other locations, 1 to pneumonia, and 1 with an unrecorded

cause of death.

The results indicate a significantly different distribution in the levels of
agreement and non-agreement between Hematoxylin-Eosin staining and subsequent

confirmation by immunohistochemical study with Cytokeratin A1-AE3. This distinction
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is observed between low intensity (<5 buds) and high intensity (>5 buds) groups, with a
100% confirmation rate in the TB1 group, decreasing to 89% in TB2 (p=0.046).

A statistically significant association was found between the TB index and
depth of tumor invasion (p < 0.01), perineural invasion (p < 0.01), E-Cadherin expression
(p < 0.01), and Ki-67 proliferation index (p < 0.01) at the invasive tumor front level.
Regarding cervical lymphatic metastases, a statistically significant association was
observed with the depth of tumor invasion (p=0.04), perineural infiltration (p=0.02), TB
index (p < 0.01), E-Cadherin expression (p < 0.01), and Ki-67 proliferation index (p <
0.01). In binary logistic regression analysis, the only histological factor considered an
independent prognostic factor was the TB index. However, no relationship was found

between the TB index and disease-free time or survival.

CONCLUSION:

1. Immunostaining with cytokeratin A1-AE3 enhances diagnostic rates, precision
and reproducibility in Tumor Budding analysis compared to Hematoxylin-Eosin
staining.

2. The TB index correlates with the depth of tumor invasion and perineural
invasion.

3. Cases with a high TB index are associated with decreased E-cadherin
expression in the tumor invasion front.

4. Cases with a high TB index were associated with an increased cell proliferation
index measured by Ki-67

5. The Budding Tumor Index is an independent prognostic factor for the presence
of cervical lymphatic metastases.

6. No relationship was found between the TB index and disease-free time or

survival.
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2.1 ASPECTOS GENERALES

2.1.1 Recuerdo embrioldgico y anatomico de la lengua

La lengua es un 6rgano muscular cuyo desarrollo comienza en el embrion al final
de la cuarta semana. El primer signo de su formacion es la aparicion de una prominencia
media, denominada tubérculo impar y, a ambos lados del mismo, la aparicién de dos
prominencias denominadas protuberancias linguales laterales, fruto de la proliferacion
mesenqguimal del primer arco faringeo. Estas estructuras daran lugar al cuerpo o porcion
movil de la lengua. Al mismo tiempo, la proliferacion mesenquimal del segundo, tercer
y porcion anterior del cuarto arco faringeo constituyen la copula o eminencia
hipobranquial, que dara lugar a la base o porcion fija de la lengua. La porcién més
posterior de mesénquima del cuarto arco faringeo, denominada protuberancia epiglética,
dard lugar a laepiglotis (Figura 1). El epitelio de la lengua tiene doble origen, ectodérmico

o bucal y endodérmico o faringeo®.

) Tubérculo impar
Protuberancia lingual lateral

Cuerpo de la lengua
Surco terminal

Amigdala
Copula palatina
(eminencia -} 4
hipobranquial) || a & Raiz de lalengua

Protuberancia ~

epightica Epiglotis

Figura 1: Desarrollo Embrioldgico del 6rgano lingual

Por lo tanto, una vez completado su desarrollo, podemos dividir el 6rgano lingual
en dos partes: una “lengua oral 0 maévil”, que pertenece a la cavidad oral y se corresponde
con los dos tercios anteriores (puntay el cuerpo de la lengua), y una “lengua faringea, fija
0 base”, perteneciente a la orofaringe, correspondiente con el tercio posterior. Esta
separacion anatdmica es muy relevante, puesto que las vias de diseminacion, el estadiaje

y el tratamiento de los tumores, difiere, entre ambas regiones?=.

A nivel muscular, diferenciamos la musculatura intrinseca lingual, sin relacion

con ninguna otra estructura, compuesta por los musculos longitudinal superior, inferior,
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vertical y transverso, y cuya principal funcion es cambiar la forma de la lengua; mientras
que la musculatura extrinseca, compuesta por musculos que se originan fuera de la lengua
y se insertan en ella (geniogloso, estilogloso, palatogloso e hiogloso) tiene como principal

funcion cambiar la posicién de la misma?3.

La inervacion motora corre a cargo del nervio hipogloso, a excepcion del musculo
palatogloso, que es inervado por el plexo faringeo y la rama craneal del nervio espinal.
La inervacién sensitiva para las sensaciones de temperatura y tacto, en los dos tercios
anteriores, depende del nervio lingual (tercera rama del nervio trigémino) y la gustativa,
através del nervio cuerda del timpano (rama del nervio facial). El tercio posterior depende

casi en exclusiva del nervio glosofaringeo?.

El aporte vascular arterial se realiza a través de las ramas linguales dorsales,
profundas y sublinguales, que derivan de la arteria lingual, rama de la carétida externa.
El drenaje venoso se realiza a traves de las venas linguales dorsales y profundas, que

desembocan en la vena yugular interna a través, generalmente, del troco tirolinguofacial?.

2.1.2 Epidemiologia

El cancer de cabeza y cuello representa la sexta neoplasia maligna més frecuente
a nivel mundial, siendo mas del 95%, carcinomas de células escamosas (CCE)*. El cancer
de cavidad oral, incluyendo labio, representa un tercio de todos los tumores de cabeza y
cuello, constituyendo, por si mismo, alrededor del 3% de todos los tumores malignos en
paises occidentales, comprendiendo el 2,74% de los tumores malignos en hombres y el

0,7% en mujeres®.

Los estudios epidemiolégicos demuestran que la incidencia y mortalidad del
cancer oral, incluyendo labio, varia significativamente en funcién del area geografica
analizada, encontrando en Asia central y meridional las tasas de incidencia més altas,
seguidas de Melanesia, Australia y Nueva Zelanda®. Segin datos del programa
GLOBOCAN, de la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC,
International Agency for Research on Cancer), se estima que, en el afio 2018, del total de

nuevos casos a nivel mundial (354.864), el 64,2% se encontraron en Asia (concretamente,
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en la India, donde, el cancer oral, es el tumor maligno mas frecuente, representando hasta
el 40% de todos los canceres), el 17,4% en Europa, el 7,6% en América del Norte, 5,6%

en América Latina, 3,8% en Africa y un 1,3% en Oceania’ (Figura 2).

Figura 2: Incidencia (A) y Mortalidad (B) estimada a nivel mundial del CE de cavidad oral y labio en el afio 2018.
Fuente: International Agency for Research on Cancer. WHO

En relacion a la edad, aproximadamente el 90% de los canceres orales se
diagnosticaron en mayores de 40 afios y mas del 50% en mayores de 65 afios. Sin
embargo, se esta observando un cambio de tendencia en los Gltimos afios con un aumento
de la incidencia en individuos menores de 40 afios sin factores de riesgo clasicos (tabaco

y alcohol), el cual se ha relacionado con la infeccion del VPHE,

El cancer de lengua es la neoplasia maligna mas frecuente dentro de los tumores
que asientan en la cavidad oral, representando alrededor del 40% de los mismos®. La
Sociedad Americana de Oncologia Clinica (American Society of Clinical Oncology,
ASCO) estim6 que, en 2019, se produjeron en Estados Unidos 17060 nuevos casos de
cancer de lengua (15550 en hombres y 4510 en mujeres) y 3020 fallecimientos (2220 en
hombres y 800 en mujeres). La lengua fue la localizacién més frecuente de neoplasias
malignas en la cavidad oral (incluyendo faringe), con un 35% de los casos diagnosticados,

representando el 1% del total de neoplasias malignas®®.

En Europa, segun datos de la IARC, la incidencia del cancer de lengua (incluyendo
base) entre los hombres oscila entre 0,8/100.000 hombres en Polonia, hasta un maximo
de 8/100.000 hombres en el Bajo Rin francés. En Espafia, el minimo lo vamos a encontrar
en Albacete, con 2,1/100.000 hombres, frente al maximo de 5,2/100.000 en Asturias'?.
La supervivencia relativa del cancer de cavidad oral en Europa se situa alrededor del 71%
al afo y del 46% a los 5 afos, mientras que en el CCE de lengua estas tasas descienden

al 66% y al 31% respectivamente®?,
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2.1.3 Histologia

El carcinoma de células escamosas es una neoplasia maligna que deriva del
epitelio estratificado de la mucosa oral, resultado de la multiplicacion e indiferenciacion
celular. Esta variedad histologica es la mas frecuente en la cavidad oral, representado
hasta el 90% de los tumores malignos de lengua'2. Se origina sobre un tejido alterado en
el que, previamente, ha existido una displasia epitelial (Figura 3), caracterizandose por la
proliferacion alterada de células atipicas en el epitelio escamoso, que posteriormente

rompen la membrana basal e infiltran la lamina propia, convirtiéndose en un carcinoma
infiltrante'* (Figura 4).

Figura 3: Tincion con H-E. Displasia epitelial 10x (A); Carcinoma infiltrante 1,6x (B)

Las células tumorales presentan unas caracteristicas determinadas: diferentes
tamafos (pleomorfismo), citoplasma eosindfilo, ndcleos hipercrométicos y aumento de
la relacion nucleo/citoplasma. Son capaces de producir acimulos redondeados formados
por capas concéntricas de queratina, denominados globos corneos o perlas de queratina.
Es frecuente observar un intenso infiltrado inflamatorio asociado, areas de respuesta
inmune celular elevadas y zonas de necrosis. A pesar de que la variante histolégica mas
frecuente es la convencional, se pueden diferenciar hasta 6 subtipos de carcinoma
escamoso menos comunes que afectan a la cavidad oral y lengua maévil: CE Basaloide,
CE Fusocelular, Adenoescamoso, CE Cuniculatum, CE Verrucoso, CE Linfoepitelial, CE
Papilar, CE Acantolitico®®.

El grado de queratinizacion constituye un indice diferencial y establece con
bastante fidelidad el grado de malignidad. A mayor grado de queratinizacion, mayor

grado de diferenciacion y, en consecuencia, menor grado de malignidad. En general, los
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tumores bien diferenciados, son mas comunes hacia las superficies anteriores de la
lengua, aunque pueden encontrarse tumores anaplasicos y bien diferenciados en ambos
sitios. Quizas por su localizacion y tendencia a ser menos diferenciados, los carcinomas
que surgen en el tercio posterior de la lengua, comparados con los de los dos tercios
anteriores, son mas grandes cuando se diagnostican inicialmente, es mas frecuente que
hayan invadido estructuras vecinas y mas probable que se acomparien de fijacion de la

lengua (prueba de un tumor infiltrante avanzado)?®.

2.1.4 Etiopatogenia

La carcinogénesis oral es un proceso complejo, multiescalonado, de etiologia
multifactorial, y que surge como consecuencia del acimulo de mutaciones en los genes
que regulan el comportamiento celular. Este proceso responde tanto a la susceptibilidad
genetica de los tejidos del paciente frente al cancer, como a la interaccién con distintos

agentes carcinogénicos.

La implicacion del tabaco en este proceso esta ampliamente establecida, con una
influencia tanto dosis-dependiente como tiempo-dependiente, asi como con sus distintas
presentaciones (inhalado, mascado...)!’. Se estima que, cuando se presenta como factor
asilado, los fumadores presentan un riesgo relativo 7 veces mayor que los no fumadores
en el desarrollo del cancer oral'®. Cabe destacar la implicaciéon de otros factores

carcinogénicos como el alcohol®, la dieta?°, los virus..., que actian de forma sinérgica.

Se ha demostrado una clara asociacion entre el virus del papiloma humano (VPH),
principalmente los subtipos VPH-16 y VPH-18 y el desarrollo de carcinoma orofaringeo
(incluyendo base de lengua), causando en pacientes mas jovenes y sin factores de riesgo
clasicos (tabaco y alcohol), tumores muy indiferenciados y que suelen presentar una
buena respuesta al tratamiento con radioterapia (RT). Su participacion en el carcinoma
intraoral y, por ende, en el cancer de lengua movil, todavia esta siendo evaluado, sin

contemplar las guias clinicas actualmente el VPH en esta localizacion?.

A todos estos factores anteriormente descritos, debemos afadir el estado
inmunoldgico del paciente, siendo el cancer, en general, la segunda causa de fallecimiento

en pacientes inmunodeprimidos, tanto por inmunodeficiencia primaria (hereditaria) o
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secundaria (VIH e inmunosupresion por farmacos en pacientes con transplante). Otros
factores etioldgicos descritos que aumentan la susceptibilidad para el desarrollo de un
cancer oral son la irritacion cronica mecanica de la mucosa oral, una higiene oral

deficiente o sindromes de caracter hereditario.

2.1.5 Desarrollo y progresion del cancer de lengua

De forma genérica, el cancer surge como consecuencia de la acumulacion de
cambios genéticos y epigenéticos en genes que acttan en distintas vias de sefializacion,
provocando que las células adquieran un amplio espectro de propiedades aberrantes a
medida que evoluciona. En el afio 2000, Hanahan y Weinberg, describieron las
caracteristicas basicas de una célula tumoral: Autosuficiencia con respecto a las sefiales
de crecimiento; insensibilidad a las sefiales de inhibicion de crecimiento; evasion de la
apoptosis; potencial replicativo ilimitado; angiogénesis mantenida y capacidad de
invasion y metastasis??. Una década después, en una nueva revision, afiadieron otras dos

caracteristicas: alteracion del metabolismo celular y evasion de la respuesta inmune?.

Califano et al.?%, en 1996, basandose en el modelo de progresion tumoral en el
cancer de colon, descrito por Fearon et al. en 1990%, propusieron un modelo de
progresion genética para el cancer oral, estimando que son necesarias entre 6 y 10
mutaciones para que una célula normal se convierta en tumoral. Por lo tanto, las
alteraciones genéticas definen la base molecular de la carcinogénesis, y estas incluyen
mutaciones puntuales, amplificaciones, reordenamientos, variaciones en el nimero de
copias, inserciones o delecciones, asi como translocaciones cromosomicas de exomas o
genomas completos. La progresion histopatoldgica desde las lesiones premalignas hasta
el carcinoma oral estd acompafiada por una acumulacién de anomalias genéticas que
conducen a una inestabilidad genémica y finalmente a la alteracion de los patrones de
expresion proteica. EI cromosoma 9 parece ser una de las dianas més precoces y sensibles
en el desarrollo tumoral. La region 9p21 alberga genes que codifican los inhibidores de
kinasas dependientes de ciclinas p16 y 15, que actian como importantes reguladores de
la proliferacion celular. La deleccion 9p21 es la mas constante y precoz en el cancer oral,
habiéndose documentado esta mutacion en la mayoria de lesiones premalignas y

carcinomas incipientes. También se ha demostrado una alta prevalencia de LOH o
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delecciones en los loci cromosémicos 3p, 9p, 13q y 17p. Estas regiones cromosdmicas
albergan importantes genes supresores tumorales, cuya funcién preventiva del desarrollo

tumoral queda alterada por la aberracién cromosémica®,

En los canceres que afectan a la cavidad oral, es importante destacar el concepto
de cancerizacion de campo, el cual sugiere que, las mucosas de tracto aéro-digestivo
superior sometidas a agentes carcindgenos, tienen un mayor riesgo de desarrollar nuevos
carcinomas?’. Las alteraciones moleculares generadas por agentes carcindgenos en el
tejido adyacente al tumor, pueden no expresarse como lesiones clinicas o histologicas,
pero aumentan el riesgo de transformacion maligna. Analisis moleculares sobre los
epitelios histologicamente normales adyacentes a los carcinomas orales, han demostrado,
la existencia de alteraciones genomicas tempranas (lesiones microsatélites, inestabilidad

cromosomica), formando poblaciones clonales con una mayor tasa proliferativa?®.

2.1.6 Extension local y vias de diseminacion

La extension local del tumor vendra determinada por su forma de presentacion
clinica, diferenciando principalmente tres tipos de patrones: proliferativo/exofitico,
ulcerativo, o infiltrativo/submucoso. Segun distintas series, la localizacién mas frecuente
dentro de la lengua oral son los bordes laterales (60-70%) en forma de patron ulcerativo,
seguido de la cara ventral (30-40%), asentando tan sélo en el dorso, entre el 3-5%2°. Los
tumores de la linea media son entidades casi excepcionales, que representan incluso

menos del 1% y suelen desarrollarse sobre leucoplasias previas®.

En el CE oral, la progresion linfatica a los ganglios cervicales es la via méas
frecuente de diseminacién del tumor. Este hecho es un factor determinante en la
estadificacion de la enfermedad, condicionando la evolucion y la supervivencia de los
pacientes® y considerandose un factor prondstico independiente. Se estima que, en el CE
de cavidad oral, la frecuencia de metastasis ganglionares oscila entre el 7,8 y el 43% de
los casos®2. Sin embargo, el CE de lengua es mas agresivo que los que afectan a otras
localizaciones dentro de la cavidad oral. Si atendemos exclusivamente a los CE linguales,
esta cifra llega a aumentar hasta el 66%33. Otro hecho de suma relevancia, es que si nos

centramos exclusivamente en los canceres de lengua en estadios precoces (T1/T2 NO) en
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los que basamos nuestro estudio en el presente trabajo, se estima que entre el 20%-40%
presentan metastasis cervicales ocultas al momento diagnéstico®* y metastasis cervicales

tardias tras la cirugia®.

Tomando distintas referencias anatomicas, podemos agrupar los ganglios
linfaticos cervicales en siete niveles o estaciones con subniveles asociados (Figura 5).
Esta division es sumamente valiosa porque, dependiendo de la localizacion del tumor
primario, las metéstasis linfaticas tenderan a producirse en uno u otro nivel. En 1990,
Shah et al.*® mapearon las distintas frecuencias de metastasis en los niveles cervicales de
los carcinomas de cabeza y cuello, observando, en los tumores de cavidad oral, un mayor
riesgo de afectacion en los niveles I, 11 'y I1l. En la lengua oral, la punta tiene mayor
tendencia de drenaje linfatico a los niveles la, 111 caudal y 1V; la cara ventral a los niveles
la, Ib, y lla; los bordes laterales anteriores al nivel Ib y lla; y los bordes laterales
posteriores y el dorso lingual al nivel Ila. Actualmente, gracias a recientes estudios con
técnicas de medicina nuclear, se esta logrando una mayor precision en el conocimiento
de las vias de propagacion linfatica cervical®’-3,

Nivel III: grupo yugular medio.

Nivel I Nivel IV: grupo yugular bajo.

. Nivel Ia: regién submentoniana. Nivel V:

° Nivel Ib: regién submandibular. . Nivel Va: ganglios posteriores supracricoideos.
Nivel II o Nivel Vb: ganglios posteriores infracricoideos.
° Nivel I1a: grupo yugular alto (pre-espinal). Nivel VI: grupo cervical central o visceral.

® Nivel ITb: grupo yugular alto (retro-espinal). Nivel VII: grupo ganglionar del mediastino superior.

Figura 4: Estaciones linfaticas cervicales
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La diseminacién por via hematogena, que ocasionara la aparicion de metastasis a
distancia, se estima entorno al 7,5% de los pacientes, siendo el pulmén y la pleura el
érgano mas afectado, seguido del higado y del esqueleto. De Vicente et al.*® observaron
que este riesgo se incrementa en tumores histologicamente indiferenciados, afectacion
ganglionar mdaltiple, extensa o bilateral, en tumores primarios de gran tamafio y de
crecimiento rapido, en pacientes menores de 40 afios, y en pacientes con recidivas

tempranas.

2.1.7 Diagnostico

La base del diagnostico del CE lingual es una correcta exploracion clinica,
sistematizada y ordenada de la cavidad oral y del territorio cervical. La exploracion de la
parte anterior de la lengua es facilmente realizable, sin embargo, la base es més
complicada de explorar, y frecuentemente requiere el uso de faringoscopia/laringoscopia

indirecta o, incluso, de procedimientos endoscépicos.

La palpacion cervical es el método méas antiguo utilizado para valorar las
metastasis cervicales, con un VPP del 75% y un VPN del 83,3% segin Martinez-Gimeno
et al.’e. Es normal un ganglio hasta 1 cm en todo el cuello, excepto en el area Il, que
pueden ser normales tamarfios hasta de 1,5 cm. La fijacion a planos profundos, asi como
la consistencia dura no elastica, son signos sugestivos de malignidad. El dolor es mas

tipico de lesiones inflamatorias, salvo en estadios avanzados*.

El diagndstico histoldgico se confirma mediante una biopsia incisional, en cufia o
en sacabocados, con un volumen adecuado de tejido viable. Si una biopsia no muestra
carcinoma en una lesién clinicamente sospechosa de malignidad, se debe repetir hasta

que se confirme el diagnéstico histoldgico?.

La evaluacion radiografica mediante Tomografia Computarizada (TC) o
resonancia magnetica nuclear (RMN), proporciona informacion indispensable, en la
estadificacion y decision terapéutica inicial. En la lengua, la TC con contraste puede
usarse para determinar el alcance de la invasion submucosa y muscular, y los algoritmos

0seos son Utiles para determinar la presencia de invasion mandibular. La RMN detecta la
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diseminacion perineural, facilita la deteccion del reemplazo medular y caracteriza la
extension y el patron de invasion muscular con mayor sensibilidad que la TC. Curtin et
al.*> compararon los resultados de la TC y la RMN para la deteccion de metéstasis en los
ganglios linfaticos, utilizando un tamafio de mas de 10 mm o una anomalia interna para
definir un ganglio metastasico. La TC tuvo un rendimiento ligeramente mejor, con un
VPN del 84% para la TC y del 79% para la RM, y un VPP del 50% para la TC y del 52%
para la RM.

La tomografia por emision de positrones (PET-TC) es util como estudio de
extension sobre todo en estadios avanzados. Stoeckli et al.** concluyeron que el PET-TC
mostraba incapacidad para valorar los cuellos NO, especialmente en el caso de
micrometastasis, con una sensibilidad del 25% y una especificidad del 88%. Por tanto, su
empleo esta recomendado en los tumores avanzados de cabeza y cuello (Estadios I11-1V),

en los tumores de origen desconocido, asi como para la deteccion de recidivas.

La ecografia es una técnica inocua, bien tolerada, pero que es operador-
dependiente y proporciona un campo de visién limitado y menos detalles anatomicos que
la TC y RMN. Por si sola, en la evaluacion de los ganglios mestastasicos presenta una
alta sensibilidad, pero una especificidad baja, que mejora sustancialmente al combinarse
con la PAAF#,

Stuckensen et al.*® compararon la sensibilidad, especificidad y seguridad

diagndstica de TC, RMN, PET-TC y ecografia, en la deteccion de metéstasis cervicales
en el CE cavidad oral (Tabla 1).

Tabla 1: Comparacion entre los diferentes sistemas de diagnéstico radioldgico #

ECOGRAFIA TC RMN PET-TC
Sensibilidad 84% 66% 64% 70%
Especificidad 68% 74% 69% 82%
Seguridad diagnéstica ‘ 76% 70% 66% 75%
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2.1.8 Estadificacion

La estadificacion precisa del cancer es importante para la seleccion del
tratamiento, prediccion de resultados, asi como para el desarrollo de lineas de
investigacion y actividades de control del cancer. El sistema TNM fue concebido por
Pierre Denoix para la clasificacion de los tumores malignos, y desarrollado entre los afios
1943 y 1952. Posteriormente fue codificado por la Union for International Cancer
Control (UICC) y la American Joint Committee on Cancer (AJCC). El objetivo principal
del sistema TNM es proporcionar una clasificacion anatébmica para representar
adecuadamente el pronostico del cancer, centrandose en 3 factores: extension del tumor
primario (T), metastasis ganglionares (N) y la diseminacion a distancia (M). Para

mantener la relevancia clinica, son necesarias actualizaciones periddicas de TNM“,

La ultima actualizacion, publicada en 2017, se corresponde con la 82 edicion. A
nivel de la estadificacion del cancer oral se introducen las siguientes novedades respecto
a publicaciones anteriores: inclusion de una nueva clasificacion para el carcinoma
orofaringeo mediado por VPH/pl16; modificacion de la categoria “T” mediante la
inclusion de la variable de profundidad de invasion; modificacion de la categoria “N”

mediante la inclusion de la variable de extension extranodal (ENE)*’.

Estadificacion Tumoral (T):
Tx: Datos insuficientes para valorar el tumor primario
Tis: Carcinoma in situ (sin penetrar la membrana basal)
T1: Tumor <2 cm con profundidad de invasion (DOI*) < 5 mm.
T2: Tumor <2 cm, con DOI >5 mm o tumor de 2-4 cm con DOI <10 mm.
T3: Tumor de 2-4 cm con DOI >10 mm o tumor >4 ¢cm con DOI <10 mm.
T4: Tumor invasor de estructuras adyacentes
o T4a: Tumor >4 cm con DOI >10 mm o que afecta al hueso mandibular/maxilar®,
seno maxilar, musculatura extrinseca de la lengua o piel.
o T4b: Tumor que invade el espacio masticador, apofisis pterigoides, base del

craneo o que engloba la arteria cardtida interna.
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Estadificacion Tumoral (N):
Nx: Datos insuficientes para valorar los ganglios linfaticos cervicales.
NO: No existe afectacion ganglionar linfatica cervical.
N1: Metéstasis en un Unico ganglio ipsilateral al tumor con un tamafio menor

o igual a3 cmy sin ENE*.

N2:
N2a: metastasis en un unico ganglio ipsilateral al tumor con un tamafo
entre 3y 6 cmy sin ENE.
N2b: metastasis en multiples ganglios ipsilaterales al tumor, ninguna
mayor de 6 cmy sin ENE.
N2c: metastasis en ganglios bilaterales o contralaterales al tumor, ninguna
mayor de 6 cmy sin ENE.

N3:

N3a: metastasis ganglionar mayor de 6 cm y sin ENE.

N3b: metéstasis ganglionar con sospecha clinica de ENE +

Figura 5: Representacion grafica de la clasificacion "N" del CE de cavidad oral

Estadificacion Metastésica (M):
Mx: No se puede confirmar la presencia de metastasis a distancia
MO: Sin metastasis a distancia

M1: Metéstasis a distancia.

NO Estadio O Estadio | Estadio Il

Estadio Il

Figura 6: Estadiaje tumoral del CE de cavidad oral. Guias NCCN 2018
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2.1.9 Tratamiento del Cancer de lengua en Estadios precoces (T1/T2)

Tratamiento del tumor primario

En nuestro medio la cirugia es a menudo el tratamiento inicial mas frecuente de
los tumores de los dos tercios anteriores de la lengua en estadios precoces (I y II). El
objetivo quirargico principal es eliminar la masa tumoral sin dejar células malignas
residuales, consiguiendo por tanto mérgenes de reseccion negativos. De forma habitual
se debe procurar realizar la cirugia con un margen de seguridad de 10 mm. Las lesiones
T1-T2 de la lengua oral son adecuadas para una glosectomia parcial, que se puede realizar

generalmente mediante un abordaje trans-oral.

La lengua es una de las estructuras mas dificiles de reconstruir dentro de la cavidad
oral, debido a su papel central en la fonacidn, la deglucién y la proteccién de las vias
respiratorias ejercidos por un complejo sistema de musculos intrinsecos y extrinsecos.
Por tanto, los objetivos de la reconstruccion lingual se basan en restablecer la anatomia
manteniendo el volumen, con el fin de permitir dichos movimientos. Engel et alé. en un
estudio sobre las distintas técnicas reconstructivas afirman que cuando una glosectomia
deja entre el 33 y el 50% de la musculatura original lingual, se debe hacer hincapié en la
preservacion de la movilidad lingual restante mediante el uso de colgajos delgados y
flexibles. Cuando el porcentaje residual de lengua original es menor del 33%, la
reconstruccién debe aportar volumen para dirigir secreciones lateralmente hacia la

orofaringe, proporcionando contacto lingual con el paladar.

Manejo del Cuello en pacientes NO.

La afectacion de los ganglios linfaticos cervicales es el factor pronostico mas
asociado con la supervivencia en los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello,
disminuyendo hasta en un 50% la misma en presencia de metastasis ganglionares*. En
concreto, el cancer de lengua y el cancer de suelo de boca se caracterizan por presentar
elevado indice de metastasis linfaticas respecto a otras regiones de la cavidad oral (entre

el 30-40% presentan metastasis detectables al momento diagndstico).
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Las guias clinicas indican que el tratamiento electivo del cuello (profilactico) ha
de realizarse cuando el riesgo de metéstasis ocultas supera el 15-20%%. Incluso, en
estadios precoces, presentan entre un 20-40% de metastasis ocultas al diagnostico®.. El
manejo cervical en pacientes clinica y radiolégicamente negativos, ha sido un tema de
debate y controversia durante décadas. Continta existiendo una falta de consenso
respecto a los riesgos y beneficios relativos de la diseccion electiva en el momento de la
escision del tumor primario frente a la observacion con diseccion terapéutica en caso de

recidiva ganglionar (Figura 8).

National - . . -
Comprehensive NCCN Guidelines Version 1.2021 NCOCH ideines Il
asy Cancer of the Oral Cavity Discussion
Buccal mucosa, floor of mouth, anterior tongue, alveolar ridge, retromolar trigone, hard palate
CLINICAL  TREATMENT OF PRIMARY AND NECK ADJUVANT TREATMENT FOLL
STAGING
Resection of
rimary! (without | — o
rpnch dichlion] Mo positive nodes and
No adverse features'
or
Resection of
primary + ipsilateral One positive node .
m:':w] - or bilateral neck without adverse features' Consider RT!
dissection/ (guided
by tumor location) Extranodal m Follow-up
Systemic therapy/RT" fe
- L]~ Sy Gl
Ruucli-]m of SLNpNO —— Re-resection, if feasible
primaryl + SLN < or
biops) Neck Adverse | Positive RT! — ;R:curnn!
T2, |, dissection’ features' [" margin or rsistent
NO if SLN pN+ Consider systemic __,| maaau
or SLN lh-npsﬂ'RTx:' (See ADV-3)
identification
RT
unsuccessful
Other risk or
features Consider systemic
therapymm

See Post Systemic Therapy/RT or RT Recurrent or persistent

Definitive RT' Neck Evaluation (FOLL-A, 2 of 2) " disease (See ADV-3)

Figura 7: Algoritmo terapéutico del CE de cavidad oral T1/T2 NO. Guias NCCN version 1.2021

“Wait and See”: Algunos estudios no han encontrado beneficios en las tasas de
supervivencia, demostrando que la observacién reduce la intervencion quirdrgica
innecesaria hasta en el 70% de los pacientes y se asocia con una disminucion de los
efectos secundarios como dolor de cuello, disestesia, lesion de la rama marginal y
parélisis del nervio accesorio. Consideran que deben explicarse a los pacientes los riesgos
y beneficios detallados de cada procedimiento para que ellos tengan la capacidad de
elegir, y en el caso de no realizar un vaciamiento cervical asociado a la cirugia, llevar a
cabo un seguimiento estrecho®?. Un estudio retrospectivo de 77 pacientes concluyé que
la decision de “Wait and see” esta justificada siempre que se puedan garantizar examenes
regulares mediante puncién por aspiracion con aguja fina guiada por ecografia en los
pacientes no tratados de vaciamiento cervical electivo, sin disminuir las tasas de

supervivencias respecto a los que si habian sido tratados**.
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Diseccion Cervical Electiva: En 2015, Cruz el al.>® llevaron a cabo un estudio
prospectivo randomizado sobre 500 pacientes con cancer oral (85,5% presentaban CE de
lengua) divididos en dos grupos en funcion del manejo cervical. 245 paciente con
diseccion cervical electiva vs 255 pacientes donde no se tratd el cuello y solo se realiz6
vaciamiento cervical en los casos de recidiva. En el primer grupo, se observaron 81
recurrencias y 50 defunciones, frente a las 146 recurrencias y 70 fallecimientos del
segundo. Concluyeron que la diseccion cervical electiva presentaba mejores tasas de

recidiva y supervivencia que la vigilancia estrecha.

Biopsia selectiva de Ganglio Centinela: De acuerdo a las guias clinicas, este
procedimiento es una alternativa a la diseccion cervical electiva para el diagndstico de
metastasis cervicales ocultas en estadios precoces de cavidad oral, siempre que exista la
experiencia y tecnologia suficiente disponible para llevarla a cabo. Su principal ventaja
radica en una menor morbilidad y un mejor resultado estético. Los pacientes con
enfermedad metastasica en el ganglio centinela deben someterse a una diseccion completa
del cuello, mientras que los negativos, pueden ser observados. Yamauchi et al.>
compararon la biopsia de ganglio centinela Vs Wait and see en 22 pacientes NO en
estadios precoces de cancer lingual. La tasa de recidiva locorregional fue del 27% en el
grupo que se observé frente al 9,1% de ganglio centinela. Thompson et al.>® en el 2013,
en su metaanalisis sobre el valor diagnostico del ganglio centinela en tumores de cabeza
y cuello, observaron los siguientes resultados cuando se analizaron sobre tumores de
cavidad oral (n=631) : Sensibilidad del 94% (95% IC 89-98%) y un VPN del 96%(95%
IC 93-99%). Hingsammer et al.*® en su estudio sobre la utilidad de la biopsia de ganglio
centinela sobre una cohorte de 41 pacientes con cancer de lengua en estadios precoces y
un seguimiento medio de 92 meses, observaron un 17% de metastasis ocultas, una
recurrencia en el grupo positivo en la biopsia del 0%, y en el grupo negativo del 3%,

recomendando asi el uso rutinario de esta técnica para el manejo en estadios precoces.

2.1.10 Factores Prondsticos

Resulta de suma importancia analizar qué factores confieren un prondstico mas
desfavorable al tumor primario, empeorando la evolucién del mismo. Diferenciamos

entre factores clinico-demogréaficos, factores histologicos y factores moleculares.
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Factores clinico-demograficos

Sexo y raza: algunos estudios han demostrado un prondéstico desfavorable en
pacientes varones, y en la raza hindu.

Transfusiones sanguineas: Taniguchi et al.5” describen una disminucion de la
supervivencia en pacientes tratados con méas de 3 concentrados de hematies,
probablemente debido a alteraciones en la inmunidad humoral y a una
disminucion de células T y macrofagos.

Tamafo tumoral: diversos estudios lo relacionan con la supervivencia,
disminuyendo la misma a mayor dimension del tumor 585

Adenopatias cervicales: como ya hemos comentado, la presencia de metastasis
linfaticas cervicales es el factor prondstico independiente mas determinante (a
excepcion de la presencia de metéstasis a distancia) en la evolucion de los
carcinomas epidermoides orales®%-53,

Metastasis a distancia: constituye el factor mas desfavorable, disminuyendo
drasticamente la supervivencia. Sin embargo, con el desarrollo de nuevos
tratamientos en oncologia médicay radioterapica (SBRT), se esta produciendo un
cambio en la evolucion de estos pacientes®?.

Tiempo libre de enfermedad: cuanto mas precoz sea la recidiva, més

desfavorable sera el pronéstico, con una diminucion drastica de la supervivencia.

Factores histoldgicos clasicos comunmente establecidos

Margenes de reseccion afectos: la ausencia de margenes libres de enfermedad
tumoral en la exéresis quirdrgica implica una menor tasa de supervivencia®?.
Profundidad de invasion tumoral (DOI): considerado actualmente uno de los
factores mas decisivos en la aparicion de metastasis linfaticas cervicales y
asociandose a un peor pronostico a mayor profundidad tumoral, ha sido incluido
en la Gltima actualizacion del TNM de cavidad oral®.

Grado de diferenciacion tumoral: la mayor parte de estudios coinciden que es
un factor pronostico independiente y decisivo, observando un pronostico
desfavorable en tumores pobremente diferenciados®.

Modo de invasion tumoral: como explicaremos més adelante, los patrones de

invasion tipo IV y V presentan una disminucién en la supervivencia®.
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* Infiltracién perineural: la identificacion de células tumorales en el espacio
perineural condiciona negativamente el prondstico y la supervivencia®®

« Infiltracién linfovascular: la presencia de células cancerosas en el espacio de
revestimiento endotelial condiciona un pronéstico desfavorable®’.

« Extensién extranodal: como ya hemos comentado, la presencia de este hallazgo
histologico ha sido incluido en la Gltima actualizacion del TNM, disminuyendo

dréasticamente la supervivencia®.

Factores moleculares

Como ya hemos comentado, la carcinogénesis oral es un proceso multiescalonado,
donde las alteraciones genéticas existentes conllevan mutaciones en los oncogenes y
genes supresores de tumores. Numerosos estudios han identificado marcadores
moleculares que pueden asociarse con el curso clinico y el prondstico de los tumores que
afectan a la cavidad oral. Bello et al.®®, realizan una revisién bibliografica sobre
marcadores moleculares y su significado pronostico en el cancer de lengua oral. A
continuacion, se citan dichos marcadores, resumidos y agrupados por el Doctor Rosado’®

en su trabajo de Tesis Doctoral

* Receptores de membrana de ligandos extracelulares: receptor del factor de
crecimiento epitelial (EGFR) y receptor del factor de crecimiento epitelial
humano tipo 2 (HER2/ c-neu or ErbB-2.

» Proteinas del ciclo celular: Ciclina B1, Ciclina D1, p34, Ki-67

« Supresores tumorales: p16, p14, p21, p27, Maspina, Proteina de retinoblastoma,
p53

* Moléculas de adhesion: Proteinas de las uniones estrechas (claudina y ocludina),
integrinas, Fak, E-cadherina, CD44, 3-catenina, molécula de adhesion epitelial
(EpCAM)

« Metaloproteinasas de la matriz extracelular: MMP-2y 9.

» Marcadores de angiogénesis: Factor de crecimiento de los fibroblastos (bFGF),
Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y CD-34

* Marcadores relacionados con la apoptosis: Bcl-2, Bax y Bag-1

* Marcadores de hipoxia: HIF-1 y -2, Anhidrasa carbonica, Transportador de

glucosa y receptores de eritropoyetina.
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2.2 RELEVANCIA DEL FRENTE DE INVASION TUMORAL

Las neoplasias malignas contienen subpoblaciones de células tumorales
heterogéneas y fenotipicamente diversas. Algunos de estos grupos celulares pueden
evolucionar, en Gltima instancia, desarrollando propiedades favorables para su progresion
hacia células metastasicas. Estas diferencias probablemente estén moduladas por cambios
genéticos, con mayor frecuencia, eventos epigenéticos intra y extracelulares, asi como

por interacciones celulares con el estroma circundante’.

Durante décadas, los patdlogos han observado en los carcinomas escamosos de la
cavidad oral, que las células tumorales de la parte mas profunda mostraban caracteristicas
sustancialmente distintas de las células localizadas en la parte central y superficial’2. Esta
zona, correspondiente con las capas celulares méas profundas del tumor y la interfaz con
el tejido sano se denomina frente invasivo tumoral (Invasive Tumor Front, ITF). Como
ya hemos comentado, el comportamiento agresivo del carcinoma oral subyace en la
alteracion de los mecanismos que controlan la diferenciacion celular, la migracion, la
renovacion celular, la apoptosis, y las interacciones epiteliales-mesenquimales en la
interfaz tumor-huésped. Uno de los hallazgos mas prometedores ha sido el
reconocimiento de la importancia de las caracteristicas morfologicas y moleculares de las
células del ITF en la estadificacion de la agresividad bioldgica del cancer oral, puesto

que, segun numerosos estudios, reflejan mejor el pronostico que otras regiones del tumor.

Cell migration f

o

Cell-matrixadhesion ' ‘ Immune response f ‘

Figura 8: Representacion esquematica de los cambios moleculares a nivel de ITF

Proteolysis ‘

Se ha demostrado que el ITF presenta, con frecuencia, un menor grado de
diferenciacion y un mayor grado de disociacion celular que las partes centrales y

superficiales de la misma neoplasia, siendo esta area donde presumiblemente se localizan

27



INTRODUCCION

las subpoblaciones celulares mas agresivas. Distintos eventos moleculares resultan

fundamentales en la diseminacion tumoral encontrandose presentes en el ITF y en la

interfase tumor huésped.

Estos eventos moleculares a nivel del ITF podrian resumirse ens:

Cambios en la matriz extracelular: La progresion de los tumores se asocia con

una reorganizacion de la matriz extracelular, donde los componentes resultantes
de la degradacion de la misma desempefian un papel fundamental en la invasion

de las células tumorales.

Cambios en las moléculas de adhesion intercelular: Existen principalmente

cuatro clases de moléculas encargadas de la adhesion intercelular: cadherinas,
inmunoglobulinas, selectinas y algunos tipos de integrinas. Estas glicoproteinas
presentes en la superficie celular desempefian un papel fundamental en la
morfogénesis de los tejidos epiteliales permitiendo las uniones intercelulares.
Distintos estudios han demostrado que la subexpresion de E-cadherina, CD44 en
las células del ITF se asociaron con una reduccion de la supervivencia. La pérdida
de expresion de Beta-catenina se asocié con un aumento de la incidencia de

metéastasis linfaticas’.

Sobreexpresion de enzimas proteoliticas: Una vez que las células tumorales se

adhieren a la matriz extracelular debe producirse una degradacion proteolitica
para que las células tumorales invasoras se muevan y se diseminen. La actividad
proteolitica es especialmente evidente en el ITF, demostrando una estrecha
relacion con la invasion tumoral. La actividad de las enzimas proteoliticas
asociadas a tumores, dependen mas del microambiente tumoral que de las

propiedades inherentes de la célula cancerosa.

Aumento de expresion de moléculas relacionadas con la proliferacion celular:

Existe una sobreexpresion de moléculas relacionadas con la proliferacion celular
a nivel del ITF superior a las areas mas centrales y superficiales de la masa

tumoral, presentando una relacion directa con el prondstico.
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2.2.1 Sistemas Clasicos de Gradacion Histoldgica del ITF

Actualmente, la mayoria de los profesionales utiliza la clasificacion clinica TNM
(ya descrita en apartados anteriores) para determinar el pronéstico y orientar la actitud
terapéutica en los CE de cavidad oral. Sin embargo, tumores dentro de un mismo estadio,
pueden presentar diferente patron de crecimiento y agresividad. A lo largo de la historia,
los patdlogos han intentado crear distintos sistemas de graduacion histolégica
reproducibles, que permitan predecir con mayor exactitud el comportamiento bioldgico

y por tanto el prondstico de los tumores.

La clasificacion histopatoldgica de los CE fue introducida por primera vez en
1920 por Broders et al.”>. Su sistema se basaba en clasificar las células tumorales en
funcion de su similitud con respecto al epitelio normal, categorizando las neoplasias en
funcion de su grado de diferenciacion celular. Fue empelado en distintas neoplasias de
estirpe epitelial para predecir su prondstico. A pesar de que este sistema fue ampliamente
utilizado, era dificilmente reproducible y tenia un valor prondstico limitado, puesto que
solo incluia las poblaciones de células tumorales sin considerar la actividad bioldgica del
tumor en relacion con el tejido huésped. Cade S. et al.”® en 1957, en un estudio sobre 653
pacientes con carcinoma de lengua no encontraron una asociacion entre el grado de

diferenciacion y el prondstico.

En 1973, Jakobsson et al.”” propusieron un sistema novedoso de clasificacion
patoldgico con el fin de obtener una mayor precisién en la estadificacion de las
neoplasias. Este sistema comprendia diferentes pardmetros morfolégicos (cada uno
calificado con una puntuacion de 1 a 4) y media, de forma independiente, factores
relacionados con las caracteristicas de las células tumorales y otros relacionados con la
interaccion tumor-huésped. Posteriormente, Anneroth et al.”®"® en 1986 y 1987 afiadieron
modificaciones en el sistema de multifactorial de Jakobsson, introduciendo criterios mas

precisos (Figura 10).

En 1989, Bryne et al.® introdujeron un sistema de gradacion histolégica de
malignidad (Invasive Front Grading Score) para analizar con mayor precision el
comportamiento bioldgico del tumor. Este sistema estudia exclusivamente las areas que

presentaban mayor anaplasia en el ITF y la interfase entre el tumor y el huésped. Los
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parametros estudiados son: el grado de queratinizacion, el polimorfismo nuclear, el patrén
de invasion y el infiltrado linfocitario (eliminando el ndmero de mitosis por campo

propuesto por Anneroth al considerar gran dificultad en su reproducibilidad).

Table 1

A Histologi

ic grading of malignancy. Tumour cell population

Mistoiogec gradeng of makgnancy of tumour cel population

Pomts

Differentiation Morphologic parameter 1 2

Nuclear poly-
morph

Mitoses Single
Wintologc gracing of maligaancy of tumour host relatonshd

Table 2

Histologic grading of malignancy. Tumour-host relationship

Figura 9: Sistemas de Gradacion Histolégica. Jakobsson 197377. Anneroth 198678 (B)

En 1995, Martinez Gimeno et al.8! crearon un sistema de gradacion histolégica
para evaluar el riesgo de metastasis en los carcinomas de cavidad oral y asi poder predecir
la realizacion de un vaciamiento cervical electivo en estadios precoces. En este sistema
se analizan 7 parametros: estadio T, invasion vascular, grado tumoral, espesor tumoral,
interfase tumor-huésped, infiltrado inflamatorio e infiltracion perineural. Se asigna una
puntuacion a cada subgrupo. En su estudio sobre una muestra de 126 pacientes de
carcinoma oral, una puntacion menor o igual a 13 asociaba un riesgo de metastasis
practicamente de 0. Por encima de 16, un riesgo muy elevado, en el que recomendaban

realizar la diseccion cervical asociada.

Por tanto, como hemos explicado, el estudio del ITF en el carcinoma oral puede
aportar una informacion pronostica integral sobre la capacidad invasiva y metastasica,
donde presumiblemente, residen poblaciones de células tumorales con mayor grado de

agresividad.
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2.2.2 Modo de invasion tumoral

De todos los parametros analizados en los distintos sistemas de gradacion
histoldgica a nivel del ITF, el modo en el cual el tumor invade los tejidos adyacentes es
el que mayor valor pronostico ha mostrado. Los tumores que muestran una marcada

disociacién, se asocian a una peor evolucion.

Uno de los sistemas mas recientes de estadificacion del patron de invasion tumoral
(Pattern of Invasion, POI) en el CE oral, es el propuesto por Brandwein-Genslert et al.®?,

en el que afiaden un nuevo apartado a la clasificacion establecida por Bryne et al®:

« POI 1: margen cohesivo, donde las células tumorales avanzan haciendo un frente
bien definido que empuja el tejido adyacente.

* POI 2: Margenes que infiltran en cordones solidos, en “forma de dedo”.

« POI 3: Méargenes no cohesivos, con presencia de islotes celulares grandes (>15
celulas tumorales).

« POI 4: Méargenes no cohesivos, con presencia de islotes celulares pequefios (< 15
células tumorales).

+ POI 5: Presencia de agrupaciones tumorales “satélite” de cualquier tamafio, a mas

de 1 mm de la masa tumoral principal.

Ademas, incluyeron dos nuevas técnicas de valoracion, incluyendo el patron
predominante de invasion tumoral (Predominant Pattern of Invasion, PPOI: se realiza
una media de los distintos patrones hallados en las distintas secciones histoldgicas) y el
peor patron de invasion tumoral (Worst Pattern of Invasion, WPOI: se toma como
referencia el peor de los patrones hallados en todos los cortes). EI WPOI es un predictor
validado para pacientes con CE de cavidad oral en distintos analisis multivariantes. Para
simplificar el prondstico y mejorar las técnicas de validacion entre distintos centros, el
manual de la AJCC en su 8 edicion estableci6 como factor histoldgico pronostico
independiente la presencia de WPOI 5, pues se ha demostrado una asociacion
estadisticamente significativa con la recurrencia locorregional (cercana al 42%) y la

supervivencia especifica de la enfermedad*’.
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2.3 TUMOR BUDDING

2.3.1 Concepto

Se define Tumor Budding (TB) como la presencia de células epiteliales tumorales
aisladas, o formando pequefios grupos (también denominados buds o clusters) de hasta 5
células, a nivel del ITF y/o en el estroma circundante (Figura 11). Estos “buds”
representan la separacion de células indiferenciadas del resto de la masa tumoral
principal, y ponen de manifiesto dos propiedades que favorecen un comportamiento
tumoral méas agresivo: la pérdida de cohesion celular y un aumento de la capacidad de

invasion®,

Figura 10: Presencia de TB en el ITF en tincién con H-E. Objetivo 20x

2.3.2 Historia

El concepto de TB no es reciente. Fue descrito por primera vez en la literatura
cientifica en 1949 por Imai et al.®*, cuando propuso un sistema de estadificacion
patoldgico para el cancer basado en 3 parametros: El “brote” de células tumorales (lo que
actualmente conocemos como TB), la reaccion estromal peritumoral y la invasion

linfovascular. Estas células del “brote” parecian estar menos diferenciadas, presentaban
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nucleos grandes, y ausencia de cohesion entre las mismas. Pocos afios después, Yokota et
al.® en 1957 y Enjoji et al.® en 1958 informaron de la correlacion de este sistema de
clasificacion histolégica con el pronostico en el cancer de recto, lengua, laringe, mamay
cuello uterino. Sin embargo, después de estas publicaciones, las referencias al concepto

de TB desaparecieron de la literatura cientifica.

A mediados de la década de los 80, Gabbert et al.8” describieron de forma
independiente un fendmeno compatible con la definicion de TB, en cénceres de colon
inducidos experimentalmente en ratones tratados con diclorhidrato de dimetilhidrazina.
El ITF de las lesiones mostré una elevada desorganizacion a nivel de la arquitectura
tumoral, junto con una desdiferenciacion celular. Estos cambios finalmente ponian de
manifiesto la presencia de células tumorales aisladas, que mostraron un fenotipo
uniforme, independientemente del grado de diferenciacion de la masa tumoral principal.
El fenotipo de estas células tenia caracteristicas compatibles con un aumento de la
movilidad (pérdida de uniones intercelulares y uniones con la membrana basal, presencia
de microfilamentos citoplasmaticos y una forma celular versatil), razén por la cual se
sugirié que estas caracteristicas compatibles con la locomocion permitian a las células
cancerigenas independizarse de la masa tumoral principal, seguido posteriormente por la
invasion de los tejidos del huesped. A finales de los afios 80, se volvieron a publicar
estudios demostrando la asociacion del TB con las metastasis ganglionares linfaticas en

estadios precoces de carcinoma de estdmago® y en el carcinoma colorectal®.

Morodomi et al.?® demostraron en su estudio sobre carcinoma rectal en estadios
avanzados, que la presencia de TB predecia la invasiéon linfatica por el tumor. En los afios
90, Hase et al.* demostraron la asociacion del TB con otros factores clinico-patoldgicos
como el grado tumoral, el estadio, la invasion perineural y linfovascular. Suponian que
estas células mas indiferenciadas localizadas en el espacio intersticial y desprendidas de
la mas tumoral principal presentaban mayor actividad bioldgica y eran el preludio de la
invasion linfatica. Ademas, sentaron las bases para su cuantificacion y evaluacion.
Demostraron que un alto indice de TB se asociaba con mayor indice de recurrencia y

menor tasa de supervivencia.

Durante los afos siguientes fueron escasas las publicaciones que mencionaron

este hallazgo histologico, hasta que ya en la década de los 2000, el concepto del Tumor
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Budding comenzo a tomar relevancia, creciendo de forma exponencial los estudios que
describian este hallazgo tanto de forma morfolégica como su biologia molecular. A pesar
de que hasta entonces el ambito de estudio principal habia sido el carcinoma de colon y
recto, en esta década ya comenz6 a describirse el papel prondstico del TB en los

carcinomas de cabeza y cuello, principalmente en los localizados en cavidad oral.

2.3.3 Metodologia diagnostica

Generalmente, la presencia de TB es facilmente identificable en secciones tefiidas
con Hematoxilina-Eosina (H-E). En la mayoria de los estudios, su cuantificacion se
realiza sobre esta tincion. Los minimos requerimientos técnicos y su amplia
disponibilidad favorecen que pueda ser un factor diagndstico reproducible. Sin embargo,
existen ciertas situaciones, como son el infiltrado peritumoral elevado o una reaccion
estromal excesiva (en la que los fibroblastos aparecen agrandados y atipicos) donde sea
complicado distinguir y contabilizar los Buds. En estos casos, se ha descrito el empleo de
técnicas inmunohistoquimicas basadas en la tincion con citoqueratina, que permiten una
facil identificacion, una clasificacion mas rapida y por tanto acortan el tiempo de

trabajo®?,

Expuestas estas dos metodologias de trabajo, las recomendaciones para informar
acerca de la presencia de TB consensuadas en 2016 para el carcinoma colorrectal en la
Conferencia Internacional para el Consenso del Tumor Budding (International Tumor
Budding Consensus Conference, ITCC) concluyen que la deteccidn y contaje se realizara
sobre tinciones con H-E®. En los tumores de cabeza y cuello, alin no existen protocolos

definidos y establecidos sobre las tinciones donde debe ser evaluado el TB.

En cuanto a su categorizacion, existen distintos parametros para evaluar su
intensidad, desde recuentos absolutos hasta el establecimiento de puntos de corte,
empleando sistemas de tres niveles de intensidad (alto, moderado o bajo) o de dos niveles
(alto y bajo) para su clasificacion. A pesar de existir distintos sistemas de puntuacion,
como los propuestos por Hase et al. (1993), Ueno et al. (2002) y Nakamura et al. (2005)
la literatura cientifica avala su analisis como un marcador fiable y reproducible

independientemente del sistema de evaluacion utilizado®.
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Figura 11: Sistemas de recuento del TB en el ITF: Hase et al. 1993 (A,B); Nakamura et al. 2005 (C,D); Ueno et al.
2002 (E,F); Un campo de aumento (G); 10 campos de aumento (H)%?

2.3.4 Transicion epitelio-mesenquimal

El concepto de Transicion Epitelio-Mesenquimal (TEM) fue descrito por primera
vez por Elizabeth Hay y Gary Greenburg®, y hace referencia al proceso mediante el cual
una célula de estirpe epitelial polarizada, que normalmente interacttia con su membrana
basal, pierde sus uniones intercelulares y su organizacion, para adquirir, de manera
temporal, un fenotipo mesenquimal en respuesta a un estimulo externo o interno. Estas
células, presentan una capacidad migratoria aumentada, mayor capacidad de invasion,
una produccion elevada de componentes de la matriz extracelular, y una resistencia a la
apoptosis. Para que una célula epitelial consiga esta transformacion, debe sufrir una serie
de cambios morfologicos y moleculares mediados por la activacion y represion de genes
involucrados en las rutas de sefializacion especificas que definen la formay organizacion

del citoesqueleto®.

El tejido epitelial se caracteriza por la presencia de una interaccion cohesiva
intercelular, sustentada en la formacion de capas celulares con tres dominios de
membrana (apical, basal y lateral). Estas uniones intercelulares, impiden el movimiento
de las células epiteliales dentro de cada capa celular. La expresion de proteinas como
integrinas, citoqueratinas y E-cadherinas constituyen los principales marcadores
moleculares de las células de estirpe epitelial. Por el contrario, el tejido mesenquimal, se
caracteriza por la pérdida de interaccion intercelular, ausencia de polarizacion, y un

aspecto morfoldgico alargado, con la presencia de prolongaciones denominadas
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filopodios. Entre los marcadores moleculares de las células de estirpe mesenquimal

destacan la vimentina, la actina de muasculo liso y la N-cadherina.

Los principales cambios en el proceso de TEM son la desestabilizacion
coordinada de las uniones intercelulares y la estimulacion de asociaciones dinamicas
célula-matriz extracelular indispensables para la locomocion celular®. La TEM comienza
cuando disminuye la expresion de claudinas y ocludinas, generando una pérdida de
polaridad apical-basal, a medida que se van deshaciendo las uniones estrechas®. Cuando
la E-cadherina se libera de la membrana y se degrada, las uniones intercelulares
adherentes empiezan a desensamblarse, separdndose los desmosomas y debilitando las
uniones tipo gap. Posteriormente, la E-cadherina, es reemplazada por la N-cadherina e
integrinas, que favorecen las uniones transitorias induciendo un fenotipo

mesenquimal®’% (Figura 13).

Estas celulas epiteliales que ahora presentan un fenotipo mesenquimal, se
caracterizan por presentar una forma alargada, parecida a la de los fibroblastos, una
subregulacion de marcadores de superficie y componentes del citoesqueleto propios de
las células epiteliales (E-cadherina, claudinas, ocludinas), una sobrerregulacion de
marcadores mesenquimales (N-cadherina, vimentina, actina de musculo liso), una
sobrerregulacion o translocacion nuclear de factores de transcripcion especificos (Snail,
Slug, ZEB Y2, Twist 1/2), resistencia a la apoptosis, aumento de la capacidad de invasion

y migracion a través de la matriz extracelular sin contacto célula- célula®1%,
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Figura 12: Representacion esquematica del proceso de transicion epitelio-mesenquimal®

La TEM se ha descrito tanto en procesos bioldgicos normales (embriogénesis y

reparacion de tejidos), como en procesos neoplasicos0%103,

« TEM vy embriogénesis: asociado con el proceso de implantacion, formacion

embrionaria y desarrollo de oOrganos. Las células trofoectodérmicas y
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citotrofoblasticas sufren un proceso de TEM que les ayuda a invadir el endometrio
y formar la placenta. También se observa en el proceso de gastrulacion de un
ovulo fertilizado, donde la capa epiblastica sufre una pérdida de expresion de E-
cadherina, adquiriendo caracteristicas migratorias que les permiten invaginarse

para generar el mesodermo®4,

TEM vy reparacion tisular: las células epiteliales, bajo la influencia de células
inflamatorias, logran separarse de la capa epitelial y de la membrana basal para
acumularse en la zona intersticial, adquiriendo un fenotipo fibroblastico o

miofibrobléstico, capaz de generar coldgeno y favorecer la reparacion tisular.

TEM vy neoplasias: algunas de las subpoblaciones celulares de los tumores de
estirpe epitelial, sobre todo, las correspondientes con las localizadas en el ITF,
exhiben cambios en su estructura génica a favor de la proliferacion, que favorecen
la activacion parcial o completa del proceso de TEM. Se ha observado que la
capacidad invasiva y metastasica esta relacionada con la aparicion de mecanismos
de TEM, donde las células tumorales sufren cambios moleculares que les
permiten invadir los tejidos locales, acceder a los vasos y transitar a través del
sistema linfatico y sanguineo, extravasandose en tejidos parenquimales y
finalmente, generando micrometastasis en localizaciones distantes respecto a
donde se origind el tumor primario. Se ha observado en estos casos, una
sobreexpresion de marcadores mesenguimales como la a-SMA, FSP1, vimentina
y desmina y la pérdida en la expresion de marcadores epiteliales como la E-

Cadherinal05.106,

Diversos estudios cientificos muestran una fuerte asociacion entre el TB y

fendmenos parciales de TEM. Varios estudios han demostrado que la expresion de E-

cadherina a nivel de membrana celular de los Buds se redujo en comparacion a la masa

tumoral principal, mientras que los niveles de Vimentina (como marcador estromal)

fueron positivos en los Buds, pero no a nivel del resto de células del tumor®7:1%8,

Attramadal et al.1% en una muestra de 62 casos de carcinoma escamoso oral

observaron que mas de la mitad de tumores que sobreexpresaron N-Cadherina asociaban

altos indices de TB, indicando mayor capacidad invasiva de los mismos.
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Jensen et al.1*® demostraron la sobreexpresion de los genes ZEB1 y PPRX, ambos
factores de transcripcion en la TEM en los Buds, asi como la subexpresion de OVOL1,
KLFs y GRHLs, factores de transcripcion en la TEM. Sugieren gue existe una asociacion

entre los Buds y la sefializacion activada del TGF-Beta que conduce a la TEM.

También se ha observado en CE orales, una asociacién entre indices altos de TB
y una sobreexpresion de miofibroblastos estromales que proporcionan un ambiente
propicio para el desarrollo de un fenotipo invasivo, dada su capacidad para modificar la
matriz extracelular’'!. La Laminin-5 gamma 2, proteina asociada con un fenotipo

migratorio, se encuentra sobreexpresada en tumores con altos indices de TB*'2.

Marangon et al.**2 en un estudio sobre 163 pacientes con carcinoma escamoso
oral encontraron una asociacion significativa entre la proliferacion celular (medida
mediante la expresion de Ki-67) y la intensidad de TB. También comprobaron que el
indice de proliferacion fue superior en las areas del TB en comparacion con otras regiones
del tumor, concluyendo la asociacion entre el TB y un comportamiento biolégico tumoral

mas agresivo.

El aldehido deshidrogenasa 1 (ALDH1), sobre todo su isotipo Al, es un enzima
que se ha relacionado con la oncogénesis, considerandose un marcador en estudios
inmunohistoquimicos para identificar células madre (normales y tumorales). Podria
desemperiar un papel clave en la regulacion del crecimiento, la diferenciacion de células
normales y tumorales, influyendo sobre distintas caracteristicas fenotipicas!'4. Se ha
observado que la expresion de ALDH1 es mayor en areas con alta intensidad de TB en
comparacion con otras zonas de la masa tumoral. Este hallazgo sugiere que en los Buds
se encuentran células con un fenotipo similar al de células madre, predisponiendo por
tanto a un comportamiento biolégico mas agresivo, con propiedades aumentadas de

migracion e invasion'®,

En definitiva, el TB se considera una representacion histologica de dos
caracteristicas que aportan mayor agresividad a los tumores: pérdida de cohesion celular
y capacidad de invasion activa. Es de suponer, que los cambios moleculares que suceden
en estas células a nivel del frente invasivo tumoral las dotan de una mayor actividad

biolégica con un comportamiento tumoral mas agresivo.
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Figura 13: Misma seccion tumoral tefiida con Citoqueratina A1/AE3, marcador epitelial (A) y con Vimentina,
marcador mesenquimal (B). Objetivo 1,6x.
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2.3.5 Significacién pronostica

El carcinoma colorrectal (CCR) es la neoplasia donde mas ampliamente ha sido
estudiado y protocolizado el valor pronostico del TB. Se considera un factor predictor
independiente de metastasis en ganglios linfaticos en el CCR pT1. Es un predictor
independiente de supervivencia en el CCR Estadio I1. Debe analizarse sistematicamente
junto con otras caracteristicas patoldgicas®®. Los protocolos para el examen de piezas
quirurgicas correspondientes con CCR primarios de la Sociedad Americana de Patlogos

incluyen desde el 2017 la categorizacion de TB en tres niveles (bajo, moderado y alto)*'’.

En el caso de los carcinomas escamosos de cavidad oral, distintos estudios
muestran también una fuerte asociacion entre la presencia de indices elevados de TB y
las metéstasis linfaticas. También como factor prondstico independiente en la
supervivencia. En el carcinoma de lengua, se ha propuesto algin modelo histolégico
prondstico que analiza el DOl y el indice de TB en comparacion con otros sistemas de

gradacion histolégica multifactorial obteniendo buenos resultados®'8.

Distintos estudios han valorado el significado diagnostico del TB en biopsias
preoperatorias de CE orales y asi poder predecir su agresividad con el fin de adoptar la
actitud terapéutica mas adecuada en estadios precoces'®. Una revision sistematica
reciente ha demostrado que el analisis del TB preoperatorio tiene un valor prondstico
significativo para las metéstasis cervicales linfaticas, supervivencia general vy
supervivencia libre de enfermedad?. Sin embargo, en la actualidad, no se ha
sistematizado su evaluacion, ni se ha establecido como factor histoldgico pronostico en

ninguna clasificacion en los tumores de cabeza y cuello.
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HIPOTESIS

El Tumor Budding, definido como la presencia de células sueltas o formando
pequefios grupos celulares a nivel del frente de invasién tumoral, se considera una
representacion histoldgica de dos propiedades celulares que confieren mayor agresividad

a los tumores: pérdida de cohesion celular y capacidad de invasion activa.

Basandonos en estudios previos realizados sobre neoplasias de estirpe epitelial, se
plantea en el presente trabajo que la presencia de un alto indice de Tumor Budding se
asocia a un comportamiento tumoral mas agresivo, aumentando el riesgo de metastasis
linfaticas en los ganglios cervicales y empeorando el prondstico de los pacientes en

estadios iniciales de carcinoma escamoso de lengua oral.
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OBJETIVOS

Obijetivo 1: Analizar la metodologia diagnostica del Tumor Budding. Cuantificar
la presencia de Tumor Budding en el frente de invasion tumoral en tinciones con
Hematoxilina-Eosina 'y su posterior confirmacion mediante estudio
inmunohistoquimico con Citoqueratina A1-AE3, con el fin de valorar diferencias

en la metodologia diagnostica y reproducibilidad.

Objetivo 2: Evaluar la relacion existente entre las caracteristicas clinicas e

histologicas del tumor primario y el indice de Tumor Budding.

Obijetivo 3: Valorar las caracteristicas inmunohistoquimicas (E-Cadherina, Ki-
67) presentes en el frente de invasion tumoral y su relacion con el indice de Tumor
Budding.

Objetivo 4: Estudiar el significado prondstico del indice de Tumor Budding en

relacion con la aparicion de metastasis linfaticas cervicales.

Obijetivo 5: ldentificar la repercusion del indice de Tumor Budding sobre el

tiempo libre de enfermedad y la supervivencia.
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MATERIAL Y METODOS

5.1 Tipo de estudio

Se ha llevado a cabo un estudio analitico observacional de tipo longitudinal
retrospectivo, sobre una serie de casos (61 pacientes) de carcinoma escamoso de lengua
oral, sometidos a cirugia con intencion curativa, por el servicio de Cirugia Oral y
Maxilofacial del Hospital General Universitario Gregorio Marafion (HGUGM), en un

periodo comprendido entre el 1 de enero de 2010 y el 31 de diciembre de 2019.

5.2 Marco del estudio y fuentes de informacion

El presente estudio se ha llevado a cabo sobre la poblacion de la Comunidad
Auténoma de Madrid que, en el afio 2019, contaba con 6.663.394 habitantes, con un 52%
de mujeres y un 48% de hombres. Teniendo en cuenta la edad y sabiendo que el CE de
lengua se presenta principalmente en mayores de 55 afios, conviene destacar que el 30%
de los habitantes de la comunidad de Madrid son mayores de 55 afios, y aproximadamente
el 18% tienen més de 65 afios. Al HGUGM, le corresponde la atencion de la poblacion
en el area que engloba los municipios de la zona sureste de la Comunidad de Madrid (eje
de la carretera nacional 111, Corredor de Henares, y los distritos municipales de Puente de
Vallecas, Villa de Vallecas, Moratalaz, Vicalvaro y Retiro). El servicio de Cirugia Oral
y Maxilofacial atiende a una poblacion de 1.236.677 habitantes. Esta cifra, es el resultado
de la poblacion correspondiente con su area de accion (321.500 habitantes), asi como la
derivacion de pacientes de otros centros del area del Sureste de la Comunidad de Madrid
que carecen de esta especialidad: Hospital Severo Ochoa de Leganés (193.000), Hospital
de Fuenlabrada (226.000), Hospital del Sureste en Arganda del Rey (183.000), y Hospital
Infanta Leonor en Vallecas (307.000).

Las fuentes de informacién consultadas para identificar los pacientes candidatos
a generar el estudio fueron las siguientes: Relacion de nimeros de Historias Clinicas de
pacientes registrados con el diagndstico de cancer de lengua en el Comité de Tumores de
Cabeza y Cuello del HGUM; Archivo de partes de quirofano del Servicio de Cirugia Oral
y Maxilofacial del HGUGM, Archivo Central e Historias Clinicas del HGUGM en la

intranet, y el Archivo de Muestras Histoldgicas del Servicio de Anatomia Patoldgica.
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5.3 Criterios de inclusion y exclusion

En el presente trabajo se han estudiado pacientes con diagnostico histologico
confirmado de carcinoma escamoso lingual, intervenidos por el servicio de Cirugia Oral
y Maxilofacial del HGUGM, entre los afios 2010-2019, y que cumpliesen los siguientes

criterios:

Criterios de inclusion:

« Carcinoma escamoso lingual confirmado histolégicamente.

« Tumor localizado en lengua oral, segun clasificacion de la AJCC (se
descartaron tumores de base de lengua y suelo de boca).

+ Pacientes en estadio inicial clinico-radioldgico preoperatorio (T1/T2 NO).

« Pacientes intervenidos quirdrgicamente mediante extirpacion tumoral y
linfadenectomia cervical electiva asociada.

« Pacientes controlados postquirurgicamente con un periodo minimo de 3 afios

de seguimiento

Criterios de Exclusion
« Pacientes con patologia tumoral previa en region cervico-facial.
« Margenes de reseccion afectos.
» Ausencia de disponibilidad de blogues de parafina y preparaciones
histoldgicas en el Archivo de Anatomia Patologica de las Historias Clinicas
analizadas, que no permitiesen la realizacion posterior de técnicas de

inmunohistoquimica.

5.4 Parametros clinico-patoldgicos evaluados

Variables clinico-demogréficas
» Género: varén / mujer.
« Edad: como variable cuantitativa continua, y también estratificada.
« Habitos tdxicos del paciente: consumo de tabaco y/o alcohol.
« Tamafio clinico-radiol6gico del tumor.

» Localizacion del tumor dentro de la lengua oral.
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Variables histologicas analizadas sobre tinciones de Hematoxilina-Eosina

Estado patoldgico de los ganglios linfaticos cervicales.

Profundidad de invasién del tumor primario (DOI): Se calcul6 la distancia
existente desde una linea reconstruida desde la membrana basal hasta el
punto de maxima profundidad del tumor.

Grado de diferenciacion tumoral (Clasificacion de Broders).

Infiltracion perineural.

Infiltracion vascular.

indice de Tumor Budding, segtn clasificacion de Wang et al

indice bajo: < de 5 buds por campo.

indice alto: > de 5 buds por campo.

Variables del Estudio Inmunohistoquimico

Tincidén con Citoqueratina A1-AE3
Tincion con E-cadherina

Tincién con Ki-67

Variables de control evolutivo

Recidiva Loco-Regional
Recidiva a distancia
Recidiva total
Mortalidad

5.5 Proceso de seleccion y tamafio de la muestra

La muestra seleccionada ha sido determinada a través de un muestreo no

probabilistico incluyendo pacientes que su enfermedad se presentase en un estadio clinico

inicial de carcinoma escamoso de lengua oral, y que cumpliesen los criterios de inclusién

y exclusion descritos anteriormente (Figura 15). En una primera fase, se identificaron un

total de 90 registros de pacientes en estadios iniciales de CE de lengua oral que no

hubiesen sido tratados previamente de carcinomas intraorales. En una segunda fase, de

los 90 registros seleccionados, tras analizar las variables clinicas, demogréaficas y los
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partes de cirugia, se desestimaron 14 pacientes, con un resultado muestral de 76.
Posteriormente, se solicito a la seccion de Neuro-radiologia del servicio de
Radiodiagndstico, la revision de aquellas pruebas de imagen (TC) donde existian dudas
en relacion al tamafio de la lesién, infiltracion de estructuras vecinas o presencia de

adenopatias patoldgicas. En este proceso fueron excluidos 9 pacientes.

Una vez obtenidos los registros, se solicito al Servicio de Anatomia Patoldgica la
revision de los cristales histologicos correspondientes (tinciones con hematoxilina-
eosina) asi como la comprobacion de disponibilidad de suficiente material tumoral
incluido en parafina. De los 67 individuos restantes, 6 pacientes fueron descartados,
obteniendo un resultado muestral final de 61 pacientes. Se comprobaron de nuevo todos
los cristales y se analizaron las variables histologicas descritas en el apartado 5.4.
Posteriormente, se obtuvieron las secciones correspondientes con el frente de invasion

tumoral de cada pieza, y se realiz6 el correspondiente inmunohistoquimico descrito en el

apartado 5.4.
Pacientes identificados inicialmente
Identificacién - -
(n=90) Pacientes desestimados: 14
No diseccion cervical: n=5
No variables clinicas en la historia: n= 6
Intervenidos por otro servicio: n= 3
Revisién radjoldgica Pacientes identificados (n= 76)
Pacientes desestimados: 9
Afectacion de estructuras vecinas: n= 5
Afectacion cervical: n=4
Revisién AP Pacientes identificados (n= 67)
Pacientes desestimados: 6
Margenes afectos: n=2
Cuello + para sarcoma: n= 1
Muestra insuficiente para estudio IHQ n=3
Analisis Tamaifio muestral final
(n=61)

Figura 14: Diagrama de flujo: Obtencidn del tamafio muestral
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5.6 Estudio Inmunohistoquimico

Las técnicas inmunohistoquimicas (IHQ) se basan en la alta especificidad y
afinidad de la reaccion antigeno-anticuerpo, lo que permite, mediante el empleo de
anticuerpos (Ac) especificos y sistemas de deteccion, determinar la expresion de
biomarcadores. Presenta la ventaja de que puede llevarse a cabo tanto en tejidos frescos,

como en aquellos fijados en formol o parafina.

El estudio IHQ se realiz6 integramente en el servicio de Anatomia Patoldgica del
HGUGM. Una vez seleccionadas las regiones correspondientes con el ITF de cada pieza
tumoral, se procedi6 a cortar dichas secciones (incluidas en parafina) con un espesor de
4u. Se emplearon anticuerpos de la casa comercial Ventana, de laboratorios Roche, que
se suministran de forma prediluida. Los Ac utilizados para este estudio fueron los
siguientes: Anti-Pan Keratin (Ac monoclonal de ratén, clon AE1/AE3/PCK 26, isotipo
IgG1); Anti-E-cadherin (Ac monoclonal de raton, clon 36, isotipo 19G2a/K); Anti-Ki-67

(Ac monoclonal de conejo, clon 30-9).

Figura 15: Cristales con las tinciones empleados en nuestro estudio (A) Sistema automatizado Benchmark XT (B)

La IHQ es una técnica compleja, cuyo resultado final esta influido por multiples
parametros de las fases preanalitica, analitica y post-analitica. Esto implica que,
dependiendo de la seleccion y rendimiento de estos parametros, el resultado final de la
técnica utilizando el mismo Ac primario puede mostrar un rango de negativo a positivo

para el antigeno objetivo. Por lo tanto, para que los resultados obtenidos sean
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reproducibles y confiables es imprescindible la estandarizacion de cada uno de los pasos
o fases, desde la obtencion de la muestra, hasta el ajuste de la técnica y valoracion de los

resultados obtenidos.

En nuestro estudio, para llevar a cabo las inmunotinciones, se empleo el sistema
automatizado BenchMark XT (Figura 16), de la casa comercial Ventana Medical Systems
(EE.UU) del laboratorio Roche. El sistema de tincion VENTANA BenchMark XT es un
sistema que automatiza todas las etapas de la IHQ y de la hibridacién in situ. Su ventaja
radica en la estandarizacién completa del proceso permitiendo obtener unos resultados
mas homogéneos y reproducibles, asi como un menor tiempo de trabajo. Empleando este
sistema, el equipo realiza de forma automatica, siguiendo un protocolo concreto para cada
Ac los procesos correspondientes de desparafinacion, recuperacién antigénica, bloqueo
de enzimas, Ac primarios, contratincion y postcontratincion. Las especificaciones
técnicas empleadas para cada Ac quedan resumidas en la Tabla 2. Una vez finalizado el
proceso de inmunotincidn, las muestras se deshidrataron, se aclararon y se montaron con

el cubrecristales.

Tabla 2: Especificaciones técnicas empleadas en cada uno de los Ac del estudio IHQ

TIPO DE PROCEDIMIENTO Citoqueratina A1/AE3 E-Cadherina Ki-67
Desenmascaramiento antigénico Cell Conditioning Cell Conditioning Cell Conditioning
1 suave 1 estandar 1 estandar
Enzima (proteasa) Proteasa 3-4 min No requiere No requiere
Anticuerpo primario 8 min, 37°C 16 min, 37°C 16 min, 37°C
Bloqueo de Ac Casein 4 min Ninguno Seleccionado
Contratincion Hematoxylin 11 4min Hematoxylin 1l 4min Hematoxylin 11 4min
Post-contratincion Bluing 4 min Bluing 4 min Bluing 2-4 min

5.7 Valoracion de los resultados inmunohistoquimicos

Todas las preparaciones fueron evaluadas por dos miembros independientes de la
seccion de Cabeza y Cuello del Servicio de Anatomia Patoldgica del HGUGM que

desconocian completamente el desenlace clinico de cada caso.
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IHQ con Citoqueratina AE1/AE3: La Citoqueratina A1/AE3 (Figura 17) es una
mezcla de citoqueratinas (CK) que incluye un amplio espectro de pesos moleculares y se
obtiene inmunizando ratones con queratinas callosas humanas. Permite identificar la
mayoria de las CKs humanas y, por tanto, posee una alta sensibilidad diagndstica en la
identificacion de neoplasias de estirpe epitelial, en su clasificacion en funcion del grado
de diferenciacion y en la deteccion de micrometastasis'?t. La CK AE1 reconoce
citoqueratinas acidas (CK 10,15,16,19) propias de epitelios simples. La CK AE3
reconoce las CK baésicas (CK1-CK8) y es caracteristica de los epitelios transicionales y
de los carcinomas escamosos. El patrén de tincion celular para AE1/AE3 es

citoplasmatico’??.

Teniendo en cuenta el origen epitelial de las células que componen el TB y puesto
que, al localizarse tanto en el ITF como en el estroma circundante por delante del mismo,
su observacion puede ser compleja, se empleo esta técnica para facilitar la visualizacion
de los TB por parte de los investigadores que, previamente, habian analizado su presencia
sobre cristales tefiidos con H-E, y asi poder comparar la fiabilidad diagndstica y

reproducibilidad entre ambas tinciones.

Figura 16: IHQ con Citoqueratina A1/AE3. Objetivo 4x
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IHQ con E-Cadherina: La inmunotincién con E-Cadherina en el ITF, se evalud
siguiendo criterios cualitativos y cuantitativos. Los niveles de inmunoreaccion de la
membrana celular, se clasificaron en 4 subgrupos de acuerdo a la clasificacién de
Bankfalvi et al.”¥, tomando como control fuertemente positivo, la inmunotincién
observada en el propio epitelio sano:

0: negativo, ausencia total de tincion.

1: tincion débil, detectada < 10% de las células tumorales tefiidas.

2: tincion moderada, focal o heterogénea, 10-75% de las células tumorales tefiidas.

3: tincion intensa, fuerte y homogénea en > 75% de las células tumorales tefiidas.

Con el fin de facilitar el posterior andlisis estadistico, y puesto que no se aprecid en ningin
caso una inmunotincién completamente negativa (0), los resultados se agruparon en dos

categorias: Tincién débil (1) y Tincion moderada-intensa (2 'y 3).

Figura 17: IHQ con E-Cadherina. Tincion intensa, fuerte y homogénea (+3) Objetivo 4x (A); Tincion débil a nivel
del ITF (+1) Objetivo 20x (B)
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IHQ con Ki-67: La proteina Ki-67 es un marcador que estd estrictamente
relacionado con la proliferacion celular, presente en todas las fases activas del ciclo
celular (G1, S, G2 y la mitosis), pero ausente en las células en reposo (G0). Durante la
interfase, el antigeno Ki-67 puede ser detectado exclusivamente en el ndcleo de la célula,
mientras que, en la mitosis, la mayoria de la proteina se traslada a la superficie de los

cromosomas.

La cuantificacion de la expresion de Ki-67 se efectudé por medios manuales. Se
seleccionaron al menos 3 campos de gran aumento (objetivo 40x) como representacion
de la muestra. Solo se considero positiva la tincion nuclear, sin valorar la intensidad de la
misma. Se midié el porcentaje de nucleos tefiidos en un minimo de 200 células por campo
a nivel del ITF. Por tanto, el indice ki-67 debe expresar el porcentaje de células con

tincion positiva entre el total de células invasivas valoradas. El punto de corte fue 50%

para categorizar entre indice alto e indice bajo
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Figura 18: IHQ con Ki-67. Objetivo 4x (A); Campo seleccionado a nivel del ITF, indice de proliferacion >70%.
Objetivo 40x (B)
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5.8 Analisis estadistico

Fue realizado mediante el software informatico SPSS para Windows (Version
25.0, SPSS Inc., Chicago, IL). En una primera fase, los datos obtenidos de las variables
cualitativas y cuantitativas descritas en el estudio se recogieron en un cuaderno de
recogida de datos (tabla Excel), para posteriormente integrarse en una base de datos
anonimizada. Se realiz6 un analisis descriptivo de las distintas variables, agrupadas en
aspectos demogréaficos, clinicos, histologicos y de evolucion clinica. Los resultados se
presentaron como frecuencia y porcentaje en cada grupo de analisis para variables

cualitativas y como media + desviacion estandar de la media para variables cuantitativas.

Se realizd un analisis de distribucion de normalidad mediante la prueba
Kolmogorov-Smirnov. El andlisis de distribucion de frecuencias entre los diferentes
grupos de interés se realizd mediante chi-cuadrado (y?) y test exacto de Fisher,
adicionalmente. La comparacion de variables cuantitativas, se llevé a cabo por
comparacion de medias entre los diferentes grupos de interés, a través del test no

paramétrico Kruskal Wallis y U de Mann-Withney.

Decidimos realizar un analisis multivariante de regresion logistica binaria,
tomando exclusivamente las variables que habian mostrado significacion estadistica en
la prueba de chi-cuadrado (x?2), para mejorar la precision de nuestros resultados y evitar
sesgos, con el fin de estimar las variables predictoras independientes de la presencia de
metastasis linfaticas cervicales y desarrollo de recidivas a lo largo de la evolucion de la

enfermedad.

Para analizar la influencia del marcador histopatolégico Tumor Budding sobre la
supervivencia global (medido como el transcurrido entre el tratamiento de cada paciente
y la fecha del dltimo contacto de seguimiento en el periodo de estudio o la fecha de muerte
para aquellos pacientes que fallecieron a causa del cancer de lengua) y recidivas (medidas
desde la fecha de intervencion quirdrgica hasta la aparicion de eventos), se realizaron
andlisis de supervivencia, mediante funciones de supervivencia de Kaplan-Meier (KM),
asi como la representacion gréafica de las curvas KM y comparadas entre si mediante el
estadistico de log-rank. En la fase estadistica analitica, se trabajé con un error tipo 1 de

doble cola, estableciéndose significancia estadistica para valores P inferiores a 0,05.
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5.9 Consideraciones éticas

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacion con
medicamentos (CEIm) del HGUGM el 11 de febrero de 2019, con el cddigo 2018/ 2.1
(Figura 20).

-
Hospital G ! Uni itario
"‘M Gregorio Marafién

SaludMadrid ] comunidad de Madria

DICTAMEN DEL COMITE de ETICA DE LA INVESTIGACION con MEDICAMENTOS

D*. Camino Sarobe Gonzélez, Secretaria Técnica del COMITE de ETICA DE LA INVESTIGA_C!ON con
MEDICAMENTOS HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO GREGORIO MARANON

CERTIFICA

Que se ha evaluado la propuesta del promotor referida al estudio:

Cédigo 2018 /2.1

TITULO: "Tumor Budding como factor pronéstico en estadio precoz clinico-radiolégico de carcinoma escamoso lingual:
Anilisis Histologico e Inmunohistoquimico"

Protocolo version 2.0.

Promotor: Investigador

- Elestudio se plantea siguiendo los requisitos legalmente establecidos, y su realizacion es pertinente.

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y estéan
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Seacepta la exencion para obtener el consentimiento informado.

- El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

- La capacidad del investigador y sus colaboradores, y las instalaciones y medios disponibles, tal y como ha sido
informado, son apropiados para llevar a cabo el estudio.

Este CEIm actuando como comité evaluador, emite dictamen favorable y acepta que dicho estudio sea realizado en los centros
siguientes por los investigadores principales que se relacionan a continuacién:

Dr. Samuel Espfas Alonso / Hospital General Universitario Gregorio Marafién

Figura 19: Informe favorable del CEIm
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6.1 Analisis descriptivo de la poblacion de estudio

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se ha recogido y analizado la informacion
correspondiente a una poblacion de estudio constituida finalmente por 61 pacientes con
carcinoma escamoso de lengua oral, diagnosticados y tratados por el Servicio de Cirugia
Oral y Maxilofacial del HGUGM, en un periodo comprendido entre el 1 de enero de 2010
y el 31 de diciembre de 2019, y que reunian los criterios de inclusion y carecian de los
criterios de exclusion establecidos en el estudio. A continuacién, se presentan los
resultados obtenidos en el andlisis descriptivo, dividiendo las variables segun
correspondan a factores clinico-demogréaficos, factores histolégicos convencionales,

factores del estudio IHQ, y variables de evolucion de la enfermedad.

6.1.1 Distribucion respecto a variables clinico-demogréaficas

La tabla 3 resume la distribucion de las variables clinico-demogréficas. La edad
media de diagndstico fue de 59,72 + 2,02, de los cuales 5 (8,2%) presentaban una edad <
40 afios, 25 (41,0%) una edad comprendida entre los 40 y los 60 afios y 31 (50,8%) eran
> 60 afios. Del total de pacientes incluidos en el estudio, 40 fueron hombres (65,6%) y 21
mujeres (34,4%) (Figura 17). En relacion a los factores de riesgo, entorno al 40% de los
pacientes eran fumadores y menos de un 20% reconocieron consumo habitual y diario de

alcohol.

A B

Mujeres

Figura 20: Gréficas de distribucion respecto a la edad estratificada (A) y al sexo (B)

En relacion al tamafio tumoral, siguiendo los criterios clinico-radiologicos
preoperatorios, el 44,3% (27 casos) fueron clasificados como T1, y el 55,7% (34 casos)
fueron clasificados como T2. Dentro de la lengua oral, los bordes laterales fueron la
localizacion mas frecuente, representando el 82% (50 casos de la serie), seguidos por la

cara ventral 14,7% (9 casos), y solamente el 3,3% asentaron en la cara dorsal (2 casos).
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Tabla 3: Distribucién de las variables clinico-demograficas

Poblacién estudio

(n=61)

Variables Categorias Frecuencia (%)
<40 5 8,2
Edad (afios) 40- 60 25 41,0
> 60 31 50,8

*Edad (afios) 59,72 £ 2,02
Sexo Hombre 40 65,6
Mujer 21 34,4
Tabaco Ausente 35 57,4
Presente 26 42,6
Alcohol Ausente 50 82,0
Presente 11 18,0
Localizacion Bordes laterales 50 82,0
Cara ventral 9 14,7
Cara dorsal 2 3,3
T clinico 1 27 44,3
2 34 55,7

6.1.2 Distribucion respecto a factores histologicos convencionales

La tabla 4 resume la distribucion de las variables histolégicas convencionales
analizadas sobre H-E. Todos los pacientes incluidos en el estudio presentaban ausencia
de afectacion metastasica linfatica cervical segin los estudios clinico-radioldgicos
preoperatorios. Sin embargo, en el estudio histologico, el 34,4% (21 casos) presentaron

cuellos histoldgicamente positivos, y el 65,6% (40 casos) fueron negativos.

Figura 21: Ganglio linfatico cervical con afectacion metastasica
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El grado de diferenciacion tumoral se dividio en tres categorias, siguiendo los
criterios de clasificacion de la OMS. El 18% (11 casos) fueron clasificados como tumores
bien diferenciados, el 72,1% (44 casos) moderadamente diferenciados, y el 9,8% (6 casos)

fueron tumores pobremente diferenciados.

Figura 22: CE lingual pobremente diferenciado. Patrén en cordones

La media de la profundidad de invasién tumoral, entendida como la distancia entre
el punto de la membrana basal de mucosa sana méas cercana al tumor y el punto méas
profundo del mismo, fue de 9,11 + 0,67. Cuando estratificamos el DOI en tres categorias,
el 24,6% (15 casos) presentaron un DOl <5 mm, el 41% (25 casos) un DOI comprendido
entre 5-10 mm, y un 34,4% (21 casos) un DOI > 10 mm.

El 39,3% (24 casos) presentaron infiltracion perineural, sin observarse en el
60,7% (37 casos). La infiltracién vascular ha demostrado ser muy baja en nuestra serie,

apreciandose Unicamente en el 8,2% (5 casos) de las piezas tumorales analizadas.

Figura 23: Infiltracion perineural Figura 24: Infiltracion vascular venosa
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La intensidad de Tumor Budding se clasifico entre alto y bajo grado empleando
como punto de corte la presencia de 5 buds (< 5 bajo grado; > 5 alto grado). Se aprecid
un alto indice de TB en el 44,3% (27 casos), mientras que en el 55,7% restante (34 casos)

se clasificd como bajo grado.
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Figura 25: Visualizacion de TB sobre muestras de H-E. Objetivo 20x. Bajo indice de TB (A); Alto indice de TB (B)

65



RESULTADOS

Tabla 4: Distribucion de las caracteristicas histolégicas de la poblacion a estudio

poblacion estudio

(n=61)
Variables Categorias Frecuencia (%)
Grado de diferenciacion Bien 11 18,0
Moderado 44 72,1
Pobre 6 9,8
DOl <5mm 15 24,6
5-10 mm 25 41,0
> 10 mm 21 34,4
Tumor Budding 1 (Bajo) 34 55,7
2 (Alto) 27 44,3
Infiltracion perineural Ausente 37 60,7
Presente 24 39,3
Infiltracion vascular Ausente 56 91,8
Presente 5 8,2
Positividad cuello No 40 65,6
Si 21 34,4

6.1.3 Distribucion segun el analisis inmunohistoquimico

La tabla 5 resumen la distribucién en relacion a las variables del estudio IHQ. La
expresion de E-Cadherina en el ITF se evalud de forma semicuantitativa. Los niveles de
inmunorreaccion de la membrana celular se clasificaron en 4 subgrupos de acuerdo a la
clasificacion de Bankfalvi et al.”*: 0: negativo, ausencia total de tincién; 1: tincién débil,
detectada < 10% de las células tumorales tefiidas; 2: tincion moderada, focal o
heterogénea, 10-75% de las células tumorales tefiidas 3: tincion intensa, fuerte y
homogénea en > 75% de las células tumorales tefiidas. Con fines estadisticos, se decidio
dicotomizar la variable en dos grupos (0-1 y 2-3). El 65,6 % (40 casos) mostraron una
expresién moderada-intensa (2-3), y el 34,4 % (21 casos) mostrd una expresion débil (1).

En ninguna de las muestras estudiadas se evidenci6 una ausencia total de tincion (0).

El indice de proliferacion medido mediante Ki-67, debe expresar el porcentaje de
céelulas con tincion positiva entre el total de células valoradas en el ITF. Como variable

continua, su media *+ error estandar de la media, fue 38,20 + 3,66. Para el analisis
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estadistico, se tomd como punto de corte el 50%, para categorizar entre alto y bajo indice
de proliferacion. El 54,1% (33 casos) mostr6 un indice de proliferacién superior al 50%,

mientras que 28 casos (45,9%) mostraron un indice de proliferacién < 50%.

Figura 26: Misma seccion tumoral tefiida con Citoqueratina AE1/AE3 (A), E-Cadherina (B), Ki-67 (C)

Tabla 5: Distribucion de las caracteristicas del estudio IHQ. : el Ki-67* se presenta tanto dicotomizada, como
su media + desviacién estandar

Poblacion de estudio

(n=61)
Variables Categoria N° de casos (%)
<50 28 45,9
Ki-67 (%) >50 33 54,1
*Ki-67 (%) 38,20 + 3,66
1 21 34,4
E-Cadherina 2-3 40 65,6
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6.1.4 Distribucién de las variables de evolucion de enfermedad

La tabla 6 resumen la distribucién en relacién a las variables de evolucién de la

enfermedad.

Una vez analizada tanto lo recidiva loco-regional, a distancia y la total, se observo
que tanto la recidiva loco-regional como la total presentaron los mismos valores, puesto
que los pacientes que presentaron la recidiva a distancia (5 casos), también lo hicieron a
nivel loco-regional. En relacion al exitus, un 20% de los pacientes incluidos en la muestra

habian fallecido al finalizar el estudio.

Tabla 6: Distribucién de las caracteristicas de evolucion de la enfermedad

Poblacion de estudio

(n=61)
Variables Categorias N° de casos (%)
No 46 75,4
Recidiva Loco-regional Si 15 24,6
No 56 91,8
Recidiva a Distancia Si 5 8,2
No 46 75,4
Recidiva Total Si 15 24,6
No 49 80,3
Exitus Si 12 19,7
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6.2 Estudio analitico

6.2.1 Objetivo 1: Analizar la metodologia diagnéstica del Tumor Budding

Los resultados revelan que hay una distribucion significativamente distinta en los
niveles de concordancia y no concordancia entre la tincién con Hematoxilina-Eosina 'y su
posterior confirmacion mediante estudio inmunohistoquimico con Citoqueratina AE1-
AE3 entre los grupos TB 1 (baja intensidad, <5 buds) y TB2 (alta intensidad, >5 buds),
observandose un 100% de confirmacion en el grupo TB1, mientras que ese porcentaje
cae al 89% en el TB2 (p=0,046) (Figura 28).

© |
34 (100%) . Si concordancia

24 (39%)

3(11%)

RECUENTO DE CONCORDANCIAS

TB1 TB 2
(N=34) (N=27)

Figura 27: Comparacion de la concordancia entre el diagndstico con H-E y Citoqueratina A1/AE3. *p <0,05

Figura 28: Visualizacion del TB, objetivo 20x. Preparacion con H-E (A) Citoqueratina AE1/AE3 (B)
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6.2.2 Objetivo 2: Evaluar la relacidn existente entre las caracteristicas clinicas e

histoldgicas del tumor primario y el indice de Tumor Budding

6.2.2.1 Tumor Budding y su relacion con los parametros clinico-demograficos

La tabla 7 resume las correlaciones entre el indice de TB y los factores clinico-

demogréficos.

No fue posible establecer una relacién estadisticamente significativa entre la
intensidad del TB enel ITFy laedad (p=0,976), el sexo (p=0,213), el consumo de tabaco
(p=0,191) y el consumo de alcohol (p=0,054), si bien, atendiendo a esta ultima variable,
la relacion fue casi significativa. Tampoco pudo establecerse una relacion
estadisticamente significativa con el estadio “T” prequirurgico, medido mediante técnicas

clinico-radioldgicas (p=0,126).

Tabla 7: Asociacion entre el indice de TB y las variables clinico-demogréficas. Nota: la edad se presenta tanto
estratificada como su media + desviacion estandar

TB1 TB?2
(n=34) (n=27)
variables categorias frec (%) frec (%) valor p
< 40
~ 3(88) 2(74)
Edad (afios) 40- 60
14 (41,2) 11 (40,7) 0,976
> 60 17 (50,0) 14 (51,9)
Sexo hombre 20 (58,8) 20 (74,1) 0013
mujer 14 (41,2) 7 (25,9) ’
Tabaco Presente
17 (50,0 18 (66,7
Ausente 09 o) 0,191
17 (50,0) 9(33,3)
Alcohol Presente
25 (73,5 25 (92,6
Ausente ( ) ( ) 0,054
9 (26,5) 2(7,4)
T clinico 1 18 (52,9) 9(33,3)
’ 0,126
16 (47,1) 18 (66,7)
TB1 B2
Variables (n=34) (n=27) valor p
Edad (afios) 59,82 + 2,94 59,59 + 2,71 0,822
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6.2.2.2 Tumor Budding en el carcinoma de lengua oral y su relacién con otros
parametros histopatoldgicos convencionales

La tabla 8 resume las correlaciones entre el indice de TB y los parametros
histopatoldgicos convencionales analizados sobre tinciones de H-E. No fue posible
establecer una relacion estadisticamente significativa entre la intensidad del TB enel ITF
y el grado de diferenciacion tumoral (p=0,976), y tampoco con la infiltracion vascular
(p=0,093). Sin embargo, considerando que, en las piezas con mayor profundidad tumoral
encontramos una mayor intensidad de clusters celulares en el ITF, encontramos una
asociacion estadisticamente significativa entre la intensidad de TB y el DOI (p=0,001)
(Figura 21). También hemos encontrado una asociacion estadisticamente significativa
con la infiltracion perineural (p=0,021).

Tabla 8: Asociacion entre el indice de TB y las variables histologicas. Nota: el DOI se presenta como su media +
desviacion estandar

TB1 TB 2
(n=34) (n=27)
Variables Categorias frec (%) frec (%) valor p
Grado diferenciacion Bien 8 (23,5) 3(1L,1)
Moderadamente 23 (67,6) 21 (77,8) 0.454
Pobremente 3(8.8) 3(11,1)
Infiltracion vascular Ausente 33(97,1) 23 (85,2)
Presente 0,093
1(2,9) 4 (14,8)
Infiltracion perineural Ausente
25 (73,5 12 (44,4
Presente ( : ( ) 0,021
9 (26,5) 15 (55,6)
TB1 TB 2
Variables (n=34) (n=27) valor p
DOI (mm) 7,15+0,77 11,59 +0,99 0,001
15
E I
£
= 10 |
o
a T
3
T 5
>
=
° TB1 TB 2

Figura 29: Grafica que muestra la asociacion entre el indice de TB y el DOI (p <0,05)*
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6.2.3 Objetivo 3: Valorar las caracteristicas inmunohistoquimicas (E-Cadherina,

KI1-67) presentes en el ITF y su relacion con el indice de Tumor Budding

La tabla 9 resume las correlaciones entre el indice de TB y caracteristicas IHQ del
ITF. Cuando analizamos la expresion de e-cadherina en la membrana de las células del
ITF, observamos que, el 70,4% (19 casos) que fueron clasificados como TB de alto grado,
asociaron unatincion débil, < 10% de las células tumorales tefiidas en el ITF, encontrando

una asociacion estadisticamente significativa con el indice de TB (p < 0,001).
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Figura 30: Tincién con E-Cadherina, objetivo 20x. Tincion intensa +3 (A), Tincion leve +1 (B)

En cuanto al indice de proliferacion celular mediante Ki-67, observamos una
asociacion estadisticamente significativa entre éste y el indice de TB (p<0,001) (Figura
33). Cuando dicotomizamos la variable tomando como punto de corte el 50%, en un
85,2% (25 casos) de los tumores que presentaron un alto indice de TB encontramos un
indice de proliferacion celular aumentada en el ITF (> 50%) por tan solo un 14,8% (4

casos), que presentaron una proliferacion < 50%.
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Figura 31: Tinci6n con Ki-67, objetivo 20x. Proliferacion >50% (A), proliferacion <50% (B)
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Figura 32: Gréfica que muestra la asociacion entre el indice de TB y el indice de proliferacion mediante
Ki-67 (p <0,05)*

Tabla 9: Asociacion entre el indice de TBy las variables del estudio IHQ. Nota: el indice de proliferacion mediante
Ki-67 se presenta como su media + desviacion estandar

B 1 TB 2
(n=34) (n=27)

Variables Categorias frec (%) frec (%) valor p
e-cadherina ‘ 1 2(5.9) 19 (70,4) - 0001

_ 203 32 (94,1) 8 (29,6) '
ki-67 (%) <50 24 (70,6) 4 (14,8) < 0.001

| =50 10 (29,4) 23 (85.2) ’

B 1 TB 2
Variables (n=34) (n=27) valor p

Ki-67% 20,59 + 2,98 60,37 + 4,65 < 0,001
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6.2.4 Objetivo 4: Estudiar el significado prondstico del indice de Tumor Budding en

relacion con la aparicion de metéstasis linfaticas cervicales

Para llevar a cabo este objetivo, en primer lugar, analizamos la posible asociacion
estadistica entre todas las variables incluidas en nuestro estudio y la presencia de
metastasis linfaticas confirmadas mediante el estudio histolégico de los ganglios
cervicales. Posteriormente, las variables que mostraron significancia estadistica, fueron
incluidas en un estudio multivariable mediante un test de regresion logistica binaria, para
establecer cuales de ellas podian ser consideradas factores prondsticos independientes de

enfermedad metastasica cervical.

6.2.4.1 Metastasis linfaticas cervicales y su relacion con factores clinico-
demograficos

La tabla 10 resume la asociacion entre las metastasis linfaticas cervicales y las
variables clinico-demogréaficas. No fue posible establecer una relacion estadisticamente
significativa entre el estado de los ganglios linfaticos cervicales y la edad, sexo, factores

de riesgo y estadio “T” clinico.

Tabla 10: Asociacion entre las metastasis linfaticas cervicales y las variables clinico-demograficas

Positividad cuello

no si
(n=40) (n=21)
Variables Categorias frec (%) frec (%) valor p
<40
4 (10,0 1(48
Edad (afos) 40- 60 (10.0) o)
15 (37,5) 10 (47,6) 0,647
> 60 21 (52,5) 10 (47,6)
Sexo hombre 26 (65,0) 14 (66,7)
mujer 0,89
14 (35,0) 7(333)
Tabaco Ausente 20 (50,0) 15 (71,4)
Presente 0,108
20 (50,0) 6 (28,6)
Alcohol Ausente 31(77,5) 19 (90,5) 0.210
Presente 9 (22,5) 2(9,5) ,
T clinico 1 21 (52,5) 6 (28,6)
5 0,074
19 (47,5) 15 (71,4)
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6.2.4.2 Metastasis linfaticas cervicales y su relacion con parametros histolégicos
clasicos

La tabla 11 resume la asociacion entre las metéstasis linfaticas cervicales y los
factores histopatoldgicos convencionales analizados sobre tinciones de H-E. No fue
posible establecer una relacion estadisticamente significativa entre la presencia de
metéstasis cervicales linfaticas y el grado de diferenciacion tumoral (p=0,230). ni la

infiltracidn vascular (p=0,209).

Encontramos una asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de
metéstasis linfaticas cervicales y la infiltracion perineural (p=0,002).

*

100% B Cuello - B Cuello +

80%
60%
40%
20%

0%
Inf Perineural - Inf Perineural +

Figura 33: Grafica que muestra la asociacion entre la Infiltracion perineural y las metastasis cervicales (p <0,05)*

Encontramos una asociacion significativa entre una mayor profundidad invasiva
tumoral (DOI) medida en mm, y la aparicion de metastasis linfaticas cervicales,
apareciendo mayor indice de metéstasis en los ganglios en los casos que los tumores

presentaban un mayor DOI (Figura 35).

M Cuello - H Cuello+ =%
B
A 100%
60 * 80%
= |
E * 60%
8 40%
o
T
0
NO si 0%
| POSITIVIDAD CUELLO | <5mm 5-10mm >10mm

Figura 34: Gréfica que muestra la asociacion entre el DOl y las metastasis cervicales: Como variable cuantitativa
continua, (p <0,05)* (A), y agrupada (B)
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Tabla 11: Asociacidn entre el estado de los ganglios linfaticos cervicales y las variables histoldgicas.
Nota: el DOI se presenta como su media + desviacion estandar

Positividad cuello

no sf
(n=40) (n=21)
Variables Categorias frec (%) frec (%) valor p
Bien
Grado diferenciacion Moderado 9(225) 2(99)
26 (65,0) 18 (85,7) 0,230
Pobre 5 (12,5) 1(4,8)
ool <5mm 13 (32,5) 2(9,5)
5- 10mm 19 (47,5) 6 (28.6) 0,004
>10mm 8 (20,0) 13 (61,9)
Infiltracion perineural Ausente 30 (75,0) 7(33,3)
' ' 0,002
Presente 10 (25,0) 14 (66,7)
Infiltracion Ausente
38 (95,0 18 (85,7
vascular p t ( ) ( ) 0,209
resente 2 (5,0) 3(14,3)
Positividad cuello
no si
(n=40) (n=21)
Variables valor p
DOl 7,45+ 0,75 12,05 + 1,13 <0,001

6.2.4.3 Metéstasis linfaticas cervicales y su relacion con el indice de Tumor Budding

La tabla 12 muestra la correlacion entre las metéstasis linfaticas cervicales y el
indice de TB, encontrando una asociacion estadisticamente significativa entre la
intensidad del TB en el ITF y la presencia de metastasis linfaticas cervicales (p<0,001).
El 90,5% de los pacientes que presentaron indices altos de TB, presentaban cuellos
histolégicamente positivos, y tan s6lo dos pacientes (9,5%), con TB de alto grado, tenian

ausencia de enfermedad metastasica cervical (Figura 36).

Tabla 12: Asociacidn entre metastasis linfaticas cervicales y el indice de Tumor Budding (p <0,05)*

Positividad cuello

no si
(n=40) (n=21)
Variables Categorias frec (%) frec (%0) valor p
Tumor Budding ‘ 1 (Bajo) 32 (80,0) 2(9.5) <0,001
| 2(Alo) 8 (20,0) 19 (90,5)
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Figura 35: Grafica que muestra la asociacion entre las metastasis linfaticas cervicales y el TB (p <0,05)*

6.2.4.4 Metastasis linfaticas cervicales y su relacibn con otros parametros
inmunohistoquimicos (E-cadherina, ki-67)

La tabla 13 muestra la correlacion entre las metéastasis linfaticas cervicales y los

pardmetros IHQ analizados (E-cadherina y Ki-67).

Encontramos una asociacion estadisticamente significativa entre la expresion de
E-cadherina, el indice de proliferacion calculado mediante Ki-67, y las metastasis

linfaticas cervicales (p < 0,001y p < 0,001 respectivamente).

Tabla 13: Asociacion entre metastasis linfaticas cervicales y estudio IHQ (p <0,05)*

Positividad cuello

no si
(n=40) (n=21)
Variables Categorias frec (%) frec (%) valor p
Ki-67 (%) <50 26 (65,0) 2(9,9)
~ 50 ' ' <0,001
= 14 (35,0) 19 (90,5)
E-cadherina 1 6 (15,0) 15 (71,4)
- <0,001
34 (85,0) 6 (28,6)
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6.2.4.5 Regresion logistica binaria para establecer factores predictivos
independientes de metastasis linfaticas cervicales en el carcinoma de lengua oral

Para analizar la influencia de forma independiente de los diferentes parametros
clinico-patoldgicos y moleculares sobre las metastasis cervicales linfaticas, se realizé un
andlisis multivariante de regresion logistica binaria incluyendo exclusivamente, para la
realizacion de este test, los pardmetros que habian mostrado significancia estadistica en

la prueba de Chi Cuadrado.

Este modelo mostré que el indice de Tumor Budding era un factor predictor
independiente de la presencia de metastasis linfaticas, p < 0,035 (OR=1178, IC 95% (1,19
- 116,68))

Tabla 14: Test multivariante de regresion logistica binaria

Positividad cuello

Variables Categorias OR IC (95%) valor p
pT octava edicion 1 1
2 1,38 (0,09 - 21,14) 0,818
3 2,43 (0,15 - 40,01) 0,535
Tumor budding 1 (Bajo) 1
2 (Alto) 11,78 (1,19 - 116,68) 0,035
Infiltracion perineural Ausente 1
Presente 5,36 (0,80 - 35,84) 0,084
ki-67 (%) <50 1
>50 6,56 (0,60 - 71,81) 0,123
e-cadherina 1 1
2-3 1,95 (0,15 -24,71) 0,607
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6.2.5 Objetivo 5: Identificar la repercusion del indice de Tumor Budding sobre el

tiempo libre de enfermedad y la supervivencia

6.2.5.1 Tiempo libre de Enfermedad (TLE)

La tabla 15 resume la asociacion entre todas las variables analizadas en nuestro

estudio (clinico-patoldgicas, histolégicas e IHQ) y el TLE.

Encontramos una asociacion estadisticamente significativa entre la profundidad
de invasion tumoral, y la aparicién de recidivas (p=0,036). Observamos que el 95% de
los pacientes con un DOI < 5 mm no presentan recurrencias a lo largo del estudio,
mientras que ese porcentaje disminuye (60%) en los pacientes con DOI >10 mm (Figura

37). Sin embargo, no encontramos ninguna asociacion entre el indice de TBy el TLE.

100,00%

80,00%
60,00%
% libre de
recidiva
40,00%
20,00%
0,00%
pT1 pT2 pT3
(225 mm) (5-10 mm) (=10 rmm)
T patolégico (pT) segun DOI

Figura 36: Gréfica que muestra el TLE segun DOI
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Tabla 15: Asociacion entre las variables del estudio y el TLE

Recurrencia

RESULTADOS

No Si
(n=46) (n=15)
variable categorias frec (%) frec (%) valor p
<40
4(8,7 1(6,7
Edad (afos) 40- 60 ©7 .1
18 (39,1) 7(46,7) 0,869
> 60 24 (52,2) 7 (46,7)
Sexo hombre 33(71,7) 7 (46,7)
mujer 0,076
13 (28,3) 8 (53,3)
Tabaco Ausente 24 (52,2) 11 (73,3) 0.150
Presente 22 (47.8) 4 (26,7) '
Alcohol Ausente 37 (80,4) 13 (86,7)
Presente 0,586
9 (19,6) 2 (13,3)
Grado diferenciacion Bien 9 (19,6) 2 (13,3)
Moderadamente 33 (7L,7) 11 (73,3) 0,781
Pobremente 4 (8,7) 2 (13,3)
T clinico 1 23 (50,0) 4(26,7) 0114
2 23 (50,0) 11 (73,3) ’
pT octava edicion <5mm 14 (30,4) 10 (6,7)
5—-10mm 20 (43,5) 5(33,3) 0,036
>10 mm 12 (26,1) 9 (60,0)
Tumor budding 1 28 (60,9) 6 (40,0) 0.158
2 18 (39,1) 9 (60,0) ’
Infiltracion perineural Ausente 29 (63,0) 8 (53,3)
' ' 0,504
Presente 17 (37,0) 7(46,7)
Infiltracion Ausente
43 (93,5 13 (86,7
vascular Presente o ) 0.404
3(6,5) 2 (13,3)
Mortalidad No 42 (91,3) 7 (46,7) < 0.001
Si 4(87) 8 (53,3) ’
Ki-67 (%) <50 22 (47,8) 6 (40,0) 0597
> 50 24 (52,2) 9 (60,0) '
E-cadherina 1 13 (28,3) 8 (53,3) 1.000
2-3 33 (71,7) 7(46,7) ’
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Figura 37: Curva de recidiva de Kaplan-Meier para TLE segun indice de TB

No hay diferencias estadisticamente significativas en el tiempo de aparicion de
recidiva locorregional entre los grupos TB 1 vs TB 2: TB1:93,9 +7,0 vs TB2:74,8 + 10,2

meses; Log rank (Mantel-Cox) p =0,076.
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6.2.5.2 Supervivencia Global

Para estudiar los factores que podian influir sobre la supervivencia global,
analizamos todas las variables incluidas en el estudio (Tabla 16). Solo encontramos una
asociacion estadisticamente significativa entre la aparicion de recurrencias y un aumento

de la mortalidad.

Tabla 16: Asociacion entre las variables del estudio y la supervivencia

Mortalidad
no si
(n=49) (n=12)
Variable Categorias frec (%) frec (%) valor p
Edad (afios) <40 4(8,2) 1(8,3)
40- 60 21 (42,9) 4(333) 0,827
> 60 24 (49,0) 7(58,3)
Sexo hombre 32 (65,3) 8 (66.7) 0.929
mujer 17 (34,7) 4(333) ’
Tabaco Ausente 27 (55,1) 8 (66,7) 0.468
Presente 22 (44,9) 4 (33,3) '
Alcohol Ausente 38 (77,6) 12 (100,0) 0.070
Presente 11 (22,4) 0(0,0) ’
Grado diferenciacion Bien 8 (16,3) 3(25,0)
Moderadamente 36 (73,5) 8 (66,7) 0,779
Pobremente 5(10,2) 1(8,3)
T clinico 1 24 (49,0) 3(25,0) 0.134
2 25 (51,0) 9 (75,0) '
pT octava edicion <5mm 14 (28,6) 1(8,3)
5-10 mm 21 (42,9) 4(33,3) 0,117
> 10 mm 14 (28,6) 7(583)
Tumor budding 1 (Bajo) 29 (59,2) 5(41,7)
2 (Alto) 20 (40,8) 7(58,3) oo
Infiltracion perineural Ausente 30 (61,2) 7 (58,3) 0584
Presente 19 (38,8) 5(41,7) ’
T e w9 06Dy
3(6,1) 2(16,7)
Ki-67 (%) <50 23 (46,9) 5(41,7)
=50 26 (53,1) 7(58,3) o
E-cadherina 1 15 (30,6) 6 (50,0)
203 34 (69,4) 6 (50,0) oo
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Funciones de supervivencia
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Figura 38: Curva de supervivencia de Kaplan-Meier para SG segin indice de TB

No hay diferencias estadisticamente significativas en el tiempo de supervivencia
entre los grupos TB 1 vs TB 2: TB1: 93,2 = 7,6 vs TB2: 83,9 £ 9, 3 meses; Log rank
(Mantel-Cox) p =0,2109.
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DISCUSION

El CE lingual es la neoplasia maligna més frecuente de todos los tumores que
asientan en la cavidad oral. Presenta mayor agresividad que otros tumores en esta area
debido a su rapida invasion local, su elevado indice de diseminacion a los ganglios
linfaticos cervicales y su alta tasa de recidiva. La existencia de metastasis linfaticas
cervicales constituye el indicador pronéstico mas determinante'?, apreciando una

reduccion significativa en la supervivencia de los pacientes que las presentant?.

El TB, definido como la presencia de células asiladas o formando pequefios
grupos celulares de hasta 5 células a nivel del ITF, ha sido estudiado en distintos tumores
solidos de estirpe epitelial. Su presencia es considerada como la manifestacion histolégica
de dos propiedades de malignidad: pérdida de cohesion celular y movimiento invasivo
activo. En el carcinoma colorrectal ha sido incluido en las guias clinicas como factor
histoldgico pronodstico independiente, mientras que, en el CE de cavidad oral, ain
continta en estudio su papel prondstico. El presente trabajo de Tesis Doctoral se ha
llevado a cabo con el objetivo de analizar algunas caracteristicas moleculares y su posible

significado prondstico en estadios iniciales de CE lingual.

7.1 Consideraciones sobre la muestra estudiada

A pesar de que los carcinomas de células escamosas que asientan en la cavidad
oral presentan caracteristicas clinico-patoldgicas similares, la agresividad con la que el
tumor se comporta, las vias de diseminacion linfatica y la actitud terapéutica varia en
funcion de la localizacion dentro de este area'?®. Incluso cuando estudiamos el 6rgano
lingual, las guias clinicas presentan algoritmos terapéuticos diferentes para los dos tercios
anteriores (lengua oral), que se incluyen dentro de las guias de cancer oral, mientras que
la base y amigdala lingual quedan excluidas, entrando en la categoria de orofarigne'?®. La
mayor parte de estudios sobre TB se han llevado a cabo en la cavidad oral, presentando
la desventaja, de analizar neoplasias con distintas localizaciones dentro de esta region
anatémica?’. Nuestro trabajo elimina este inconveniente, al haber incluido
exclusivamente tumores que asientan en la lengua oral, permitiendo obtener una muestra
méas homogénea. Sin embargo, este hecho presenta como inconveniente una reduccion

significativa del tamafio muestral.
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Segun distintas series, la localizacién mas frecuente dentro de la lengua oral son
los bordes laterales (60-70%) en forma de patron ulcerativo, seguido de la cara ventral
(30-40%), asentando en el dorso tan sélo el 3-5% de los mismos?°. Lederman??® propuso
que la acumulacion de carcindgenos en la saliva retenida en los bordes laterales por un
periodo prolongado podria explicar el aumento de frecuencia en estas areas. Ademas, los
bordes laterales son regiones expuestas a traumatismos cronicos, por roce de protesis o
piezas dentales destruidas o en mal estado. Nuestros resultados concuerdan con estos
datos, puesto que, los bordes laterales, fueron la localizacién mas frecuente (82% de los
casos), seguidos de la cara ventral y solamente 2 casos asentaron en la cara dorsal. Como
ya hemos comentado, los tumores de la linea media son entidades casi excepcionales que
representan menos del 1% y suelen desarrollarse sobre leucoplasias previas®®. En nuestro
estudio, sélo uno de los tumores se presento en la linea media y la paciente, sin habitos

de riesgo, habia presentado previamente una leucoplasia de mas de 10 afios de evolucion.

Actualmente, como ya hemos explicado e insistiremos mas adelante, existe
controversia en el tratamiento de los ganglios linfaticos cervicales en pacientes con cancer
de lengua sin metastasis aparentes en el estudio clinico-radioldgico. Uno de ellos, quizas
el procedimiento terapéutico mas ampliamente extendido en estos pacientes, consiste en
la exéresis tumoral asociada a una linfadenectomia cervical'®. Todos los sujetos
incluidos en nuestra muestra serie, a pesar de no presentar metastasis linfaticas en el
estudio preoperatorio, debian haber sido sometidos a ambos procedimientos (exéresis del
tumor + linfadenectomia cervical electiva asociada) con el fin de poder analizar la
relacion existente entre la intensidad de TB y la presencia de metéastasis linfaticas.
Ademas, no se incluyeron pacientes tratados previamente de CE intraorales porque, este
hecho, podria condicionar la aparicion de nuevas lesiones (tumores radio-inducidos) o

producir una alteracion en el patron de diseminacion linfatica convencional.

La presencia de margenes patoldgicos afectos en la reseccion del tumor
primario constituye uno de los factores prondsticos individuales mas determinantes®*°,
aumentando significativamente el riesgo de recidiva loco-regional y disminuyendo el
TLE y la SG'3. Por lo tanto, para intentar homogeneizar lo mas posible nuestra muestra
y que el resto de variables estudiadas no se viesen alteradas por este factor, uno de los
criterios de inclusion fue la presencia de margenes quirdrgicos libres en las piezas

tumorales analizadas.
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7.2 Objetivo 1: Analizar la metodologia diagnostica del Tumor Budding

Como ya hemos comentado previamente, el andlisis del ITF, correspondiente
con las capas celulares mas profundas del tumor y la interfaz con el estroma sano
circundante, ha tomado gran protagonismo en las ultimas décadas en el estudio de los CE
de cavidad oral. Las células presentes en el ITF presentan un comportamiento mas
agresivo en comparacion con las localizadas en la region central de la masa tumoral

principal.

El TB es una manifestacion histoldgica de células que se han separado de la
masa tumoral principal y han migrado al tejido adyacente, actuando como “avanzadilla”
para el resto de células neoplasicas. Por lo tanto, la presencia de TB representa una
biologia tumoral mas invasiva y agresiva y, presuntamente, una de las vias iniciales para

el desarrollo de metastasis linfaticas.

Desde que comenz6 a analizarse la implicacion prondstica del TB en distintas
neoplasias de estirpe epitelial se han empleado diferentes métodos para su evaluacion y
cuantificaciéon'®. En el carcinoma oral la secuencia diagnéstica mas ampliamente
extendiday utilizada en la literatura cientifica que hemos revisado es la propuesta en 2011
por Wang et al.1%” donde, una vez localizadas las secciones correspondientes con el frente
ITFy visualizados con un objetivo de bajo aumento (4x), se localizan las &reas con mayor
cantidad de “buds” para, posteriormente, realizar un recuento en una magnificacion

mayor (objetivo 20x).

Esta secuencia de trabajo es la que hemos empleado en nuestro estudio. Es
importante destacar, como ya hemos mencionado previamente, tanto en esta metodologia
descrita como en nuestro trabajo, el analisis se ha llevado a cabo sobre piezas tumorales
completas, donde el ITF suele localizarse en las secciones mas profundas. Sin embargo,
en estudios que se hayan realizado sobre biopsias preoperatorias y que puedan no incluir
la zonas correspondientes con el ITF, también se ha descrito el analisis del TB intra-
tumoral como un factor histolégico pronéstico 33, pero adn sin determinar en los

carcinomas de cavidad oral'?’.
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En relacion a su categorizacion y gradacion histoldgica, también se han
propuesto distintos sistemas'3+135136 con diferentes puntos de corte para su clasificacion
entre alto y bajo grado, sobre todo en el carcinoma colorrectal, la neoplasia epitelial donde
mas se ha estudiado el papel pronéstico del TB. La ITBCC establecio su clasificaciéon en
tres grupos en el carcinoma colorrectal: BD1 (0-4 buds), BD2 (5-9 buds) y BD3 (> 10
buds) %',

En los carcinomas de cavidad oral, al no estar el TB aln establecido como factor
prondstico en las guias clinicas, no existe un consenso sobre los puntos de corte aungue,
en todas las clasificaciones que hemos revisado, solo se establecen dos categorias (alto y
bajo grado) en lugar de tres (como en el carcinoma colorrectal). Se describen
principalmente 3 puntos de corte : 3 buds (< 3 bajo grado vs > 3 alto grado)*3; 10 buds
(< 10 buds bajo grado vs > 10 buds alto grado)!3®4°, y sobre todo, 5 buds (< 5 buds bajo

grado vs > 5 buds alto grado) en la mayoria de trabajos!07110.141.142

Almangush et al.?’ realizaron un metaanalisis para estudios con distintos puntos
de corte y paralelamente, dos metaanalisis unificando en cada uno los que tenian puntos
de corte de 5y los que tenian puntos de corte de 10. Concluyeron que, el riesgo de un
peor prondstico comienza a partir de la observacién de mas de 5 buds y, considerando
este hecho, resulta necesario determinar en proximos estudios cual de estos puntos de
corte tiene mayor predictibilidad y por tanto deberia ser empleado en la préctica clinica
habitual en los carcinomas de cavidad oral. Partiendo de estos datos y puesto que la mayor
parte de estudios en cavidad oral toman como punto de corte 5 buds, sumado a ello la
ventaja de dicotomizar esta variable, decidimos clasificar en nuestro estudio la presencia
de TB en bajo grado (<5 buds) y alto grado (> 5 buds).

Habitualmente la presencia de TB es analizada en tinciones con Hematoxilina-
Eosina, aunque también es frecuente encontrar en la literatura estudios que emplean
técnicas IHQ con Citoqueratina AE1/AE3 para su visualizacion. Ambas técnicas
presentan ventajas y desventajas. La H-E permite apreciar mejor el grado de atipia
morfoldgica y citoldgica; sin embargo, cuando existe una elevada inflamacion
peritumoral, los fibroblastos activados pueden tener una morfologia similar y
malinterpretarse como “buds”. En estos casos, la tincion con Citoqueratina brinda una

inestimable ayuda resaltando la presencia de estos cluster celulares!#3.
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En el carcinoma colorrectal algunos estudios han encontrado mejor
reproductibilidad y mayor consenso entre patdlogos independientes en las muestras
tratadas con IHQ frente a H-E*#414%, Sin embargo, varios metaanalisis concluyen que la
evaluacion y clasificacion del TB no difiere entre ambas técnicas y ademas, la relacion
coste-efectividad de la tincion con H-E es claramente superior a nivel mundial'#614’, En
2016 se establecio en el ITBCC que el analisis del TB debia llevarse a cabo sobre
tinciones con H-E siempre que no existan factores que limiten su evaluacién (inflamacion
peritumoral, fragmentacion glandular) empleando las técnicas de IHQ exclusivamente

en los casos que se encuentren las mencionadas limitaciones con H-E®,

También cabe mencionar el desarrollo actual de algoritmos informatizados para
facilitar la visualizacion en casos complejos y mejorar la variabilidad entre los
observadores, asi como automatizar su recuento. Varios grupos han publicado algoritmos
para la deteccién y cuantificacion de TB en el cancer colorrectal**, carcinoma de
vejigal®® y en el carcinoma oral*°, Todos ellos se han llevado a cabo sobre IHQ con
Citoqueratina AE1/AE3 o inmunofluorescencia. Estos sistemas de cuantificacion

automatica o semiautomatica alin no se han descrito en tinciones con H-E.

En el cancer oral tampoco existe ninglin consenso en cuanto a tinciones se
refiere. En la mayor parte de los estudios, se ha empleado exclusivamente la H-E. Sin
embargo, Leao et al.*>%, en un estudio sobre 103 muestras de pacientes con CE oral donde
comparan ambas técnicas, concluyen que la evaluacién y cuantificacién del TB en
muestras tratadas con Citoqueratina AE1/AE3 presenta una mejor reproductibilidad, una
mayor concordancia entre diferentes examinadores y una menor dificultad frente a su

analisis con H-E.

En nuestro estudio todas las muestras fueron visualizadas por dos patélogos
independientes de la seccidn de Cabeza y Cuello del Servicio de Anatomia Patoldgica del
HGUGM. Primero en H-E y posteriormente, sobre muestras tratadas con técnicas de IQH
tefiidas con Citoqueratina AE1/AEL con el fin de evaluar la concordancia o discordancia

entre ambas tinciones.
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En cuanto al tiempo que tardaron ambos pat6logos en localizar las areas con
mayor densidad de TB, la diferencia inicial en los primeros 20 casos fue
aproximadamente de 5 minutos, disminuyendo a menos de 40 segundos en las muestras
posteriores segun iba avanzando la destreza de los examinadores. En todos los casos, la
visualizacion fue mas rapida sobre los cortes sometidos a IHQ con citoqueratina A1-AE3,

frente a los analizados sobre H-E.

En nuestro estudio, hemos encontrado una mejor reproducibilidad y
concordancia entre los examinadores en las muestras tratadas con citoqueratina A1-AE3,
principalmente en los casos de alta intensidad de TB. Un 11% de las muestras tumorales
clasificadas inicialmente como baja intensidad de TB en los cristales de H-E, fueron
posteriormente incluidas en el grupo de alta intensidad en el estudio IHQ. Este hecho
podria deberse a una mayor presencia de reaccion inflamatoria peritumoral en los casos

de TB de alta intensidad y que dificultaria el recuento en las tinciones con H-E.

Cabe destacar que los examinadores al ser patélogos de la Unidad de Cabeza y
Cuello, donde el anélisis de TB no esta incluido en las guias clinicas, al inicio del estudio
no estaban familiarizados con su metodologia diagndstica. Por ello, conforme avanzo
nuestro estudio, tanto los tiempos como la precision del recuento mejoraron en las
muestras de H-E. La IHQ con Citoqueratina AE1-AE3 facilita el diagnéstico al marcar
exclusivamente las células de estirpe epitelial. Por ello, estos grupos celulares localizados
tanto en el ITF como en el estroma circundante son mas facilmente identificables
mediante esta técnica. Sin embargo, también hay que tener en cuenta, el coste de las
inmunotinciones, asi como los medios y personal del laboratorio empleados para la
preparacion de las mismas, siendo bastante superior respecto a las muestras de H-E.
Ademas, si no se consigue una estandarizacion en todos los pasos de las técnicas IQH,
los resultados podrian no ser precisos ni reproducibles. Por lo tanto, aunque en nuestro
trabajo la IHQ presentd una mayor precisién como método diagnostico de TB, creemos
que su estudio llevado a cabo con personal médico entrenado en el analisis y recuento del
mismo podria ser valorado exclusivamente en cristales tefiidos con H-E, mejorando la

relacion coste-efectividad.
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7.3 Objetivo 2: Evaluar la relacion existente entre las caracteristicas clinicas e

histoldgicas del tumor primario y el indice de Tumor Budding

Como ya hemos comentado, la incidencia 'y mortalidad en el CE de cavidad oral
es superior en hombres que en mujeres'®. A pesar de que en la actualidad los estudios
demuestran un aumento de la incidencia de CE lingual en mujeres, Ng et al.*> describen
una incidencia superior en hombres en 8 bases de datos correspondientes con registros
regionales y estatales, y solamente en 3, encontraron una incidencia mayor en mujeres.
En el presente trabajo, 2/3 de la muestra analizada fueron varones y 1/3 mujeres, sin

encontrar una asociacion estadisticamente significativa entre el sexo y el TLE

En relacion a la edad, los trabajos de Campbell et al.*>* y Davidson et al.1%®
refieren una supervivencia mayor en los grupos de menor edad en el carcinoma de lengua
oral (<50 afios y < 40 afios respectivamente). Por el contrario, Sarkaria et al.*>® concluyen
que la agresividad del cancer de lengua oral es mayor en pacientes mas jovenes (< 40
afios) con un menor TLE y una menor supervivencia. Expuestas las discrepancias
encontradas en estos estudios, los trabajos de Siegelmann et al.'®’, Friedlander et al.'®® y
Manuel et al.*>®, no encuentran diferencias estadisticamente significativas entre la edad y
la supervivencia en pacientes con CE de lengua oral. En nuestro trabajo, en concordancia
con los dltimos tres estudios expuestos, no hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas entre los tres grupos de edad (<40 afios, 40-60 afios, > 60

afios) y el TLE y la supervivencia.

Cuando se evalla la relacion del TB con variables clinico demogréaficas en
pacientes con cancer de lengua oral (edad, sexo y factores de riesgo), de los pocos
estudios que se centran exclusivamente en la lengua oral, el Unico que hemos encontrado
que analiza la intensidad de TB con los factores demogréficos es el de Xie et al.?°, sin

encontrar relacion estadisticamente significativa.

Yi-Yun Ho et al.'®! analizan el significado pronéstico del TB y su relevancia
frente a la Ultima actualizacion (82 Edicion) de la Clasificacion del Céancer oral de la
AJCC. En su estudio sobre 200 pacientes intervenidos de CE oral en estadios iniciales,
observaron una correlacion estadisticamente significativa entre el TB y la edad de los

pacientes, encontrando indices de TB mas elevados en pacientes mas jovenes. Para esta
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asociacion, exponen dos teorias: por un lado, la existencia de una respuesta inmune e
inflamatoria de mayor intensidad en los pacientes mas jovenes que contribuye a la
secrecion de citoquinas y factores de crecimiento, y, por ende, a una mayor pérdida de
cohesion de las células tumorales con un patrén de invasion mas agresivo. Por otro lado,
la lengua fue la localizacion mas frecuente de neoplasias en el grupo de pacientes jovenes
y segun sus resultados, aprecian una mayor intensidad de TB en este 6rgano respecto a

otras areas de la cavidad oral.

Punnya et al.3 en un estudio sobre 75 casos de CE oral, observaron que tanto
el grupo de hombres como el grupo de pacientes méas jovenes, con una media de edad de
48,1 afos, presentaron una intensidad mas alta de TB, en comparacion con el grupo de
mujeres y con el grupo de pacientes de edad mas avanzada, donde se observd una menor

intensidad del mismo.

En nuestro estudio no encontramos una asociacion estadisticamente
significativa entre la intensidad del TB y la edad. Cuando estratificamos esta variable,
cada grupo de edad mostré un porcentaje similar entre intensidad baja y alta de TB. En
cuanto al género, no encontramos tampoco ninguna correlacion, aunque cabe mencionar
que los casos con mayor intensidad de TB fueron superiores en hombres (74,1%) frente

a las mujeres (25,9%).

En cuanto al consumo de tabaco y alcohol, considerados como factores de
riesgo clasicos en el desarrollo de CE oral, trabajos como los de Polesel et al.*?, y los de
Bungard et al.'®® describen un pronéstico desfavorable en pacientes fumadores que
desarrollaron cancer oral. Contrariamente, Gorsky et al.'®* en su estudio sobre en
pacientes con cancer de lengua, no encontraron ninguna asociacion entre el tabaco y un

pronostico desfavorable.

Turati et al.’®® en su metaandlisis donde analizan el riesgo relativo de padecer
CE oral tanto en lengua, orofaringe e hipofaringe en pacientes consumidores habituales
de alcohol, concluyen que los bebedores diarios con ingesta abundante, presentaron un
RR 4,1 veces mayor en el desarrollo del cancer lingual, siendo menor que para los CE de

orofaringe e hipofaringe (RR 7,7 y 9 respectivamente).
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La mayor parte de los trabajos revisados no encuentran diferencias en los
factores de riesgo (tabaco y alcohol) de los pacientes entre los grupos de indice de TB
alto y bajo grado'®%160.151  En nuestro estudio, aunque tampoco hemos encontrado
asociacion estadistica significativa entre el consumo de tabaco y alcohol y la intensidad
de TB, si hemos observado que, curiosamente, el grupo de TB alto presentdé un mayor
porcentaje de no fumadores habituales ni bebedores (66,7% y 92,6% respectivamente)
frente al de pacientes consumidores de algunas de estas sustancias (33,3% y 7,4%

respectivamente).

Distintos estudios han encontrado una asociacién estadisticamente significativa
entre una alta intensidad de TB y una mayor profundidad de invasion tumoral en el
carcinoma colorrectal'6167.188 Esta asociacion con el DOI medida en mm, también ha

sido confirmada por Almangush et al.'® en el carcinoma de lengua.

Yi-Yun Ho et al.'6! observan una asociacion estadisticamente significativa entre
el TB y el tamafio clinico tumoral, el DOI, la infiltracion perineural y la infiltracion

vascular sobre 200 casos de CE de lengua oral y suelo de boca.

Nuestro estudio, también confirma la asociacién entre el TB y la profundidad
de invasion tumoral, ya que hemos encontrado una asociacion estadisticamente
significativa entre ambas variables histoldgicas (p=0,001), apreciando mayor intensidad
de TB en aquellas muestras tumorales en la que se evidencio una mayor profundidad. Sin
embargo, no hemos encontrado una asociacion entre la intensidad de TB, y el tamafio

clinico-radiolégico del tumor.

Chaitra et al.!”® en su trabajo sobre 69 casos de CE oral, encontraron una
asociacion estadisticamente significativa entre la intensidad de TB y la edad, el grado de
diferenciacion tumoral, la infiltracion perineural, infiltracion vascular y las metastasis

linfaticas cervicales.

Otros estudios también han encontrado una asociacion estadisticamente
significativa entre el TB y el grado de diferenciacion histologica, la infiltracion perineural
y la infiltracion vascular en el carcinoma colorrectal’’* y en el adenocarcinoma

intestinall’2.
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En nuestro trabajo, si hemos encontrado una asociacion estadisticamente
significativa entre el TB y la invasion perineural (p=0,021). Sin embargo, no hemos
observado asociacion con el grado de diferenciacion tumoral (p=0,454), ni con la invasion
vascular (p=0,093). Este hecho puede deberse a que la mayor parte de muestras tumorales
analizadas en el presente estudio, fueron clasificadas como moderadamente diferenciadas
(72,1%), mientras que solamente el 9,8% presentaron un pobre grado de diferenciacién
tumoral. Algo similar sucede respecto a la invasion vascular, la cual ha demostrado ser
muy baja en nuestra serie, apreciandose unicamente en el 8,2% (5 casos) de las piezas

tumorales analizadas.
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7.4 Objetivo 3: Valorar las caracteristicas inmunohistoquimicas (E-Cadherina, Ki-

67) presentes en el ITF y su relacién con el indice de Tumor Budding

Tumor Budding y E- Cadherina

La cadherina-E es una molécula de adhesion intercelular que se expresa en la
mayoria de epitelios tanto embrionarios como adultos y juega un papel fundamental en el
mantenimiento de las uniones intercelulares. Una pérdida en su expresion determina una
disminucién en la cohesién celular, constituyendo un evento precoz en la capacidad
invasiva tumoral y en el desarrollo de metastasis'’. Se ha considerado que el gen que

transcribe la E-cadherina podria actuar como un supresor en dicha actividad*".

Existen diversos mecanismos que pueden conducir a una inhibicién en la
expresion de E-Cadherina como son, la pérdida de heterocigosidad en el cromosoma 16,
descrita en el carcinoma hepatocelular’®, asi como mutaciones inactivadoras en el gen
CDH1, presentes en el carcinoma lobulillar de mama y céncer géstrico; sin embargo,

estas mutaciones son infrecuentes en los carcinomas de cavidad oral®’®.

A nivel de los tumores que asientan en la cavidad oral, uno de los mecanismos
mas observados es el silenciamiento epigenético por hipermetilacion de las islas CpG en
la region promotora den gen de la E-cadherina incluso, en ausencia de
mutaciones!’’178179  También se ha descrito una represion transcripcional, existiendo
una relacion inversa entre la expresion de la proteina Snail y la expresion de la E-

Cadherinal80.181,

Varios estudios han encontrado una correlacion entre el modo de invasion
tumoral y la expresion de E-cadherina en el cancer oral, concluyendo que neoplasias
epiteliales con un patron histolégico mas invasivo (mayor disociacion entre las células
tumorales), presentaron una expresion ausente/débil de E-cadherina en comparacion con
tumores menos invasivos®>183.184 - Ademas, los trabajos de Shinohara et al.'® y Tanaka
et al.’®2 sobre pacientes con CE de cavidad oral, hallaron una relacion estadisticamente
significativa entre la expresion de E-cadherina y las metastasis cervicales al momento
diagndstico, encontrdndose mas adenopatias metastasicas en casos con pobre expresion

de E-cadherina en la masa tumoral.
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Como hemos explicado anteriormente, la presencia de TB en el ITF se
corresponde con una manifestacion histologica de la disociacion celular respecto a la
masa tumoral principal a nivel de las capas mas profundas e invasivas. Nakagawa et al.18¢
en su estudio sobre 55 pacientes intervenidos de cancer epidermoide de eséfago en
estadios iniciales (T1) encontraron una correlacion significativa entre un alto grado de
TB y una subexpresion de E-Cadherina (p <0,01), asi como una correlacion entre la
expresion de E-cadherinay el TB con la aparicion de metastasis ganglionares (p =0,04 y

< 0,01 respectivamente).

Lee S. et al.® evaluando la expresion de E-cadherina, Beta-cateninay S100A4
mediante IHQ en el carcinoma colorrectal, observaron una relacion entre la pérdida de
expresion de E-Cadherina, y un alto grado de TB, la invasion perineural y el grado de
diferenciacion tumoral. Esta asociacion también ha sido evidenciada en el carcinoma
ductal pancratico®y en el carcinoma de endometrio'®. Tan solo hemos encontrado un
trabajo realizado sobre 32 piezas de carcinoma nasosinusal de tipo intestinal donde la
presencia de TB se asocid a un peor prondéstico de los pacientes, pero no se aprecioé una

relacion con la pérdida de expresion de E-cadherina.

A nivel de la cavidad oral, no son muchos los estudios que han valorado las
caracteristicas bioldgicas del TB mediante técnicas IHQ. Wang et al.%” en su trabajo
sobre 230 casos de CE de Cabeza y Cuello, hallaron una intensa reduccion en la expresion
de E-Cadherina asociada también a una sobreexpresion de vimentina en la membrana de
las células del TB, tanto en el IFT, como en el estroma por delante del mismo, en
comparacion con las células localizadas en el centro y en superficie de la masa tumoral
(64% vs 90%, p <0,05).

Attramadal et al.'® en CE de cavidad oral en estadios iniciales (T1-2/ NO)
encontraron una pérdida generalizada de expresion de E-Cadherina en la membrana de
los clusters celulares en el ITF, y tan solo un 6% de tumores con alto indice de TB

mostraron inmunotincion intensa a nivel de los buds.

En el presente estudio, hemos analizado por medio de un estudio IHQ, la
expresion y distribucion de E-cadherina a nivel del ITF, en CE de lengua oral en estadios

iniciales. Decidimos elegir esta técnica por distintos motivos: en primer lugar, nos permite
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una visualizacion directa, tanto cuantitativa como cualitativa (homogeneidad e
intensidad) y su asociacién con el TB y otros pardametros clinicos e histopatoldgicos. En
segundo lugar, esta técnica puede ser realizada sobre muestras embebidas en parafina,
incluso fijadas hace afios. En el examen de los 61 casos, hemos encontrado una pérdida
de expresion de E-cadherina (tincion débil, detectada <10% de las celulas tumorales
tefiidas) en el 70% de las muestras con un alto indice de TB, frente al 5,9% de las muestras
con un bajo indice de TB, hallando una relacion estadisticamente significativa, entre un

alto indice de TB y una pobre expresion de E-cadherina.

Ademaés, cabe destacar, que se encontr6 también una relacion estadisticamente
significativa entre la disminucion de E-cadherina y la aparicion de metastasis cervicales
(p<0,001). Sin embargo, no encontramos una relacion entre la subexpresion de E-

cadherina y un aumento de las recurrencias o la mortalidad.

Tumor Budding y Ki-67

La proliferacion celular aumentada sin los mecanismos de control habituales
que regulan el crecimiento celular, es una caracteristica de las células tumorales. El Ki-
67 es una proteina nuclear presente en todas las células con proliferacion activa, y es
utilizado como un marcador IHQ para evaluar la capacidad proliferativa tumoral. Para
su andlisis, el indice de proliferacion celular ha sido convertida en una variable

dicotomica con un punto de corte del 50%.

Existe controversia en los estudios realizados sobre CE de cavidad oral respecto
al papel pronéstico que muestra el Ki-67. Myoung et al.!®® sobre una muestra de 113
pacientes de CE oral encontraron una correlacion entre los tumores que presentaban alto
grado de Ki-67 y PCNA en el ITF y un aumento de las metastasis linfaticas cervicales y

una disminucion de la supervivencia en estos pacientes.
Klimowicz et al.!®® realizando mediciones de Ki-67 sobre imagenes

digitalizadas concluyeron que este pardmetro podria constituir por si mismo un factor

prondstico independiente en el CE oral.
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Sittel et al.® hallaron un indice de proliferacion mas elevado en tumores que
habian presentado un menor TLE, concluyendo que el Ki-67 podria ser un buen predictor

de recidivas tempranas.

Bettendorf et al.1®3 correlacionaron el indice de proliferacion con el patrén de
invasion, el grado de diferenciacion, la profundidad de invasion y las metéstasis en los

ganglios cervicales.

Sin embargo, otros estudios como los de Piffko et al.*%, De Vicente et al.1%,
Watanabe et al.'%, no han encontrado asociacién alguna entre un aumento de la
proliferacion y un aumento de las metastasis cervicales, un aumento de las recurrencias y

tampoco con una disminucion de la supervivencia.

En nuestro estudio, hemos encontrado una asociacion estadisticamente
significativa (p <0,001) entre un alto indice de proliferacion y la afectacion de los
ganglios linfaticos cervicales, existiendo un indice de proliferacion ki-67 >30% en el
90,5% de los pacientes que presentaron cuellos positivos. Sin embargo, no hemos

encontrado asociacion entre este indice y las recurrencias y tampoco con la supervivencia.

Uno de los objetivos del presente trabajo ha sido valorar la asociacién entre la
intensidad del TB y el indice de proliferacion medido mediante Ki-67. En la literatura
cientifica hemos encontrado pocos estudios que analicen estan relacion. Okcu et al.'®” en
un estudio sobre 311 casos de carcinoma ductal de mama encontraron una asociacion
estadisticamente significativa entre un alto indice de TB en el ITF y un alto indice de

proliferacion con ki-67.

Zheng et al.*® en su trabajo sobre 95 tumores de CE cervical, hallaron una
disminucién del indice de proliferacion en las areas de mayor intensidad de los buds,
respecto a la masa tumoral principal, pero no compararon las areas de bajo grado de TB

con las de alto grado.

A nivel de tumores que asientan en la cavidad oral, solo hemos encontrado dos
estudios que analicen esta asociacion. Por un lado, Attramadal et al.*%°, sobre una muestra

de 62 pacientes que presentaron CE de cavidad oral en estadios iniciales (T1-2/ NO), no

99



DISCUSION

encontraron una correlacién entre la intensidad de TB y el indice de proliferacién celular
medido mediante Ki-67%,

Contrariamente, Marangon et al.}® en un estudio con una muestra mayor de
pacientes con CE oral (163 pacientes) si encontraron una asociacion, observando que el
indice de proliferacion medido en inmunotinciones con Ki-67 era mas alto en los
carcinomas orales con mayor indice de TB en comparacion con los que presentaron un

indice de TB mas bajo.

Nuestros resultados concuerdan con los expuestos por Maragon et al,
encontrando una relacion estadisticamente significativa (p<0,001) entre un alto grado de
Tumor Budding y un alto indice de proliferacion celular. De los casos que fueron
clasificados como alto indice de TB, el 85,2% presentaron un indice de proliferacion de
ki-67 > 50%. Estos resultados podrian reforzar la hipétesis de que el TB es un fendémeno
histologico asociado con la progresion tumoral y un comportamiento biolégico mas

agresivo con una mayor tasa de proliferacion celular.
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7.5 Objetivos 4 y 5: Estudiar el significado pronostico del Tumor Budding sobre la
presencia de metastasis linfaticas cervicales, el tiempo libre de enfermedad y la

supervivencia

La deteccion de metastasis cervicales preoperatorias se basa en la exploracién
clinica y en las pruebas de imagen (TC, RMN, PET-TC). Sin embargo, estas técnicas
tienen una sensibilidad del 70%, y son incapaces de diagnosticar micrometastasis que
puedan estar presentes a nivel de los ganglios linfaticos cervicales!®. Se estima que entre
el 20-40% de los pacientes con CE de lengua oral, incluso en estadios iniciales (T1-T2

NO), presentan metastasis ocultas al momento diagnéstico?®.

La actitud terapéutica en los pacientes con cuellos positivos (cN+) esta bien
establecida, asociando una linfadenectomia electiva a la reseccion del tumor primario.
Sin embargo, existe controversia en el manejo de los pacientes con cuellos clinicamente
negativos (cNO), pudiendo optar por una actitud conservadora sin asociar linfadenectomia
y realizando una vigilancia estrecha postoperatoria de los ganglios linfaticos (“watchful
waiting™)%22%; realizar una linfadenectomia asociada profilactica?02032%4: o realizar una

biopsia selectiva de ganglio centinela?0%20,

Teniendo en cuenta estas circunstancias, numerosos autores pretenden
encontrar caracteristicas histopatolégicas que puedan ser facilmente evaluadas sobre
tinciones de H-E para intentar predecir un comportamiento tumoral méas agresivo y un
mayor riesgo de existencia de metastasis linfaticas ocultas en pacientes con cuellos
clinico-radiolégicos negativos!®®. La presencia 0 ausencia de estos parametros
histol6gicos, permitiria estratificar los pacientes segin grupos de riesgo para valorar si es

necesario asociar una linfadenectomia cervical a la reseccién del tumor primario®’.

A la hora de determinar el probable significado prondstico de una caracteristica
histoldgica se debe comparar con otras ya consensuadas y establecidas. La relevancia del
TB como factor histologico en las neoplasias malignas para predecir un mayor riesgo de
metastasis linfaticas, asi como factor prondstico independiente en relacion al tiempo libre
de enfermedad y supervivencia, ya ha sido ampliamente comprobada en el carcinoma
colorrectal, neoplasia donde esté incluido en las guias clinicas del TNM desde 20172 y

la WHO desde 20192%°, También se ha comprobado su papel como marcador pronéstico
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en el carcinoma de es6fago?'?, cancer de pancreas?'!, cancer de mama?'?, carcinoma de

pulmén?t? y carcinoma de cuello uterino?!4 entre otras.

En varios estudios llevados a cabo sobre CE de cavidad oral, el TB ha mostrado
un valor prondstico superior en los andlisis multivariantes, comparados con otros factores
histoldgicos clasicos como son, el estadiaje clinico TNM, la profundidad de invasion

tumoral, y el grado de diferenciacion tumoral.

Chatterjee et al.?!® en su estudio sobre una muestra de 126 pacientes con CE de
cavidad oral T1/2 NO, evallan la capacidad predictiva de distintos pardmetros
histoldgicos incluyendo el patron de invasion tumoral, el TB, el grado de diferenciacion
tumoral, la invasion perinerual, la invasion vascular, la profundidad de invasion tumoral,
y la respuesta estromal, observando en el analisis multivariante, que la presencia de un
alto indice de TB y el WPOI, fueron los dos factores mas significativos en relacion a la
prediccion de metastasis linfaticas cervicales. Ademas, avalan la sencillez en el
diagnostico sobre tinciones con H-E y bajo coste, para ser incluidos en las guias clinicas

del cancer oral.

Nan Xie et al.1®° estudian el papel pronéstico del DOI y del TB sobre una
muestra de 195 pacientes con CE de lengua oral T1/2 NO. En el analisis univariante,
encontraron una asociacion estadisticamente significativa entre la intensidad de TB y las
metastasis cervicales ocultas, la recidiva loco-regional y la reduccion de la supervivencia.

En el analisis multivariante, el TB demostré ser un factor prondstico independiente.

Shimazu et al.?*® desarrollaron un modelo prondstico basado en la obtencion de
distintas puntuaciones midiendo la profundidad de invasion tumoral, la intensidad de TB
y el microambiente tumoral, sobre una muestra de 250 secciones de CE de lengua. La
intensidad de TB y el microambiente tumoral resultaron ser variables independientes en

la prediccion de las metéstasis linfaticas y la supervivencia global.

Merece la pena destacar el estudio llevado a cabo por Seki et al.!'® En él,
analizan distintos indicadores histologicos en 209 biopsias incisionales preoperatorias de
carcinoma oral, en lugar de piezas tumorales completas como en la mayoria de los

trabajos publicados. En el analisis multivariante, el TB y la infiltracion vascular, fueron
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los Unicos factores prondsticos independientes. Este hecho es interesante y resalta la
importancia prondstica del TB, porque en algunas biopsias, sobre todo en tumores con
mayor penetracion, puede no obtenerse una muestra representativa de las zonas mas
profundas del tumor, y en esos casos, el TB tanto en el ITF como el TB peritumoral,

tendria mayor utilidad frente a otros factores clasicos como el DOI.

Uno de los ultimos y mas recientes metaanalisis publicado por Elseragy et al.?’
sobre estudios realizados exclusivamente en CE de lengua oral en estadios iniciales,
concluye que el TB se asocia con la supervivencia global (HR 2,32; 95% CI 1,40-3,84; p
<0,01) y con el tiempo libre de enfermedad (1,89; 95% CI 1,13-3,15; p = 0,02). Subrayan
que, debido al coste-efectividad que presenta su analisis, deberia ser incluido en las guias

clinicas del CE oral.

Arora et al.?!® analizan la sensibilidad y especificidad de distintos factores
histopatoldgicas sobre 336 casos con el fin de desarrollar un modelo predictivo de
desarrollo de metéastasis linfaticas para pacientes en estadios iniciales de CE de cavidad
oral. En el analisis multivariante, las variables que mostraron capacidad como factores
prondsticos independientes en la presencia de metastasis linfaticas, fueron, en orden
descendente: El DOI, el patron de invasion tumoral, la infiltracion perineural, la respuesta
linfocitaria, y, por ultimo, el TB (OR=1.28, sensibilidad=69%, especificidad=63%).

Manjula et al.'*0 estudian la capacidad predictiva de distintos factores clinico-
histologicos sobre una muestra de 33 pacientes intervenidos de cancer escamoso de encia
oral. En el andlisis univariante, el TB, el habito tabaquico, el sexo masculino, y el patron
de invasion tumoral tipo 5, resultaron ser factores predictivos de metéstasis cervicales;
sin embargo, en el analisis multivariante, solamente la profundidad de invasién tumoral
y la presencia de metastasis cervicales ocultas, resultaron ser factores pronosticos
independientes. Es importante destacar que, este es de los pocos estudios llevados a cabo
sobre tumores de cabeza y cuello, donde se emplea como punto de corte la presencia de
10 buds, en lugar de 5 como clasifican la mayor parte de los estudios y también en nuestro

trabajo.

En el presente trabajo, hemos encontrado que los cuellos histol6gicamente

positivos, presentaron un 90,5% de casos de TB alto, y solo un 9,5% de TB bajo,
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estableciéndose una asociacion estadisticamente significativa (p<0,001). Ademas, en el
estudio multivariante de regresion logistica binaria que se realizé posteriormente con las
variables histolgicas que habian obtenido la significancia estadistica, el TB fue el Gnico
factor que pudo establecerse como variable predictiva independiente (IC: 1,19-116,68;
p=0,035). Este hecho refuerza la hipotesis de que el TB podria considerarse como una
manifestacion histologica inicial, que, en si misma, favorece el desarrollo de metastasis

linfaticas.

Mascitti et al.?*, han publicado recientemente un estudio realizado sobre 211
pacientes con CE de lengua oral, donde analizan el significado pronostico del TB en
comparacion con el DOI y sistemas clasicos de gradacion histoldgica. Crean dos grupos
de riesgo, empelando como punto de corte la presencia de 5 buds. Concluyen que el RR
de presentar una disminucion en la supervivencia en el grupo de alto TB es 3.08 veces

mayor frente al grupo TB bajo.

A diferencia de la mayoria de los estudios cuyos resultados hemos resumido
previamente y donde se describe una correlacion entre el TB y el TLE y la supervivencia,
en nuestro trabajo no hemos podido demostrar esta asociacion. Este resultado puede ser
debido a las limitaciones de nuestro estudio, ya que con el fin de homogeneizar lo méas
posible nuestra serie, el tamafio muestral se ha visto reducido. Esto podria explicar que
los valores obtenidos en las curvas de recurrencia de Kaplan-Meier se acerquen a la

significancia estadistica.
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VII.CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

El anélisis del Tumor Budding sobre inmunotinciones con Citoqueratina AE1/AE3
presenta una mayor facilidad diagnostica, precision y reproducibilidad frente a su

estudio sobre muestras tefiidas con Hematoxilina-Eosina.

Un alto indice de Tumor Budding se asocia significativamente con una mayor

profundidad de invasion tumoral y con la presencia de invasion perineural.

Un alto indice de Tumor Budding se correlaciona significativamente con una

disminucién en la expresion de E-cadherina en el frente de invasion tumoral.
Un alto indice de Tumor Budding se asocia significativamente con un aumento del

indice de proliferacion celular medido mediante Ki-67 en el frente de invasion

tumoral.

El indice de Tumor Budding constituye un factor histolégico prondstico

independiente sobre la presencia de metéstasis linfaticas cervicales.

No encontramos una correlacion significativa entre el indice de Tumor Budding y el

tiempo libre de enfermedad ni la supervivencia.
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