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Introduccion:

El Carcinoma de Cavidad Oral (CECO) en 2022 se posiciona en el puesto decimosexto a
nivel global en cuanto a incidencia y en el decimoquinto en cuanto a mortalidad, por lo
que representa un porcentaje importante del cdncer mundial siendo el tumor maligno

mas frecuente del tracto aerodigestivo superior. !

El CECO se caracteriza por una progresion natural de la enfermedad hacia los ganglios
linfaticos cervicales (enfermedad regional). La estadificacion correcta de la afectacion
ganglionar cervical supone el factor de mayor valor prondstico en cuanto a
supervivencia. A pesar de un diagndstico clinico-radioldgico de NO, la prevalencia de
afectacion linfatica oculta se estima entre el 20-30% en el CECO implicando un descenso

en la esperanza de vida en torno al 53%-82%.

En la actualidad el vaciamiento cervical es considerado la opcidén terapéutica de
eleccién. Sin embargo, el 70-80 % de los cuellos NO clinico-radiolégicos no presentan
metdstasis cervicales en el estudio histopatoldgico posterior, pudiendo considerarse la

diseccion cervical en estos casos como un sobretratamiento.

La Biopsia Selectiva del Ganglio Centinela (BSGC) es una técnica con baja morbilidad que
trata de confirmar de forma mas certera y menos invasiva la existencia de metdstasis
cervical, basandose en el examen de la primera estacion de drenaje linfatico del tumor

primario.

Tras multiples estudios de validacion este procedimiento fue incluido en las NCCN*8y en
otras guias de practica clinica extendiéndose su uso clinico bajo las indicaciones
establecidas de estadios iniciales. A pesar de ello, siempre ha existido un handicap
debido a la necesidad de aplicacién de un método rdpido y fiable de diagndstico
intraoperatorio. Actualmente la inmunohistoquimica (IHQ) se presenta como el gold
estdndar, pero precisa de 1-2 dias para su procesamiento e imposibilita su uso
intraoperatorio. Este método intraoperatorio evitaria una segunda cirugia, con sus
costes asociados, retraso de tratamiento, posibilidad de complicaciones y aumento de

morbimortalidad del paciente.
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Este estudio se disefia con el objetivo de estudiar el Unico marcador viable hasta la
fecha, para ser usado de manera rapida intraoperatoria a través del estudio de

amplificacion en un solo paso de acidos nucleicos, la citoqueratina 19 (CK19).

Objetivos:

El objetivo principal de este estudio, es validar la aplicacién clinica de la citoqueratina
19 como marcador, para la deteccion de metdstasis cervicales en estadios iniciales del

carcinoma epidermoide de cavidad oral.

A través del estudio de validez diagndstica de la CK19 establecimos los diferentes

objetivos:

- Estimar la precisidon diagndstica de la CK19 de la biopsia en los carcinomas

epidermoides de cavidad oral en estadios iniciales(I-11).

- Estimar la precision diagnostica de la CK19, para la deteccion de metastasis en el
ganglio centinela de los carcinomas epidermoides de cavidad oral en estadios
iniciales(l-11).

- Evaluar la asociacion estadistica entre los factores de interés determinados a
priori (grado de diferenciacién tumoral, estadio tumoral, recidiva, localizacién

del tumor, EMT) con los resultados de expresion de la CK19 en tumor.

Métodos:

Se ha realizado un estudio inmunohistoquimico sobre tres muestras de tejido: biopsia
inicial del tumor, tumor completo y ganglios centinelas, en los 52 pacientes que

presentaba nuestra muestra.

Resultados:

La prevalencia de expresién positiva de la CK19 sobre las biopsias y sobre el tumor es
coincidente, del 15.4%, pero no es concordante porque presenta una sensibilidad del
50% y una especificidad del 90,9%. Los resultados presentan un grado de acuerdo del

84.6%, lo que representaria un grado de acuerdo moderado.
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Unicamente 8 (15.38%) pacientes de la n total de 52 presentaron una expresién mayor
del 30% sobre la biopsia para poder realizar el estudio del centinela y con ello el estudio

de la precision de la CK19.

La sensibilidad y la especificidad del estudio CK19 en el ganglio centinela es del 100%

comparado con las pruebas de referencia de la H&E y la IHQ AE1-AE3.

No se ha evidenciado asociacién estadisticamente significativa con diferentes variables

de interés del tumor.
Conclusiones:

Si analizamos nuestros resultados y los contextualizamos a través de una completa
revision bibliografica del estado del arte sobre el marcador CK19 y sus aplicaciones al
carcinoma epidermoide de cavidad oral, podemos concluir que; la citoqueratina
presenta una expresion baja y heterogénea en el carcinoma epidermoide de cavidad

oral en estadios iniciales, siendo insuficiente para su aplicacidn clinica.

Presenta una concordancia moderada entre biopsia y tumor sin la capacidad suficiente

para la deteccidon adecuada de los verdaderos positivos o verdaderos negativos.

El estudio de la CK19 sobre el ganglio ofrece un potencial de diagnéstico similar al del
diagndstico histopatolégico, pero en aquellos pacientes con una lesiéon primaria CK19

positiva.

Concluimos que la CK19 no puede establecerse como un marcador de uso rutinario y

generalizado en el manejo de los pacientes con CECO de estadios iniciales.

Por lo tanto, los estudios futuros deberian centrarse en otros biomarcadores para su

potencial aplicacidn en el diagndstico intraoperatorio del ganglio centinela.
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Introduction:

Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC) in 2022 is ranked sixteenth globally in terms of
incidence and fifteenth in terms of mortality, which is why it represents a significant
percentage of global cancer, being the most common malignant tumor of the upper

aerodigestive tract. !

OSCC is characterized by a natural progression of the disease towards the cervical lymph
nodes (regional disease). Correct staging of cervical lymph node extension is the factor
with the greatest prognostic value in terms of survival and occurs in 20-30% of tumors

in early stages, implying a significant decrease in life expectancy.

Currently, cervical emptying is considered the therapeutic option of choice. However,
70-80% of clinical-radiological NO necks do not present cervical metastases in the
subsequent histopathological study, and cervical dissection can be considered in these

cases as overtreatment.

Selective sentinel lymph Node Biopsy (SLNB) is a technique with low morbidity that
attempts to confirm in a more accurate and less invasive way the existence of cervical
metastasis, based on the examination of the first station of lymphatic drainage of the

primary tumor.

After multiple validation studies, this procedure was included in the NCCN98 and other
clinical practice guidelines, extending its clinical use under the established indications of
initial stages. Despite this, there has always been a handicap due to the need to apply a
rapid and reliable method of intraoperative diagnosis. Currently, immunohistochemistry
(IHC) is presented as the gold standard but requires 1-2 days to process and makes its
intraoperative use impossible. This intraoperative method would avoid a second
surgery, with its associated costs, delay in treatment, possibility of complications and

increased patient morbidity and mortality.

This study is designed with the objective of studying the only viable marker that is
nowadays used, quickly and intraoperatively, through the study of one-step

amplification of nucleic acids, cytokeratin 19 (CK19).
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Aims:

The main aim of this study is to analyze the possibility of clinical application of
cytokeratin 19 as a marker for the detection of cervical metastases in the initial stages

of squamous cell carcinoma of the oral cavity.

Through the diagnostic validity study of the CK19 we established the different aims:

- Estimate the diagnostic accuracy of CK19 from biopsy in squamous cell
carcinomas of the oral cavity in early stages (I-l).

- Estimate the diagnostic accuracy of CK19 for the detection of metastases in the
sentinel lymph node of squamous cell carcinomas of the oral cavity in early
stages (I-ll).

- Evaluate the statistical association between the factors of interest determined a
priori (degree of tumor differentiation, tumor stage, recurrence, tumor location,

EMT) with the results of CK19 expression in the tumor.

Methods:

An immunohistochemical study has been carried out on three tissue samples: initial
tumor biopsy, complete tumor and sentinel lymph nodes, from the 52 patients that our

sample finally presented.

Results:

The prevalence of positive CK19 expression on the biopsies and on the tumor is
coincident, 15.4%, but it is not concordant because it has a sensitivity of 50% and a
specificity of 90.9%. The results present a degree of agreement of 84.6%, which would

represent a moderate degree of agreement.

Only 8 (15.38%) patients of the total n of 52 presented an expression greater than 30%
on the biopsy to be able to carry out the sentinel study and thus the study of the

precision of CK19.

The sensitivity and specificity of the CK19 study in the sentinel lymph node is 100%

compared to the reference tests of H&E and AE1-AE3 immunohistochemistry.
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No statistically significant association has been shown with different tumor variables of

interest.

Conclusions:

If we analyze our results and contextualize them through a complete bibliographic
review of the state of the art on the CK19 marker and its applications to squamous cell
carcinoma of the oral cavity, we can conclude that; Cytokeratin presents a low and
heterogeneous expression in squamous cell carcinoma of the oral cavity in initial stages,

being insufficient for its clinical application.

It presents a moderate agreement between biopsy and tumor without sufficient

capacity for the adequate detection of true positives or true negatives.

The study of CK19 on the lymph node offers a diagnostic potential similar to that of

histopathological diagnosis but in those patients with a CK19-positive primary lesion.

We conclude that CK19 cannot be established as a marker for routine and widespread

use in the management of patients with early-stage CECO.

Therefore, future studies should focus on other biomarkers for their potential

application in intraoperative sentinel lymph node diagnosis.
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CECO Carcinoma Epidermoide de Cavidad Oral

GC Ganglio Centinela

BSGC Biopsia Selectiva de Ganglio Centinela

TNM Tamafio Tumoral/ Estado ganglionar/ Metastasis

CK19 Citoqueratina 19

H&E Hematoxilina-Eosina

IHQ Inmunohistoquimica

EMT Espesor Maximo Tumoral

ECS Extension Extracapsular

ISHHibridacion In Situ

OSNA One Step-Nucleic Acid Amplification en espafol Ensayo de
Amplificacién en un Solo paso

PCR Polymerase Chain Reaction

RT-PCRReaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa
(Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction

ITC Isolated Tumour Cells, Células tumorales aisladas

ARNm ARN mensajero

VPH Virus del Papiloma Humano

N NUmero de participantes/sujetos

NHC Numero de Historia Clinica

FN Falsos negativos

FP Falso Positivo

VPP Del Valor Predictivo Positivo

VPN Del Valor Predictivo Negativo

CP+ Cociente de probabilidad positivo

CP- Cociente de probabilidad negativo

PET-TAC Tomografia por Emision de Positrones

RNM Resonancia Nuclear Magnética

TAC Tomografia Computarizada

SPECT Tomografia Computarizada por Emisién de Fotén Unico
QT Quimioterapia

RT Radioterapia

IMRT Radioterapia de Intensidad Modulada

AJCC American Joint Committee on Cancer

UICC International Union for Cancer Control

OMS Organizacién Mundial de la Salud

NCCN National Comprehensive Cancer Network

NICE National Institute for Health and Care Excellence
REDECAN Red Espafiola de Registros del Cancer

UMTCC Unidad Multidisciplinar de Tumores de Cabeza y Cuello



AHNSAmerican Head And Neck Society
TGCA informes del Atlas del cancer del genoma
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Figura 35 Diagrama de flujo estudio de precisidn diagnostica de expresién de CK19 en
biopsia

Figura 36 Area bajo la curva ROC de 0.70.

Figura 37 Diagrama de flujo estudio de precisidn diagndstica de expresion de CK19 en
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Figura 38 Diagrama de cajas pT-CK19 TUMOR

Figura 39 Diagrama de cajas pN0O-CK19 TUMOR

Figura 40 Diagrama de cajas LOCALIZACION TUMORAL-CK19 TUMOR
Figura 41 Diagrama de cajas EMT-CK19 TUMOR

Figura 42 Diagrama de cajas GRADO DE DIFERENCIACION-CK19 TUMOR
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1.INTRODUCCION



1.1. Cancer
1.1.1. Introduccion

El cdncer sigue constituyendo una de las principales causas de morbimortalidad del

mundo.

Es fundamental entender los siguientes términos para comprender la epidemiologia del

cancer:

La incidencia es el nUmero de casos nuevos de una enfermedad en una poblacién y en
un periodo determinados. Puede expresarse como el nimero absoluto de casos nuevos

en un afio o como tasa (nimero de casos nuevos por 100.000 personas por ano).

La incidencia del cancer mundial segun los ultimos datos publicados de la OMS

(Organizacién Mundial de la Salud) es de 19,9 millones de casos nuevos. ! (Figura 1)

Males Females Both sexes
Population 3072735747 3912335034 7685070 781
Mumber of new cancer cases 10 311 610 9 G54 889 19 976 499
Age-standardized incidence rate 21286 1863 196.9
Risk of developing cancer before the B 18.5 20.0
age of 75 years (cum. risk %)
Top 3 leading cancers (ranked by Lung Breast Lung
] Prostate Lung Breast
Colorectum Colorectum Calorectum

Figura 1 Incidencia de cancer en el mundo dividida por continentes. Fuente!

La Agencia Internacional de Investigacion en Cancer indica que este dato aumentara en

las dos préximas décadas a 30,2 millones de casos nuevos en 2040.2 (Figura 2)

Figura 2. Incidencia estimada de tumores en la poblacién mundial para los afios 2020 y 2040. 2
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La prevalencia es la proporcion de la poblacidon que estd sujeta a esta enfermedad en
un periodo o en un momento determinado, e incluye a todas las personas que habiendo
sido diagnosticadas de esta enfermedad en el pasado (reciente o lejano) estan vivas
(estén curadas o no). La prevalencia mundial es de prevalencia de 53,5 millones en el

mundo en el afio 2022.%Figura 3

Figura 3 Prevalencia a 5 afios de cancer en el mundo dividida por continentes. !

La mortalidad es el nimero de fallecimientos ocurridos en un periodo concreto en una
poblacidn determinada. Suele expresarse como el numero de fallecimientos por afio o
como el numero de fallecimientos por 100000 personas por afio. La supervivencia
observada representa la probabilidad de sobrevivir tras un tiempo dado desde el

diagnéstico, independientemente de la causa de defuncién.? El numero de muertes por

cancer a nivel mundial en 2022 fue de 9.743.832. (Figura 4)

Figura 4 Mortalidad de cancer en el mundo dividida por continentes. 13

El cdncer es una enfermedad multifactorial y después de décadas de rapidos avances en
la investigacion, se ha demostrado que el cancer es una enfermedad dindmica sobre el
genoma. Se ha evidenciado que la tumorogénesis es un proceso de pasos que reflejan

alteraciones genéticas, que conducen a la transformacién oncoldgica de la célula. #

La investigacion del cancer se ha convertido en una ciencia légica donde el laboratorio
y la clinica han sido complementarios, para poder iniciar a descifrar su complejidad y

llegar a entender los principios del cancer.
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Esto llevé a que en 2000 publicasen un proceso de 6 alteraciones esenciales en la

fisiologia celular que determinaban el cambio a un crecimiento maligno colectivo.
(Figura 5): autosuficiencia en las sefiales de crecimiento, insensibilidad a las sefales
inhibidoras del crecimiento (antigrowth), evasion de muerte celular programada
(apoptosis), potencial replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida e invasion tisular y
metastasis. Cada uno de estos cambios fisioldgicos representa la violacion exitosa de un

mecanismo de defensa contra el cancer.

Sustaining profiferative
signaling

Evading growth
suppressors

Inducing Activating inv
angiogenesis and metast:

Enabling replicative
immortality

Figura 5 Muestra las 6 capacidades bioldgicas adquiridas del cancer que se desarrollan en varios pasos >

En 2011 ® estos dos autores volvieron a publicar un nuevo articulo en el que afiadian dos
nuevas caracteristicas en la biologia del cancer: el microambiente tumoral y sus

interacciones de sefializacion.

Estas evidencias han cambiado el enfoque de estudio y abordaje terapéutico del cancer.
Todos los esfuerzos de innovacién en diagndstico y tratamientos estan centrados en
conocer mas marcadores moleculares bioquimicos o celulares, que nos permitan un
estudio individualizado de esas alteraciones en cada tipo de cancer para un mayor

conocimiento y abordaje terapéutico.
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1.1.2. Epidemiologia del cancer en Espafia

En Espafia el cancer sigue siendo una de las principales causas de morbi-mortalidad,
siendo la segunda causa de muerte después de las enfermedades cardiovasculares,
aunqgue en hombres desde 2020, es la primera causa de muerte. En 2020, tres de cada

10 defunciones en hombres y dos de cada 10 en mujeres fueron a causa del cancer.

El nimero de casos prevalentes totales en Espana a 31 de diciembre de 2020 es de

2.265.152 (1.066.959 en hombres y 1.198.193 en mujeres).

Los canceres mas prevalentes son los de mama femenina (516.827), prdstata (259.788),
colon (227.174), vejiga urinaria (182.487), recto (112.915) y linfomas no hodgkinianos

(100.058).”

Figura 6 Prevalencia total de cancer (nimero de casos). Espafia 31 de diciembre de 2020, ambos sexos. 7

Las tendencias de la incidencia y de la mortalidad de algunos tipos de cancer en algunos
casos muestran una estabilidad y en otros una disminucién, como por ejemplo, el cancer
de pulmdén en hombres. Esto sugiere un grado de efectividad en las politicas de

prevencion tanto primaria como secundaria y en las mejoras terapéuticas.

En los ultimos afos parece identificarse en la poblacion espafiola, una estabilizacion en

la incidencia del cancer en varones (debido a la reduccién del nimero de tumores
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relacionados con el tabaco por la disminucién del tabaquismo en hombres). Mientras
gue en mujeres se observa un incremento global (debido al aumento del habito en
mujeres, que condiciona un aumento de tumores relacionados con el tabaco). Otros
factores como el relativo estancamiento poblacional a partir de 2008, o el incremento
de casos debido a la implantacién de programas de deteccién precoz, parecen tener un

impacto menor en las cifras absolutas.

Utilizando los datos de incidencia disponibles en la base de datos de la Red Espafiiola de
Registros de Cancer (REDECAN) y los datos de mortalidad proporcionados por el
Instituto Nacional de Estadistica (INE) hasta el afio 2021, |la REDECAN ha publicado un

informe con las estimaciones de incidencia de cancer en nuestro pais para el afio 2024.7

El nimero total de casos incidentes estimados para 2024 es de 286.664de los que

161.678 son en hombres y 124.986 en mujeres.

El tumor mas frecuente en el conjunto de la poblacién seria el de colon y recto con un
total de 44.294 nuevos casos. Le sigue el cdncer de mama femenina con 36.395 nuevos

casos, el cancer de pulmdn con 32.768 y el de préstata con 30.316.

El nimero total de casos se reparte de una manera muy diferente segun el grupo de
edad. Entre los mds jovenes (0-44 afos) el nimero es de 15,938(5,5%); entre los de
mediana edad (45-64 afios) es de 99.391(34,7%) y entre los de edad mas avanzadas es

de 171.335(59,8%).
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Figura 7 Numero estimado de casos incidentes de cancer en Espafia por tipo tumoral 2024. Ambos
sexos. ’

Si nos centramos en la Comunidad de Madrid seguin la Memoria del Registro de Tumores
de la Comunidad de Madrid elaborado en Julio de 2021, en 2020 se registraron 29.699
casos, lo que supone una caida del 9,9% respecto al afio previo. La tasa bruta obtenida
fue de 408,47 pacientes por 100.000 habitantes y la ajustada por edad y sexo (incluido
piel no melanoma), fue de 422,73 (354,25 para mujeres y de 522,44 para hombres),
también por 100.000. Las tasas acumulativas calculadas hasta los 74 afios fueron de un
25,45 lo que significa que, si las tendencias temporales no se modifican, se estima que
uno de cada cuatro madrilefios desarrollara un cancer antes de los 75 afios de edad.
Desagregado por sexo, la tasa acumulada fue del 29,66 para hombres y 22,26 para
mujeres, respectivamente, lo que significa que se estima que casi uno de cada tres
hombres de nuestra comunidad desarrollara un cancer antes de los 75 afios y una de
cada cinco mujeres. Segun los grupos de la CIE-O, los tumores del aparato digestivo
fueron los mas frecuentes (22,9%), seguidos de los tumores de la mama (13,7%), los
tumores del aparato respiratorio y érganos intratoracicos (12,5%) y los tumores del

aparato genital masculino (10,9%). 8
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1.2. Cancer de cabeza y cuello
1.2.1. Introduccidn

El término de “cabeza y cuello”, se refiere a un grupo diverso de neoplasias malignas
originadas en regiones anatdmicas que forman el tracto aerodigestivo superior,
glandulas salivares, tiroides, paratiroides, piel, tejidos blandos, origen neurovascular y

hueso del esqueleto craneofacial.’

Desde un punto de vista académico el término de “cancer de cabeza y cuello”, se
subdivide para favorecer el desarrollo de estudios mas homogéneos, en cuanto a la
clasificacién y pronéstico. La forma mas habitual de agrupar a las neoplasias de cabeza
y cuello es segln su localizacidn anatémica en: base de crdneo, nasofaringe, cavidad
oral, orofaringe, hipofaringe y laringe. También se clasifican segln su origen anatémico:

piel, mucosas, glandulas salivares, tiroides, melanoma.

El carcinoma epidermoide o de células escamosas es el tipo de tumor mas frecuente y

supone mas del 90% de estos canceres de cabeza y cuello.101112

La edad promedio al diagndstico es de aproximadamente 60 afios. Sin embargo, la
incidencia de estos canceres en adultos menores de 45 afios ha aumentado en los
ultimos afos, debido al mayor nimero de canceres orofaringeos asociados a virus de

papiloma humano oncogénicos.'3

En la figura 8 se muestra la anatomia de la region de la cabeza y el cuello. La cavidad oral
incluye los labios, mucosa bucal, lengua anterior, suelo de la boca, paladar duro, encia'y

trigono retromolar.

La faringe incluye la nasofaringe (detrds de cavidad nasal), orofaringe (que engloba la
base de la lengua, el paladar blando, amigdala y pared faringea posterior) y la
hipofaringe (comprende senos piriformes, regidn posterior laringe, area postiroidea y

las paredes faringeas inferior, posterior e inferolateral).

La laringe incluye la laringe supragldtica, laringe glética (cuerdas vocales verdaderas y

comisuras anterior y posterior) y laringe subgldtica.
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La cavidad nasal y los senos paranasales incluyen el maxilar, etmoides, esfenoides y

senos frontales.

Figura 8 Anatomia de la regién de la cabeza y cuello 4

El cancer de cabeza y cuello fue el 72 cancer mas frecuente del mundo en 2018, 890.000

casos huevos y 450.000 muertes.

La incidencia global en 2020, incluyendo tiroides, labio, cavidad oral, glandulas salivares,
naso, oro e hipofaringe y laringe es de 1.518.131, respecto a 2018 que era de 887659.
La prevalencia a 5 afios en 2020 fue de 4.396.614, 2.287.731 en 2018.La mortalidad
global producida por el cancer de cabeza y cuello es de 520.771 en 2020 y 453.307 en
2018. La mortalidad global producida por el cdncer del cabeza y cuello es de 520.771 en

2020y 453.307 en 2018. 1

Los canceres de cabeza y cuello generalmente comienzan en las células escamosas, cada
afio se diagnostican méas de 500.000 nuevos casos en todo el mundo.®
Aproximadamente el 60% de los casos se encuentran en etapa avanzada Cancer lll y IV,

que tienen mal prondstico incluso con un abordaje terapéutico multimodal. ’
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1.2.2. Epidemiologia del cancer de cabeza y cuello en Espaia

Si sumamos los datos del cdncer de cabezay cuello, segun el informe de la Red Espafiola
de Registro de Cancer a 31 de diciembre de 2020 incluyendo cavidad oral, faringe,
laringe y tiroides supone una prevalencia total de 86.486 y una prevalencia a 5 afos de

33.556 en hombres y 97.668 y 28.527 respectivamente en mujeres.’

Figura 9 Prevalencia total de cdncer (nimero de casos y tasas) y numero de casos prevalentesa 1,3y 5
afios del diagnostico. Espaiia 31 diciembre 2020, hombres.’
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Figura 10 Prevalencia total de cancer (nimero de casos y tasas) y nimero de casos prevalentesa 1,3y 5
afios del diagndstico. Espafia 31 diciembre 2020.”

La estimacion de incidencias para este 2024 segun el ultimo informe de REDECAN en

ambos sexos para cancer de cabeza y cuello seria de 10.784 nuevos casos.
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Figura 11 Proyecciones del nimero de casos incidentes de cadncer, tasa especifica TEE y tasa truncada TT
para tres grupos de edad por tipo de cancer. Amos sexos. Espafia 2024 7

Figura 12 Supervivencia observada y neta a cinco afios de los tumores mas frecuentes en Espafia. Red
Espariola de Registros de Cancer (REDECAN)”’
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La supervivencia observada a 5 afios en cavidad oral y faringe seria de 41.0 y la
supervivencia neta de 44.5. Para laringe de 55.9 y 62 y para tiroides de 91.2 y 93.9

respectivamente segun la dltima publicacién de REDECAN de mayo de 2022. 18

Table 2 Five-year observed survival (O5) and net survival {NS) by sex in adult patients diagnosed with cancer in Spain in 2008-2013.

Men Women Both

CancerGroup N o ofCases  OS(85%CI},%  NS@5%CD),%  Numberof Cases  OS(95%Cl, %  NS(95%CI, %  Numberof Cases  OS(95%CI), % NS (95%CT), %

Orral cavity and

i 73 72(IO3RE)  05(9.0-420) 73 511(505555)  576(517-606) 7306 N0(98427) U532 459)
Lophagus %19 115(102-129)  127(113-142) an BE(0FT3)  UE{ILe-181) w01 119(107-131)  130(1L7-144)
Stomach 6533 m.agw.s-za.w 240(227-257) 3580 n3 {zm-z.m z&.1$z.15-37.? 10413 NTMeN6)  U8(REI5E

Colon 18,121 512(s04-520) 605 (305615 12488 $3(523502) 21613 30,600 51 s 804 (507611
Rectum 958 S12(301-523)  SR0(F7-604) 5% 50504553 37 (7.9-619) 1716 521 (513-510) 503 (S8.2603

Liver 540 KI(51172)  176(164-188) 28 103 (85118 112(05-128) 7ies 106 (137-155) 150149169

ool o 1564 148 (129-167) 172 (149-19.5) 1766 120(104-137) U2 (121-163) 3350 133 (121-1486) 156 (141-17.2)
Pancreas a7 576065 62(5471) 3881 63(5572) 69 (59.74) #3006 606566) 65(59-72)
Laryie 1460 S50 (536547)  6L5(37-637) 355 L7 (M01698)  AAO(ED27A8) 1315 550 (513 573 620 (60362
Lung 2,961 10.9{1u.5—11.3] 121(116-126) 682 173(163184)  180{169-19) 33,333 01017125  132(128126)
Skin melanoma 3140 TOO(8U2-TZE) B3 (TEI-823) 3480 BLA(TO.O82T) BT (BST-BO.J) 6620 T6A(AATTS)  BA1(827-855)
Breast (women) 34,094 w_ogm.ms] H7.3 (86.8-87.9 31,794
Cervix uteri % G58(BLOETH) 676637606 %726
Corpus ukeri 7m TO2(601-713)  751(7ARTAL) 743
Ovary 31:1 1o 13.0{41.3-446) 47 (43.0-26.4) 1%
Prostate 38,920 TRO(TSTEA  90.0(89.4-905) 36,929

Testicle 1671 951(930-961) 959 (9LE-70) 1671

Kidrey 5069 S45(57.0-599)  E54(6A6-67.0) 274 506(57.4616)  6L1({6L7-665) 7483 58,8 (57.6-60.0) 650 (63.5-66.4)
Urinary bladder 0022 B03(505610)  T0.8{60.971E) w73 BL6(0063Z)  707{686-728) B o5 B05 (598611 708 (85.717)

Hrain 2613 13.s§1zz-m; 13.9*115-15.1;1 104 140}114-15.53 143(127-159) 717 137(127-148)  141(130-152)
Thyroid 1186 B18(825-869) B9 (86.5-914) us1 a0(21037) 953 (915983 =37 d12{o04920) 939 (921-048)
12:“1[“‘”“ 1026 TAS(RE-S10)  BL1FEI-818) 75 BATO4H5T) KAS(BO6-BAS) 1751 B2 FRI-E20)  B21(800-841)

”ﬁ;Pl gkin 188 S76(361-500) 638 (EL1-654) 1305 E22(ELTHAT)  EAT(R49-644) 9583 507 (S46-607) 651 (6B9-643)
Myeloma 1989 3B1(A8-T4) 402 (FAL0) 747 N2TBT) B0(22479) 736 /O (F£3-307) 425405445
‘“‘;':um?:”“i 189 505436 WO0ELSY) 17 W1(245309) 27647 3% 36(294-398) 357 (2411
G‘“’]“e‘;fkl;“r‘:j';h"“‘i 1446 6l4(386-640)  TA1(60.4-769) w5 BL1(08-71)  TA2(7OI-TAD) 2141 f25(604-615) 736 (08-763)
Ao e 1190 13(70-217)  W1(7.6-226) 1022 B9MIMT)  KINING » BIMEUY  229(L0-M)
G";ﬂ{:‘;ﬁ’”“‘ %6 699 (647-744) 751 (60.5-80.8) 40 703 (A7-759) TA2 (67.0-813) &6 00 (66.0-TA7) TAB 70472
el ) 658 128 (28.0-36.5) 7.8 (315-43.1) 105 300 (25.1-35.0) 0I(73-31) 1063 317 (28.6-348) 360 (32.0-40.0)
All cancers* 184,991 TA@I-TE 53 (5L0-548) 123760 STA(STITT)  6L0(6L6-613) 08760 SI4(5L2-516) ST (ST.2-576)

Figura 13 Supervivencia observada a 5 afios (observed survival OS) y supervivencia neta ( net survival
NS) por sexo en adultos diagnosticados de cancer en Espafia entre 2008-2013.. 18

1.3. Cancer de cavidad oral y labio

1.3.1. Anatomia de la cavidad oral

La cavidad oral es la parte de las vias respiratorias y digestivas altas, que se extiende
desde la unién de la piel de la mucosa del borde del bermellén de los labios, hasta el
inicio de la orofaringe posteriormente. El limite de la orofaringe estd limitado
superiormente por la unién del paladar duro-blando, lateralmente por el pilar
amigdalino anterior e inferiormente por las papilas caliciformes que marcan el inicio de

la base de la lengua.

El revestimiento de la cavidad oral estd conformado por una mucosa epitelial escamosa
estratificada no queratinizada. La capa submucosa es rica en glandulas salivares

menores.
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La cavidad oral es dividida en sublocalizaciones con variabilidad anatédmica y por ello

también diferencias en la clinica y tratamiento del cdncer *°

[ Labio (superior e inferior)

Lengua (dos tercios anteriores)
[] Suelo de la boca
[] Encia (superior e inferior)

[ ] Mucosa bucal

| Trigono retromolar

Paladar duro

Figura 14 Anatomia cavidad oral.??

-Labios: Labios (superior e inferior): formados por piel: en donde se encuentran foliculos
pilosos y glandulas sebaceas; musculo: el musculo orbicular de los labios responsable de
la funcién del esfinter oral; submucosa: formado por tejido conjuntivo laxo y gldndulas
salivales; mucosa: tapiza posteriormente los labios, continudndose con la mucosa oral,
y hacia el borde libre del labio donde recibe el nombre de bermellén.

-Mucosa oral o bucal: corresponde a la mucosa que tapiza la cara interna de las mejillas,
hasta los surcos vestibulares (mucogingivales), y continuandose con la mucosa de los
labios. Histoldégicamente se caracteriza por estar conformado por un epitelio plano
poliestratificado no queratinizado, una ladmina propia con tejido conectivo, vasos
sanguineos y glandulas salivares, una capa submucosa, con tejido adiposo, y una capa
muscular.

-Encia (superior e inferior): es la mucosa oral que tapiza las apodfisis alveolares y rodea
la porcion cervical de los dientes, también se denomina mucosa masticatoria. Se

diferencian tres areas anatdmicas: encia libre, encia adherida y encia interdental. Es un
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epitelio escamoso estratificado queratinizado, excepto en la encia libre, y con una
lamina propia con tejido conectivo y estructuras vasculares.

-Trigono retromolar: es un drea de morfologia triangular localizada en la mandibula, en
la zona posterior al Ultimo molar. Es un epitelio plano poliestratificado queratinizado,
como el de la encia adherida, pero con un mayor grosor.

-Paladar duro u éseo: corresponde a los 2/3 anteriores del paladar. También se agrupa
en la mucosa masticatoria, junto con las encias. Estd formado por epitelio plano
poliestratificado queratinizado y lamina propia, y carece de submucosa, pero tiene
glandulas salivales palatinas.

-Lengua (2/3 anteriores): es un érgano formado por musculo estriado, cubierto por
mucosa y submucosa. Se diferencian dos areas anatdmicas con distintas caracteristicas:
cara ventral, es la parte inferior, que se continta con el suelo de la boca, formado por
un epitelio plano poliestratificado no queratinizado fino con glandulas salivales; y la cara
dorsal, tapizada por la mucosa especializada, se trata de un grueso epitelio plano
poliestratificado con papilas linguales. Hay tres tipos de papilas: filiformes, las mas
abundantes repartiéndose por todo el dorso lingual; fungiformes; y circunvaladas, se
alinean en forma de V en la porcidon posterior de la lengua, limitando los 2/3 anteriores
del 1/3 posterior de la lengua o base lingual que ya se considera orofaringe no cavidad
oral.

-Suelo de la boca: es un area en forma de U situada debajo de la lengua. Esta constituido
por un epitelio plano poliestratificado no queratinizado, que se contintia con la cara
ventral de la lengua, y un tejido conjuntivo con gran presencia de glandulas salivales
menores.

-Procesos alveolodentales: tejido 6seo que alberga las raices dentarias tanto en maxilar
como en mandibula.

-Huesos maxilar y mandibula.
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1.3.2. Epidemiologia
1.3.2.1. Introduccion

El cancer de cavidad oral es en realidad un conjunto de diferentes trastornos con
diferentes etiologias, manifestaciones clinicas y tratamientos. Representa mas del 90%

de los canceres de cabeza y cuello, incluyendo la cavidad oral y orofaringe.

El Carcinoma Oral de Células Escamosas (CECO) es el tipo histolégico mas frecuente en
esta localizacion, y el que nos vamos a centrar, representando el 90% de los tumores

malignos orales.?°

El cancer de labio representa el 12% de todos los canceres de cabeza y cuello no
cutaneos. Mas del 90% de los carcinomas de labio afectan al labio inferior y se atribuyen

a la exposicion al sol. %!

En su conjunto, los canceres de la cavidad oral y la orofaringe ocupan a nivel mundial la
séptima posicién en incidencia con un total de 529.500 nuevos casos (375.000 en
hombres y 154.500 en mujeres). Tanto en Europa como en Espaia ocuparon la décima

posicion. 22

Si buscamos bibliografia que subdivida por labio y cavidad oral, en 2022 se registraron
389.846 nuevos casos de neoplasias malignas de cavidad oral, localizdndose en el puesto
16 en cuanto a incidencia por localizacién global y presentando una ASR (age-

standarized rate =tasa ajustada por edad) de 4.0.1
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Incidence

Rank Cases ASR (World)

16 389 846 4.0

Cancer site ranking

| Incidence

Lung
Breast
Coloreotum

Number of new cases , both sexes, all ages

Figura 15 Incidencia de cancer en el mundo dividida por localizaciones anatémicas y continentes. !

En cuanto a la mortalidad la cavidad oral y labio a nivel global ha producido en 2022 un
total de 188.438 muertes siendo a nivel mundial el 152 cdncer con mayor mortalidad y

una ASR de 1.9.

Mortality

Rank Deaths ASR (World)

188 438 19

Ui, oval cavity (15tn]

& soo 10 18m 20M 280

Number of deaths , both sexes, all ages.

Figura 16 Mortalidad de cancer en el mundo dividida por localizaciones anatémicas. *
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1.3.2.2. Incidencia, prevalencia y mortalidad de cavidad oral en Espaia

Segun registro de Globocan de la Internacional Agency of Research of Cancer de la OMS,
que divide localizaciones en cavidad oral y labio, en 2022 en Espana hubo 4003 casos

nuevos, con una prevalencia a 5 afios de 12.846 y una mortalidad de 1211 casos (1%). !

Incicence, Mortaity and Frevslsnce by canoer e
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Laryes 042 ] 11 040 F- 17 11 013 10 897 12
Dt 2210 2 o 02 1912 15 17 021 2673 034
Coenvix utari 2000 ] ars 055 802 =T T 047 7481 [E]
Tests 510 = 054 052 =5 = 0o ooz 8 209 ove
Hedghin bymphaa 178 @ o4z R 22 = 0 ooz 4748 054
Oropharma 103 M 04 ] 580 LT o8 3620 042
Vv 505 ® 03 ] a7 24 03 04 24 (]
Gl o ® 0 ] - o3 785 008
Hypixpihargti 70 o M 1] 08 ® o0 04 1483 047
Wt ] @\ oM 007 400 2 04 nis ™= ooe
Sabviry ghinds ] = 08 005 b 7 0 o 1685 018
Faris 482 0 07 040 £ » of oz 1672 (ST
HacsphanyTe: 47 2l 0is aos A2 = 0 oo 1480 047
Fapos] arema 3 = o 0od 0 m o 000 sa7 a
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A cancers excl NMSC 284 538 = = 3 114 808 s B 222

Figura 17 Incidencia, Mortalidad y prevalencia por localizacion del tumor. !

Segun el informe de la Red Espafiiola de Registro de Cancer a 31 de Diciembre de 2020,

que registra la cavidad oral junto a la faringe, la prevalencia total fue de 40.087 casos.’
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Figura 18 Prevalencia total de cdncer (nimero de casos y tasas) y nimero de casos prevalentesa 1,3y 5
afios del diagndstico. Espaiia 31 diciembre 2020, hombres.”?

Figura 19 Prevalencia total de cdncer (nimero de casos y tasas) y nimero de casos prevalentesa 1,3y 5
afios del diagnéstico. Espafia 31 diciembre 2020, mujeres. ’
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La estimacidn de incidencias para este 2024 segun el ultimo informe de REDECAN en

ambos sexos para cancer cavidad oral y faringe seria de 7.603 nuevos casos.

Figura 20 Proyecciones del nimero de casos incidentes de cancer, tasa bruta y tasas ajustadas a la
poblacién mundial, europea y nueva europea por tipo de cancer. Ambos sexos. Espafia 2024.”

Segun Globocan, en 2012 murieron en Espafia un total de 2.070 personas por este grupo
de canceres de los que un 76% eran hombres. La tasa de mortalidad en hombres en
Espana fue de 4,1 por 100.000 hombres mientras que en Europa fue de 5,6. En las
mujeres las tasas de mortalidad fueron de 0,9 por 100.000 y de 1,2 por 100.000

respectivamente 22

La supervivencia relativa a 5 afios ajustada por edad del cancer de cavidad oral y faringe
de los pacientes diagnosticados en el periodo 2000-2007 en Espafia, se situé en una
posicidn intermedia en el contexto europeo. En hombres fue del 34,6% mientras que la
media europea de 36,4%. En mujeres fue del 53,1% mientras que la media europea de

50,3%. 23

62



1.3.2.3. Cancer de cavidad oral en la Comunidad de Madrid (CAM)

Dado que nuestro estudio se realiza en un hospital de la comunidad de Madrid con

poblacidn de esta comunidad es importante conocer los datos.

Los casos de cancer de cabeza y cuello incluyendo labio, cavidad oral y faringe suponen

el 2,34% de los canceres de la Comunidad.?

N %

C00-C14 Labio, cavidad oral y faringe 841 2,34
C15-C26 Aparato digestivo 8151 22,66
C30-C39 Aparato respiratorio y érganos intratordcicos 4164 11,58
C40-C41 Huesos, articulaciones y cartilagos articulares 133 0,37
C42 Sistema hematopoyético y reticuloendotelial 1996 5,55
C44 Piel 1652 4,59
C48-49 Retroperitoneo, peritoneo, tejido conjuntivo

subcutdneo y otros tejidos blandos 392 1,09
C50 Mama 4954 13,77
C51-C58 Aparato genital femenino 2613 7,27
C60-C63 Aparato genital masculino 4577 12,73
C64-C68 Aparato urinario 3485 9,69
C69-C72 Ojo, encéfalo y otros SNC 1017 2,83
C73-C75 Tiroides y otras glandulas endocrinas 975 2,71
C77 Ganglios linfaticos 662 1,84
C80 Localizacion primaria desconocida 333 0,93
Otros: C47y C76 20 0,06
Total 35965 100

Figura 21 Numero de casos segln localizacién tumoral agrupada por secciones de IE-0. Total de casos.?

Si subclasificamos por localizacién segun codigos de CIE 10, centrandonos en aquellas
localizaciones de cavidad oral y labio, encontramos que en el afio 2022 fueron
registrados 61 tumores malignos de labio, 31 tumores malignos de encia,40 tumores
malignos de suelo de boca, 30 de paladar, 145 tumores de lengua y 87 de otras partes
no especificas de la boca. No incluimos los codificados como base de lengua porque se
englobaron dentro de orofaringe. El sumatorio de estos daria 394 nuevos casos

registrados en el afno 2020 en la Comunidad de Madrid de cavidad oral y labio.
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Figura 22 N2 de casos segun localizacion tumoral agrupada y por cédigos de la CIE 10 por sexo. Total de
casos. .2

De esos 841 casos, 3,8% debutaron con una localizacién in situ, 52,6% localizados, 35,7%
con diseminacion regional y 7 % con diseminacién a distancia. En la tabla podemos

ademas ver los diagndsticos dividimos por localizaciones CIE.

Dizeminadao,
sistémico o

In Situ Localizado Regional mectistasis o Desconcddo Total
distanda
N %% N %) N % (") N %" N %) N % (%)
COO-C14 Labio, covidad cral y faringe 6 0.8% Iz 45,9% 288 37.E% 56 117% 4 0,5% TES | 100,0%
00 Lazio 3 3,5% 5B 361% 6 7.E% 1 1,3% 1 1,3% 73 100,0%
D4 Base de |2 lenzua o 0,0% 3 30,0% 13 53,3% z 5.7% o 0.0% 30| 100,0%
CO2 Otras partas y kas no sspacificadas os i lanpus 1 0,7% 26 63E% 43 20.8% 4 7% 0 0,0% 145 | 100,0%
CO3 Encias o 0,0% 7 71,1% B 211% 3 7,5% [} 0.0% 38| 100,0%
04 Suelo de Is boca L] 0,0% i8 3E,3% 11 24.4% 3 9,4% (] 0,0% 32 | 100,0%
CO°F Palacar o 0,0% iz 30,05 8 33,3% 4 16,7% [} 0.0% 24 | 100,0%
OO Otras partes y ks nnﬁp-:l:irimdus e s bocs i 1,3% 41 33,5% 26 34,2% 8 10,3% ] 0,0% 75| 100,0%
CO7 GlEnduln pardtida a o,0% 37| 573% | 13.2% ] 1 1.8% 35| 100,0%
CDE Otras pimm salivares L] 0,0% i3 32,0% 3 20,0% 7 28,0% Q 0.0% 23| 100,0%
mSAmemh o 0,0% i3 23,0% 30 43,2% i7 27.5% Q 0.0% 61| 100,0%
€10 Orofaringe o 0,0% 16 26,7% 34 3657% 9 13,0% 1 1,7% E0 100,05
C11 Nasafaringe o 0,0% 12| 21.8% 3z 38,2% 10| 18,2% 1 1,8% 33| 100,0%
€12 Seno piriforme o 0,0% i 113% Iz BaE% 1 3,8% o 0.0% 26 100,0%
C13 Hipotarings 1 z,6% 5 237% 21 333% 7 1B84% 0 0,0% 38| 100,0%
:L::Erus lomizaciones y Ias mal definidas de kabio, mvidad bucly T 0,0% ol 3w 12| som al 12w - 0% 24| oo

Figura 23 N2 de casos segun estadio de la enfermedad al diagndstico por secciones y categorias de la
CIE-0.Ambos sexos.?
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Si analizamos globalmente el primer tratamiento del grupo de cavidad oral y labio en un
58,7% de los casos fue la reseccidn quirdrgica, en un 15,3% radioquimioterapia, en un
11,2% fue el tratamiento sistémico y/o quimioterapia, un 5,5% la radioterapia, un 3% un

tratamiento paliativo y un 0,6% inmunoterapia.

irugiaf Trutamientn Paliatien o s T rrta mimmtn N
Reecciin Sidmirn yi'o da (i r 1mrapis u':hr:h sin fecha de - - ™
- Cpalrrdotarupls sstomiticn sncaldgics iy | e | desccnncis
Ll L i} N =) N ‘?1 L] :*'I Ll L 14} N LL] L] L0 H %"} N 1." N ‘r] L] %[ L] %[ M ="
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Figura 24 N2 de casos segun tipo de primer tratamiento por secciones y categorias de la CIE. Total de

casos. 8

1.3.3. Etiologia y factores de riesgo

El carcinoma escamoso que afecta a la cavidad oral, tiene mucho que ver con los
carcinomas de células escamosas emplazados en cualquier localizacién del tracto

respiratorio y digestivo superior.

La etiologia del cancer escamoso de cavidad oral es multifactorial. Revisamos

detalladamente la influencia de los factores principales.

- Tabaco:

En un amplio estudio internacional agrupado de casos y controles, Unicamente el

tabaquismo, entre los abstemios de alcohol, se asocié con un riesgo relativo de mas del
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triple, pudiendo llegar hasta multiplicarlo por seis veces para el desarrollo de carcinoma
escamoso de cavidad oral en Europa y América del sur, con un riesgo algo menor en Asia
del Sur y América del Norte. Estas diferencias pueden reflejar el nivel de carcinogénesis

en los productos del tabaco vendidos dependiendo de regiones.

El riesgo de cancer depende de la dosis, frecuencia, duracién e intensidad de consumo

(con p<0,001 para cada pardmetro). 242>

La exposicién se mide en paquetes de cigarrillos por afio y multiplica por 1,5 con un
consumo de <10 paquetes al afio alcanzando un maximo de 4 veces para aquellas

personas que consuman mas de 30 paquetes al afio. 2®
- Alcohol:

El alcohol, solo en las personas que no consumen tabaco, imparte un riesgo para
desarrollo de cancer escamoso de cavidad oral solo cuando se alcanza un umbral de >15

unidades por semana, multiplicindose por 3.%’

El consumo combinado de alcohol y tabaco en el mismo individuo transmite un grado
multiplicado o sinérgico de riesgo de hasta 13 veces. 222° Entre las personas que fuman
dos o mas paquetes de cigarrillos y también bebe mas de cuatro bebidas alcohdlicas por

dia, el riesgo de HNC es aumentado més de 35 veces. 3°
- Edad, sexo:

El sexo masculino sigue presentando un riesgo de 2,6 mayor de desarrollo de carcinoma

escamosos de cavidad segun datos del Global Cancer Observatory a diciembre de 2022.1

Esta diferencia esta relacionada en parte al mayor consumo de téxicos como alcohol o

tabaco. 3!

Pero como en los otros canceres relacionados con el tabaco, la razén entre la incidencia
de cdncer en hombres y mujeres descendié (6,8 en el periodo 1993-1997 y 4,0 en el

periodo 2003-2007).”
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La incidencia también aumenta con la edad con la mayor concentracién en la 62 y 79
década de la vida, multiplicdndose el riesgo por 6 si separamos a la poblacidon en

menores o mayores de 65. 32

- Nivel socioecondomico:

Indicadores de bajo nivel socioecondmico como bajo nivel educativo o ingresos, estan
fuertemente asociados con una mayor incidencia de cancer escamosos de cavidad oral

independientemente del tabaco y alcohol. 3334

- Inmunosupresion:

El estado de inmunosupresion secundario a un trasplante o infeccién como VIH, esta
asociada a una mayor incidencia de cancer de cabeza y cuello en 2 a 5 veces,

aumentando hasta 10 en el caso del labio. 3°3¢37

- Virus del Papiloma Humano:

El virus del papiloma humano (VPH) es una enfermedad de transmision sexual, que se
ha demostrado que tiene capacidad de tumorogénesis en los tejidos epiteliales
humanos. En la localizacién de cabeza y cuello fundamentalmente ocurre dentro de la
orofaringe en los tejidos linfoepiteliales de la mucosa escamosa reticulada de las criptas
de las amigdalas linguales, palatinas y adenoides. Dos oncoproteinas virales (E6 y E7),
son capaces de transformar queratinocitos de las vias respiratorias superiores o
genitales y alterar sus vias de regulacidon del ciclo celular (via del p53 pRb, TP16 o ciclina

D).

El tipo viral asociado con el desarrollo de carcinoma escamoso de cabeza y cuello

(especialmente orofaringeo) es el VPH 16 y en menor frecuencia 18,31 y 33.

La incidencia de carcinoma epidermoide cabeza y cuello asociado a VPH, ha aumentado
dramaticamente en las ultimas décadas, con aproximadamente 38.000 casos

diagnosticados globalmente cada afio. 383940
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Chakravarthy et al., en su andlisis encontré que 4% de los carcinomas escamosos de
cabeza y cuello que ocurren en sitios no orofaringeos, pueden mostrar transcripciones

de VPH. Fundamentalmente en la cavidad oral, laringe e hipofaringe.*!

En un estudio de casos y controles la presencia de VPH en la cavidad oral, se asocié con
un mayor riesgo de cancer de cavidad oral u orofaringe ([OR] 4 3,7; 95% de confianza

intervalo [IC] 4 1,5-9,3), independiente de la exposicién al tabaco y alcohol). 42

Ademads, los carcinomas VPH positivos presentan un mejor prondstico con mejor
respuesta al tratamiento y tanto la supervivencia global, como la libre de enfermedad,
mejora en mas del 50% incluso después del ajuste por edad. 434* La octava edicién de la
American Joint Commission on Cancer (AJCC 8th) ha incluido un sistema de estadiaje

para el cancer de orofaringe que refleja ese buen prondstico.

- La nuez de Betel o de Areca:

Los pacientes con habito de mascar nuez de betel o de Areca, de uso extendido en el
sudeste asiatico, se ha asociado con el desarrollo de lesiones premalignas orales como
la fibrosis submucosa oral y leucoplasia, con potencial de transformacion maligna por
sustancias cancerigenas entre las que se encuentra la arecolina. Ademas, se ha visto un

peor prondstico entre los masticadores y no masticadores.>

-CECO en ausencia de exposicidn carcinégena conocida

Los pacientes con CECO que no han consumido tabaco o alcohol son en su gran mayoria
mujeres (>70%). Es frecuente presentar la enfermedad en edad temprana y las

localizaciones mas tipicas son la lengua, el reborde maxilar y la mucosa oral. 4647

Se ha reportado un incremento en la incidencia de cancer de borde lingual en mujeres
blancas menores de 40 anos de 111% entre 1975 y 2007, mientras que la incidencia en

todas las demas localizaciones y subpoblaciones estdn disminuyendo. 48

Los tumores que surgen en el borde lateral lingual, se asocian en ocasiones con

hiperqueratosis persistentes, con displasia leve o moderada o enfermedades
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inflamatorias cronicas como el liquen plano que afecta a 1-2% de la poblacién adulta. La

tasa de transformacion maligna del LP es <2%.

Siguiendo la patogenia del liquen plano, la etiologia autoinmune puede postularse como
fenédmeno mds amplio de CECO en pacientes sin otros factores de riesgo. La inflamacién
crénica, provoca una alta tasa de renovacion celular y proliferacidon en un entorno de
citoquinas alteradas y especies de oxigeno reactivo, las cuales contribuyen al inicio de

lesiones malignas. 4°

Existe evidencia de predisposicion genética para el cadncer de lengua en la anemia de
Fanconi, una enfermedad genética hereditaria que produce una insuficiencia en la

médula dsea y predisposicidn al desarrollo de tumores sélidos hematolégicos. *°
1.3.4. Patogénesis, histologia y patrones de propagacion

1.3.4.1. Histopatologia del tumor

La superficie de la cavidad oral esta tapizada por una mucosacuya estructura varia por
localizaciones dependiendo de su funcién. La mucosa oral se compone de un epitelio
plano escamoso estratificado no queratinizado y una capa de tejido fibrocolagenoso

llamada lamina propia.
EI 90% de los canceres de la cavidad oral son carcinomas epidermoides.>!

Por ello y dado que nuestro estudio tiene como criterio de inclusién un diagndstico

histoldgico de carcinoma epidermoide, nos vamos a centrar Unicamente es esta entidad.

El CECO se origina a partir de queratinocitos no aberrantes del epitelio, que estan

expuestos crénicamente a un estimulo que rompe su homeostasis. >2

Los primeros cambios clinicos detectables que se pueden advertir de un epitelio en su
camino hacia el establecimiento de un CECO, son potencialmente la aparicion de

trastornos premalignos, como leucoplasia y eritroplasia. >3

La leucoplasia es un término clinico y la lesién no tiene una histologia especifica.>*
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La OMS definié la leucoplasia oral por primera vez en 1978 y posteriormente se revisd
en 2005, quedando la definicién como “término utilizado para reconocer placas blancas
de dudoso riesgo, habiendo excluido (otras) enfermedades conocidas o trastornos que

no conllevan un mayor riesgo de cancer”.

En este cambio histolédgicamente se producen varios cambios epiteliales reactivos como
hiperplasia, hiperqueratosis y acantosis. Puede o no demostrar displasia epitelial. Es
decir, presenta una variable patrén de comportamiento, pero con una tendencia
evaluable a transformacién maligna. Se ha evaluado un riesgo de 1% de transformacién
maligna de estas lesiones, aunque en muchas ocasiones pueden ocurrir en el contexto

de un traumatismo o irritacién local, en ausencia de progresion maligna. 53> ¢

La eritroplasia se define como una placa roja que no puede caracterizarse clinica o
patolégicamente como otra enfermedad.”® Tienen un alto potencial maligno. Si se
produce una mezcla de cambio de rojo y blanco, las lesiones se denominan

eritroleucoplasia.
Es esencial hacer una distincién entre lesiones displasicas y no displasicas.

El término displasia se refiere a lesiones precursoras de displasia epitelial que muestran
combinaciones citolégicas y grados de atipia (por ejemplo, hipercromatismo, aumento
del tamafio del nucleo, pleomorfismo, disqueratosis, figuras mitéticas anormales o

aumento de la mitosis). La displasia se subdivide en:

- Leve: si se producen alteraciones en los queratinocitos basales o parabasales.
- Moderada: cuando la atipia que se encuentra en el nivel medio.
- Severa o carcinoma in situ: cuando los cambios se extienden a la capa

superficial.>’

Por lo que en general, si una lesién en la mucosa oral no cicatriza en tres semanas, se
debe descartar un tumor maligno o alguna otra condicidn grave. Se debe realizar una

biopsia y su andlisis histopatoldgico consecuente. >2

Las caracteristicas anatdmicas de diferentes regiones dentro de la cavidad oral afectan

al patrdn de crecimiento tumoral y su propagacién posterior.
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Los distintos patrones de crecimiento tumoral caracterizan las subclases de CECO que

podemos dividir en:

- Carcinoma de Células Escamosas Convencional.

- Carcinoma verrucoso.

- Carcinoma de Células Escamosas Basaloide.

- Otros como: carcinoma de células fusiformes, el papilar, el carcinoma

adenoescamoso, el acantolitico y el carcinoma cuniculatum. >
La clasificacion de la OMS es esencialmente histoldgica y extremadamente limitada.

Esta basada en la clasificacién histopatolégica introducida por primera vez por Broders

et al para carcinoma de células escamosas de labio.

Esta clasificacion divide a los tumores bien diferenciados (G1), moderadamente
diferenciados(G2) y pobremente o indiferenciados(G3). El grado de "diferenciacion" se
evalla subjetivamente términos de queratinizacién, pleomorfismo celular, actividad
mitdtica y aberraciones nucleares. Los tumores bien y moderadamente diferenciados se
pueden agrupar como tumores de bajo grado y mal diferenciados y no diferenciados

como de alto grado. 6162
Mas tarde, otras clasificaciones mas complejas fueron sugeridas por Jakobsson et al.

Anneroth et al. y Bryne et al. 934 Estos sistemas multifactoriales consideran
caracteristicas del tumor per se (por ejemplo, diferenciacion), pero también de la
interfaz del tumor con el huésped (patrones de invasién) y reacciones del huésped
(respuesta inflamatoria). Formularon el concepto de favorable o cohesivo vy

desfavorable o no cohesivo de invasidn. %

Curiosamente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) no apoyd estos sistemas
multifactoriales. De hecho, la edicién actual de la clasificacion de tumores de cabeza y
cuello sigue apoyando un sistema de clasificacion simple, basado en los criterios de
Broders y simplemente reconoce las variantes bien, moderadamente y poco
diferenciadas de los COCE convencionales, aunque reconocen que "la clasificacién por

si sola no se correlaciona bien con prondstico”. ®’En los Ultimos tiempos se tiende a
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recomendar, que se complemente la clasificacion afiadiendo la evaluacidn del patrén de
invasion, ya que la capacidad de hacer metastasis esta directamente asociada con el
grado de diferenciaciéon tumoral de las células cancerosas. %8 Por tanto, es fundamental
gue una biopsia incisional sea de tamano y profundidad suficientes para incluir parte del

frente de avance del tumor.

A dia de hoy, se conoce que el cancer es una enfermedad compleja caracterizada por
una importante heterogeneidad genética, los carcinomas epidermoides de cabeza y
cuello también pueden clasificarse segun su perfil de expresién génica como "basal",
"mesenquimatoso”, "atipico" y "clasico". El subtipo atipico incluyd la mayoria de los
canceres positivos para el VPH. Estos subtipos, agregados al estado de infeccién por
VPH, se han validado utilizando conjuntos de datos independientes en los informes del
Atlas del Cancer del Genoma (TGCA). 82 El estudio TGCA representa el anélisis genémico

integrativo mas completo de los cdnceres epidermoides de cabeza y cuello.
1.3.4.2 Bases moleculares del cancer oral

Las lesiones malignas de la mucosa oral, surgen de una regiéon poblada por células
alteradas de forma clonal, fendmeno conocido como campo de cancerizacion, ya
descrito en 1953 por Slaughter et al. pero desarrollado posteriormente a nivel molecular
por Califano en 1996. 797! Quien propuso el primer modelo que asociaba las alteraciones

genéticas con los cambios morfolédgicos observados en el epitelio escamoso.

Figura 25 Progresion genética del CECO asociados a la progresion histopatoldgica. 7
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El CECO se considera un tumor complejo y muy heterogéneo, incluso para aquellos que
muestran similitudes clinicas y patologicas. Esta heterogeneidad es causada por
distintas alteraciones genéticas y moleculares, resultando en tumores con un conjunto
Unico de genes mutados, alteraciones epigenéticas, alteracién de procesos bioldgicos,

cambios metabdlicos y, finalmente, el comportamiento clinico.

Hasta la fecha la mayoria de las alteraciones genédmicas no muestran utilidad clinica,
pero la comprension del panorama genético y molecular puede ayudar en el desarrollo
de terapias dirigidas y puede aportar conocimientos en la identificaciéon de tumores mas

agresivos, que pueden beneficiarse de enfoques terapéuticos mas especificos.

Una de las mayores iniciativas hasta la fecha es el Atlas del genoma del cancer (TCGA),
que esta demostrando ser una fuente esencial de conocimiento, con cientos de articulos
gue exploran los genes mutados mas comunes en CECO incluyendo TP53, TTN (titina),
CDKN2A/p16, FAT1 (FAT cadherina 1 atipica), NOTCH1, CASP8, mMUC16 (mucina 16) y
PIK3CA.”2

A dia de hoy, se conoce que el desarrollo y comportamiento de los tumores malignos
incluyendo el cdncer de cavidad oral, es un proceso secuencial con base genética o

ambiental, que produce una serie de cambios moleculares cada vez mas documentados.

El cdncer es el resultado de una acumulacién gradual progresiva de alteraciones

genéticas que produce una poblacidn clonal de células transformadas.

Los cambios oncogénicos en los perfiles de expresion génica contribuyen a alteraciones
microambientales alrededor de estos clones tumorales, de ahi la denominacién de
Microambiente tumoral (TME; Tumor Microenvironment). Esto conlleva unas
interacciones complejas entre una comunidad de células heterdpicas, caracterizadas

por el tejido canceroso original, el tejido recién formado y las células que lo rodean. 8

El microambiente tumoral del carcinoma epidermoide de cabeza y cuello esta
compuesto por fibroblastos asociados al cdncer, células inmunitarias y otras células de

apoyo.
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Los queratinocitos normales de la mucosa oral estdn expuestos crénicamente a factores

de riesgo, los cuales pueden romper la homeostasis y generar inestabilidad genética.

Las alteraciones genéticas afectan a las vias fisioldgicas clave, que controlan funciones
como la proliferacion celular, la reparacidon del ADN, la neoangiogénesis, la motilidad y
la metastasis. Esto conlleva una inactivacion de genes supresores de tumores y
activacion de protooncogenes que confieren a las células la ventaja proliferativa y de
supervivencia. Las alteraciones genéticas clave ocurren sobre el TP53 segln recientes

publicaciones en mas de un 50% de los casos. 73

Los clones tumores secretan una serie de factores como VEGF (factor de crecimiento del
endotelio vascular), CXCL1 (quimiocina ligando 1), CXCL8 (ligando 8 de quimiocina),
PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas), IL-8 (interleucina 8), FGF-2 (factor
de crecimiento de fibroblastos 2), TGF-B (factor de crecimiento transformante -B), TNF-
o (factor de necrosis tumoral-a), IL-1 (interleuquina 1), GM CSF (factor estimulante de

colonias de granulocitos-macrofagos. 8

Este microambiente tumoral promueve la pérdida de adhesién celular, facilita la
transicién mesenquimatosa del epitelio, se suprime la respuesta inmune adaptativa, se
promueve la proliferacion y supervivencia de las células endoteliales (las cuales

producen factores como ECGF, que aumentan la migracion). 74

Los clones tumorales utilizan el metabolismo glucolitico y oxidativo, para alimentar la
génesis del tumor a través de mecanismos que se acoplan entre las regiones de las

células cancerosas. 7>

La via PD-1/PD-L1 es un mecanismo clave de escape inmunitario utilizado por las células
tumorales. Los agentes anti-PD1/PD-L1 bloquean la sefializacién inmunosupresora de

los tumores y potencian la unién antitumoral de la respuesta inmune. 7®

Este mecanismo de proliferaciéon neoplasica se manifiesta en una serie de cambios
histoldgicos de la mucosa normal, que tras el paso por unas fases intermedias de

hiperplasia, displasia y carcinoma in situ, acaban desarrollando un carcinoma invasivo
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que destruye localmente la membrana basal subepitelial como se observa en la figura
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Figura 26 Cambios histoldgicos de la mucosa normal®®

Toda esta linea de investigacion estd llevando a la bisqueda de biomarcadores para el
cancer. A dia de hoy la herramienta clinica mds usada para ello es a través de la IHQ.
Cientos de estudios estan explorando el potencial de las proteinas aisladas, o grupos
relacionados con un fenotipo especifico o una via. Los que alcanzan resultados mas
prometedores, pero aun no suficientes para su aplicacién clinica, son p53, Ki-67, ciclina

D1 o ple6.

1.3.5. Clinica

Las manifestaciones clinicas del cadncer oral van a depender de la localizaciéon de la lesion

y del estadio evolutivo en el momento del diagndstico.

Cuando la lesidn afecta a la porcién anterior de la cavidad oral, en concreto los dos
tercios anteriores de la lengua y porcion anterior del suelo de la boca, el sintoma
principal, suele ser la presencia de una Uulcera, a menudo puede ser indolora

inicialmente.

El crecimiento progresivo del tumor, lleva a la afectacion de otras estructuras

anatdmicas y a la aparicién de nueva sintomatologia como otalgias (por la relacién del
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nervio lingual con el nervio cuerda del timpano), hipersalivacion, fetor, limitacion
movilidad lingual, alteraciones fonatorias y deglutorias e hipoestesia de los nervios

linguales y mentonianos.

Su aspecto macroscopico es casi siempre ulcerativo y con menor frecuencia exofitico o
con formas mixtas, pero en todo caso son siempre lesiones infiltrativas. En general, las
caracteristicas clinicas de la lesion, son suficientes para indicar la necesidad de una

biopsia con el fin de establecer un diagndstico histoldgico.

Tumores con caracteristicas clinicamente agresivas es probable que el crecimiento
endofitico se correlacione histolégicamente con una mala diferenciacién, patron de
diseminacion no cohesivo, perineural e invasion linfovascular y es mas probable que
hagan metdstasis temprano.’’ El reborde alveolar, suelo de boca y trigono retromolar
penetran en el hueso directamente a través del punto de unién de las fibras de Sharpey

ala corteza. 78

En cuanto a la localizacidn, los dos tercios anteriores de la lengua (borde ventral-lateral,
40% de los casos), el suelo de la boca (30% de los casos) y labio inferior, son las
localizaciones mas habituales de los carcinomas epidermoides primarios de la cavidad
oral en el mundo occidental. 7?8 La lengua es la localizacién con mayor mortalidad
segln un analisis reciente de Base de datos de vigilancia, epidemiologia y resultados

finales (SEER). &t

El trigono retromolar y la mucosa oral son, sin embargo, las localizaciones primarias mas
frecuentes en aquellas partes del mundo donde estan mds extendidos los habitos de

masticar tabaco y nuez de betel. 828384

1.3.6. Evaluacion diagnostica y estadificacion clinica

1.3.6.1. Diagnostico

La mayoria de las neoplasias malignas orales se diagnostican en una etapa tardia, lo que
resulta en una alta tasa de mortalidad para pacientes con cancer oral. Por lo tanto, el
diagndstico precoz es clave de cara a aumentar la supervivencia y calidad de vida del

paciente.
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A continuacién, indicamos los diferentes pasos a realizar en este proceso diagndstico,
siempre posterior a haber iniciado el proceso con una buena historia clinica, incluyendo

habitos téxicos y sexuales.
Examen visual e histopatoldgico.
La cavidad bucal es de facil acceso y exploracion.

El examen visual ayuda a identificar las caracteristicas clinicas en una persona

asintomatica, lo que lleva a un diagndstico mas temprano y mejor tratamiento. 8>8¢

El examen fisico debe ser metddico, con especial atencidn a la zona de la cabeza y el
cuello a través de una inspeccion, examen indirecto con espejo, endoscopia directa y

palpacion de sitios primarios y cuello. &

También se debe evaluar la funcionalidad de la masticacién, deglucion, fonacién y

respiracion.

Siempre es necesario también, hacer un examen odontoldgicoa si como un estudio del
estado nutricional del paciente, dada la dificultad en la masticacién y deglucién que les

puede llevar a la pérdida de peso.

A esta exploracion puede estar indicado afiadir evaluaciones especiales si es necesario:
psicoldgicas y sociales. Porque muchos de estos pacientes pueden ser fumadores y

presentar una dependencia alcohdlica.

Para confirmar el CECO, se debe realizar diagndstico histopatoldgico a través de la
biopsia del tumor.8® La biopsia se puede obtener mediante reseccidn quirdrgica o
puncidn y aspiracion con aguja fina. 8°° Las biopsias se analizan histopatoldgicamente,
utilizando tincidn con Hematoxilina y Eosina (H&E) para identificar las caracteristicas

morfoldgicas, con cambios en el tejido para diagnosticar un tumor.

Para explorar la extensién del tumor, el diagndstico por imagenes es necesario. Hay
cierta controversia de la cronologia a la hora de realizar las pruebas de imagen antes o
después de la biopsia. Es evidente la afirmacién de que el diagnéstico por imagen antes

de una gran biopsia, evita falsas diagndstico a partir de distorsién de la anatomia y
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visualiza en toda su extensién el tumor. > Pero si esto retrasa el diagndstico puede no

ser lo mas adecuado debido a los tiempos de procesamiento de las muestras.

De las pruebas de imagen indicadas, probablemente la mas usada sea la Tomografia
Axial Computarizada (TAC) cervical y, en segundo lugar, la Resonancia Magnética

Nuclear (RMN).

La RMN es superior a la TAC para la evaluacion de la lengua, extensidon perineural,

invasion de la base del craneo y extension intracraneal.

En estadios iniciales a priori no seria necesario hacer un estudio de extension si se

confirma la no extension regional (cNO).

En estadios avanzados o necesidades especiales, se requeriria realizar un TAC de térax
o radiografia en fases tempranas o incluso la realizaciéon de una tomografia por emisién
de positrones-TAC (PET-TAC), actualmente la prueba de referencia ante estadios
avanzados dado su utilidad de cara al diagndstico de los ganglios (N), metdstasis (M) y

sincronicos de tumores primarios. *

Esta indicado la biopsia del ganglio si hay dudas sobre su malignidad. Se realiza puncion
con aguja fina o gruesa, pero en muchos casos es preferible la reseccién ganglionar

completa para prevenir diseminacién metastasica extracapsular.
1.3.6.2. Estadificacion

El American Joint Committee on Cancer (AJCC) y la International Union Against Cancer
(UICC) desarrollaron el sistema TNM para clasificar la enfermedad por localizaciones y

asi poder determinar el tratamiento necesario. *°

El sistema TNM de estadificacidon del cancer refleja la extensién del tumor en todo el
cuerpoy se basa en la evaluacién del tamafio del tumor primario (T), compromiso de los

ganglios linfaticos locorregionales (N) y metdstasis a distancia (M).

Esta clasificacion es importante para el tratamiento, planificacion, estimacién del riesgo

de recurrencia y evaluacién de la supervivencia general. Sin embargo, este sistema, sélo
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considera la extensién anatdémica de la enfermedad y no de los otros factores

prondsticos, como la comorbilidad o tratamiento. °2

La informacion obtenida del examen clinico y las pruebas de imdagenes, nos permite
asignar un estadio clinico (cTNM y posteriormente con ello estratificar a los pacientes

para la seleccién de tratamientos. ©

Si el paciente se somete a una reseccion quirurgica, su estadio pasa a ser el patoldgico.
El estadio patoldgico (pTNM) derivado de la histopatologia tumoral y/o de los ganglios
linfaticos regionales, es Util en la seleccién de la terapia adyuvante postoperatoria y para

estimar el prondstico. 23

La International Union Against Cancer (UICC) publicé la primera edicién del TNM en
1968, mientras que el American Joint Committee on Cancer (AJCC) publicé su primer

manual de estadificacion en 1977. Las ediciones posteriores se sincronizaron.

El manual de la séptima edicién se publicé en 2009, vigente hasta el 2016.
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Tabla 1 Séptima edicion TNM

Tumor primario (T)

TX Datos insuficientes para evaluar el tumor primario

TO No evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ (CIS)

T1 Tumor<2cm

T2 Tumor >2cm <4 cm-

T3 Tumor >4 cm
Enfermedad local moderadamente avanzada.

Tumor >4 cm
Labio: el tumor invade el hueso cortical, el nervio alveolar inferior, el
suelo de la boca o la piel (mentén o nariz).

T4a Cavidad oral: el tumor invade a través del hueso cortical hasta el
musculo profundo / extrinseco de la lengua (geniogloso, hiogloso,
palatogloso y estilogloso), el seno maxilar o la piel de la cara.

Nota: La erosion superficial del hueso alveolar por un tumor primario
de encia adherida no se considera T4.
Enfermedad local muy avanzada.

T4b Labio y cavidad oral: el tumor invade el espacio masticatorio,

pterigoides, base del craneo; o recubre la arteria carétida interna

Ganglios linfaticos regionales (N)

NX Los ganglios linfaticos regionales no pueden evaluarse
NO No hay evidencia de metdstasis en ganglios linfaticos regionales
N1 Metastasis en un Unico nddulo ipsilateral <3 cm
N2a Metastasis en un solo ganglio ipsilateral 3—6 cm
N2 N2b Metdstasis en multiples ganglios ipsilaterales <6 cm
N2cMetadstasis en ganglios contralaterales o bilaterales <6 cm
N3 Metdstasis en un ganglio Unico >6cm
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Metastasis a distancia (M)

<M Datos insuficientes para evaluar las metastasis a distancia
MO No evidencia de metastasis a distancia
M1 Evidencia de metastasis a distancia

Estadios clinicos (TNM)

0 Tis NO MO

T1 NO MO
Il T2 NO MO
" T3 NO 6 N1 MO

T26T1 N1 MO
Mnen 2w
s Any Ve
IVC Any T Any N M1

En 2017, se publicé la octava edicion del manual. Introdujo dos cambios importantes

para el CECO: la incorporacion de la profundidad de invasiéon del tumor (Deep Of

Invasion, DOI) en el estadio T y la incorporacién de extension extracapsular (ECS) en el

estadio N. %
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Tabla 2 Octava edicion TNM

Tumor primario (T)

TX Datos insuficientes para evaluar el tumor primario

TO No evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ (CIS)

T1 Tumor £2cm, DOI £5 mm

T Tumor >2cm <4 cm-DOI<10 mm 6
Tumor £ 2 cm-and DOI >5 mm <10 mm

3 Tumor >4 cm, DOI £10 mm
Tumor >2 cm <4 cm, DOI >10 mm
Enfermedad local moderadamente avanzada.

Tumor >4 cm, DOI* >10 mm
Labio: el tumor invade el hueso cortical, el nervio alveolar inferior, el
suelo de la boca o la piel (mentén o nariz).

T4a Cavidad oral: el tumor invade a través del hueso cortical hasta el
musculo profundo / extrinseco de la lengua (geniogloso, hiogloso,
palatogloso y estilogloso), el seno maxilar o la piel de la cara.

Nota: La erosidn superficial del hueso alveolar por un tumor primario
de encia adherida no se considera T4.
Enfermedad local muy avanzada.

T4b Labio y cavidad oral: el tumor invade el espacio masticatorio,

pterigoides, base del craneo; o recubre la arteria carétida interna

Ganglios linfaticos regionales (N)

NX Los ganglios linfaticos regionales no pueden evaluarse

NO No hay evidencia de metdstasis en ganglios linfaticos regionales

N1 Metastasis en un unico ndédulo ipsilateral £ 3 cm y ENE-
N2a Metastasis en un solo ganglio ipsilateral 3-6 cm y E

N2 N2b Metastasis en multiples ganglios ipsilaterales <6 cm y ENE-
N2cMetdstasis en ganglios contralaterales o bilaterales <6 cm vy
ENE-
N3a Metastasis en un ganglio Unico >6cm y ENE —

N3 N3b Metastasis en un ganglio Unico ipsilateral, varios ipsilateral,
contralaterales o bilaterales de cualquier tamafio y ENE+
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Metastasis a distancia (M)

<M Datos insuficientes para evaluar las metdstasis a distancia
MO No evidencia de metastasis a distancia
M1 Evidencia de metastasis a distancia

Grados histoldgicos (G)

GX Datos insuficientes para evaluar
G1 Bien diferenciado
G2 Poco diferenciado
G3 Poco diferenciado

Estadios clinicos (TNM)

0 Tis NO MO

Tl NO MO
Il T2 NO MO
" T3 NO 6 N1 MO

T26T1 N1 MO
w e ]
e Any Ve
IVC Any T Any N M1
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1.3.7. Factores prondsticos y predictivos

La estratificacion del riesgo y la prediccidén de la supervivencia del CECO, dependen
fundamentalmente de pardmetros clinicos e histopatolégicos, como el tamafio del
tumor, el estadio ganglionar o las metdstasis a distancia (estadificacion clinica TNM)
ademads de la evaluacién histolégica de la invasidon perineural, linfovascular, el estado
del margen, el grado histolégico, el espesor tumoral o la invasion extracapsular del

ganglio.

Arora et al. evalud la importancia prondstica de multiples caracteristicas, incluyendo
estadio T, grado del tumor, gemacién del tumor, grosor del tumor, profundidad de
invasion, forma de los nidos tumorales, respuesta linfoide en el tumor, el patrén de
invasion, reaccion eosinofilica, reaccidon de células gigantes a cuerpo extraio, invasion
linfovascular e invasién perineural. ®® Informaron que, en andlisis univariante y
multivariante, siete de estas fueron variables independientes para predecir la
diseminacion linfatica. En orden descendente, estas fueron la profundidad de la
invasion. (P = 0,003), patrén de invasion (P = 0,007), invasion perineural (P = 0,014),
grado de diferenciacion (P = 0,028), invasion linfovascular (P = 0,038), respuesta linfoide

(P =0,037) y gemacion del tumor (P = 0,039).

Recientemente en la bibliografia encontramos nuevos pardmetros histolégicos
determinantes para el pronéstico de CECO. Estos incluyen el crecimiento tumoral o
tumor budding tumoral (TB), el patrén de invasidon o worst pattern of invasion (WPOI),
el ratio del estroma tumoral o tumor-stroma ratio (TSR) y la puntuacién global de

linfocitos infiltrantes de tumores o overall score of tumor-infiltrating lymphocytes (TIL).%”

La presencia de alto TB se ha asociado con peor supervivencia de muchos tumores
sélidos. El TB representa la capacidad de multiplicacién celular y la actividad invasion de
células tumorales en la zona frontal invasiva. 8 De manera similar, WPOI también se ha
asociado con caracteristicas clinico-patoldgicas y prondsticas. La evaluacién de TSR, que
representa la cantidad de tumores asociados al estroma, se ha informado como un
pardmetro de prondstico para muchos tumores soélidos, incluido el CECO.La TSR puede
considerarse como el primer biomarcador del microambiente tumoral, que se puede
evaluar utilizando el método de rutina. °°
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Basado en las directrices introducidas recientemente por el Grupo de Trabajo
Internacional de Biomarcadores de Inmuno-Oncologia, se ha informado que la
evaluacion general de los TIL es una opcidn prometedora y un biomarcador rentable en

CECO.%

1.3.8. Tratamiento

La atencidn integral de los pacientes con canceres de cabeza y cuello es compleja. Todos
los pacientes necesitan el tratamiento por parte de un equipo multidisciplinar. A dia de
hoy en la practica clinica, esta labor estd centralizada en los comités de tumores o

unidades de tratamiento multidisciplinar de tumores.

Este equipo estd integrado por una gama completa de servicios de apoyo y especialistas
con experiencia en la atencion integral del paciente con cancer de cabeza y cuello para

su 6ptimo tratamiento y seguimiento.

e (Cirujano de cabeza y cuello que puede ser un cirujano oral maxilofacial u
otorrinolaringdlogo principalmente.

e Oncologia radioterapica.

e Oncologia médica.

e Equipo de cirugia reconstructiva.

e Anatomia Patoldgica.

e Radiologia diagndstica e intervencionista.

e Maedicina Nuclear.

e Atencidn de enfermeria especializada.

e Odontologia.

e Maedicina Fisica y Rehabilitacion.

e Terapia del hablay la deglucidn.

e Trabajadores sociales.

® Nutricién Clinica.

e Servicios complementarios: Cuidados paliativos, Unidad del dolor...

En todos los casos debe haber una evaluacion multidisciplinar, para decidir la mejor

opcidn de tratamiento combinado en funcién de las recomendaciones de guias clinicas
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aceptadas internacionalmente, pero siempre teniendo en cuenta los factores

relacionados con el tumor y con el paciente.

Las opciones terapéuticas iniciales de tratamiento para el CECO son la cirugia, la

radioterapia, la quimioterapia y las terapias combinados.

De cara a revisar elmanejo terapeutico de la manera mas clara es dividir por estadios
TNM siguiendo las guias de practica clinica en oncologia del National Comprehensive

Cancer Center (NCCN), en su ultima versién hasta la fecha de febrero de 2014, 19°

En estadios iniciales I-1l (T1-T2NO), los dos tratamientos de eleccién serian la cirugia

(que segun estas guias seria el de eleccion) versus la radioterapia.

Si nos centramos en la cirugia, el tratamiento a realizar, seria la reseccién del tumor con
margenes. El objetivo principal es resecar el tumor con margenes libres adecuados. Se
recomienda la reseccion en bloque para evitar aperturas del tumor vy
diseminaciondirecta durante la cirugia. Los mdrgenes positivos se asocian a una

disminucion del 30% de la tasa de supervivencia. 101

De cara al tratamiento cervical se plantean dos opciones; el vaciamiento cervical o la
Biopsia Selectiva de Ganglio Centinela (BSGC). La decision individualizada seria del
comité en funcion de la localizacion tumoral, invasidon y caracteristicas clinico

radioldgicas e histopatoldgicas de cada tumor.

Sin se realiza la BSGC tenemos dos posibles escenarios; los ganglios centinelas son
negativos o positivos. Si son positivos evidentemente se requeriria una segunda cirugia
de Vaciamiento cervical, el tipo de este dependeria de la localizacién tumoral, nUmero

de centinelas positivos o localizacion de éstos.

En cualquiera de los escenarios anteriores, el siguiente paso seria el andlisis
histopatoldgico del tumor primario y de los ganglios linfaticos. En funcién de las

caracteristicas clinicas e histoldgica:

- Silos margenes estdn libres, no presenta ganglios linfaticos afectos y ni factores

prondsticos adversos se realizaria seguimiento.
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- Si presenta margenes afectos, se puede plantear una segunda cirugia de
ampliacion de margenes o terapia sistémica o radioterapia.

- Sipresenta 1 solo ganglio afectado sin salida extracapsular ni ningun otro factor
prondstico de riesgo, se podria plantear radioterapia.

- Si presentase salida extracapsular del ganglio con algun otro factor prondstico

positivo, se deberia plantear tratamiento sistémico +/- radioterapia.

En estadios avanzados llI-1V, también el tratamiento de eleccién en el CECO es la cirugia.
En este caso en funcion del estadio cervical ganglionar elegiremos un tipo de
vaciamiento u otro si se realiza de manera ipsilateral o bilateral. Si tras el estudio
histopatoldgico el paciente no presenta factores patoldgicos adversos, el tratamiento a
realizar seria radioterapia adyuvante. Si se presentan factores patolégicos adversos, si
uno de ellos son los margenes positivos, siempre se debe replantear la cirugia de
ampliacion a pesar de que se afade radioterapia. Si el paciente presenta cualquier otro
factor de mal adverso, se debe replantear la terapia adyuvante sistémica combinada con

la radioterapia.

Si el paciente presenta metdstasis a distancia (M1) tendriamos tres opciones; incluir al

paciente en un ensayo clinico, tratar la enfermedad locorregional y tratar la metastasis.

En cuanto a los criterios de irresecabilidad, no existe una definicion universalmente
aceptada en CECO, pero se consideran algunos criterios anatémicos inequivocos y
clasificados como tumores T4b (afectacion de base del craneo, vértebras cervicales,
musculos prevertebrales, plexo braquial, diseminacion mediastinica, afectacién de

nasofaringe, tumor fijo a la clavicula, revestimiento vascular).

Las unidades o comités multidisciplinarias de tumores pueden excluir también a
pacientes de tratamiento quirdrgico por: pocas posibilidades de lograr margenes
adecuados, inaceptables secuelas funcionales y/o estéticas, poca expectativa de

curacion o debido a comorbilidades de los pacientes.

La radioterapia desempefia un importante papel en el tratamiento del cancer de cavidad

oral. Consiste en el uso de las radiaciones ionizantes con el objetivo de eliminar las
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células tumorales. Esto conlleva el efecto secundario mas limitante, dependiente de

dosis, que es el dafo al tejido sano circundante al tumor.

A dia de hoy este riesgo ha disminuido gracias a la opcién de planificaciéon del
tratamiento mediante técnicas de imagen como el TAC, RMN o PET-TAC y la opcién de
Radioterapia de Intensidad Modulada (IMRT), en la que los haces de radiacién se
modulan para producir distribuciones de dosis conformados, permitiendo conseguir
mayor dosis en el tumor y menor en el tejido peritumoral sano, disminuyendo los

efectos secundarios comentados.

Se puede clasificar radioterapia segun la distancia de la fuente al tumor. Diferenciando
radioterapia externa, cuando la fuente de irradiacion estd a distancia del tumor o
braquiterapia, cuando la fuente de irradiacion se coloca en el interior o en las

proximidades del tumor.

Como regla general la radioterapia postoperatoria debe iniciarse en las seis semanas
siguientes a la cirugia, para maximizar los efectos del tratamiento combinado. %2

Las indicaciones de uso de la quimioterapia en CECO son tres fundamentalmente:

- En pacientes con tumores localmente avanzados se emplea como tratamiento
inicial denominado quimioterapia neoadyuvante, combinado o no con
radioterapia, con intencion curativa.'%

Dentro de este grupo podriamos incluir la terapia de inducciéon o tratamiento
citorreductor, que puede preceder a la QT-RT o la cirugia en casos muy
avanzados y no resecables o para los pacientes no candidatos a cirugia.

- Tratamiento adyuvante postoperatorio, que se afiade para aumentar la

supervivencia, que también puede ir acompanado o no de radioterapia.

- Tratamiento paliativo para enfermedad recurrente o metastasica.

Los principales agentes quimioterdpicos usados en el tratamiento de los tumores de
cavidad oral son: cisplatino, carboplatino, 5-fluorouracilo, paclitaxel, docetaxel y
cetuximab. En los ultimos afios y actualmente bajo indicacidn paliativa se esta usando la

inmunoterapia con muy buenos resultados y avances.
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Hay varios estudios que han evaluado la combinacién de agente anti-PD1 y anti-PDL1
con QTRT en la enfermedad localmente avanzada, pero ninguno de ellos ha conseguido

alcanzar el objetivo principal pre especificado.

En la enfermedad recurrente o metastdsica a dia de hoy, si hay evidencia de aumento
de supervivencia y actualmente se mide el estatus PDL1 del tumor. Dividimos los

pacientes en dos escenarios:

- Platino sensible: Seria primera linea en pacientes con buen estado general y
positividad a PDL1 (CPS>1) debido a que, Pembrolizumab(+/-Platino+5-
fluoracilo) demostré aumentar la supervivencia global frente a EXTREME(pauta
cladsica comun 5-fluoracilo+Platino+Cetuximab).

- Platino refractario: recaida en primeros 6 meses después de tratamiento con
platino en la enfermedad no avanzada, o tras la progresién a una linea con
platino a enfermedad avanzada. Tratamiento de eleccion Nivolumab (anti-PD1),

independiente de concentracién de PDL1.

1.4. Manejo cervical en el carcinoma epidermoide de cavidad oral.
1.4.1. Anatomia cervical y tipos de vaciamiento cervical

Desde 1987 la American Head And Neck Society (AHNS) describié los niveles oncolégicos
del cuello. Los enumeré con cifras romanas, del uno al seis (I-VI). Adicionalmente, se ha

incluido otro nivel, denominado VII, localizado en el mediastino superior. 104105106107

Existen también ganglios localizados por fuera de la diseccién de cuello, y que se
denominan segun el sitio de localizacién, como son los occipitales, los retrofaringeos,

los peri parotideos y los buccinadores. 18
Detallamos las localizaciones anatdmicas de los niveles a continuacién:
Nivel |

Clinicamente esta delimitado en la parte superior por la mandibula; en la inferior, por el

hueso hioides y el musculo digastrico.0’

Se subdivide en dos grupos:
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- la (grupo submentoniano): entre los vientres anteriores de los dos musculos
digastricos.
- Ib (grupo submandibular): entre el vientre anterior y posterior del musculo

digdstrico, donde se encuentra la glandula submaxilar.

Nivel Il

Comprende los ganglios linfaticos localizados a la altura de la parte superior de la vena
yugular interna. Su limite superior es la base del craneo; el inferior, la bifurcacién de la
carétida y una linea horizontal a la altura del hueso hioides; el anterior, el musculo

estilohioideo; y el posterior, el borde anterosuperior del musculo trapecio.'®

Esta subdividido, a su vez, en:

- lla: ganglios por delante del nervio espinal accesorio.

- llb: ganglios por detras del nervio espinal accesorio.

Nivel Il

Contiene los ganglios linfaticos de la cadena yugular media. Su limite superior es una
linea horizontal a la altura del hueso hioides; el limite inferior, una linea horizontal a la
altura del cartilago cricoides; el limite posterior, el borde posterior del Mdusculo
Esternocleidomastoideo (ECM); y el limite anterior, el borde lateral del musculo

esternohioideo. 10°

Nivel IV

Son todos ganglios linfaticos del tercio inferior de la vena yugular interna. Su limite

superior es la linea horizontal del nivel del cricoides; el inferior, la clavicula; el posterior,

el borde posterior del ECM; y el anterior, el borde lateral del musculo esternohioideo.®

Se subdivide, a su vez, en:

- IVa: ganglios localizados hacia la cabeza de la clavicula, la fascia de las venas

yugular y carétida.
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- IVb: Ganglios localizados hacia el cuerpo de la clavicula, por detras de la vena

yugular, a la altura del conducto toracico.

Nivel V

Basicamente, los ganglios que se encuentran en el triangulo posterior del cuello. Su
limite anterior es el borde posterior del ECM; su limite posterior, el borde anterior del

musculo trapecio; y su limite inferior, la clavicula. 1%°

Esta subdividido, a su vez, en:

- Va: es el dpex del tridngulo cervical posterior; ganglios por encima de una linea

horizontal a la altura del cartilago cricoides.

- Mas aun, se subdivide en:

- Vas (superior) y Vai (inferior). La division de dichos subniveles estad dada por una
linea horizontal a la altura del hueso hioides.

- Vb: ganglios localizados por debajo del plano horizontal, del borde inferior del
cartilago cricoides. Comprenden el tejido por debajo del vientre posterior del

musculo omohioideo, hasta la clavicula.

Nivel VI

Los ganglios linfaticos que se encuentran en la zona central del cuello, la cual es un
compartimiento visceral donde se hallan estructuras como la hipofaringe, la laringe, la
traquea, el esdfago, los nervios laringeos recurrentes y las glandulas tiroides vy
paratiroides. Su limite superior es el hueso hioides; el limite inferior, la arteria
innominada; los limites laterales, la arteria cardtida. Alli también se encuentran los
ganglios pretraqueales, paratraqueales, prelaringeos, peritiroideos y

perirrecurrenciales. 110
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Figura 27 Clasificacidn quirurgica del sistema ganglionar cervical'*

Existen diferentes tipos de disecciones cervicales. El sistema de clasificacion mas
empleado es el descrito por el Committee for Head and Neck Surgery and Oncology of
the American Academy of Otolaryngology -Head and Neck Surgery (AAO-HNS), también

recomendado por la American Society for Head and Neck Surgery. !

Diseccion cervical radical

Consiste en la extirpacion en bloque del tejido celuloganglionar desde los niveles | hasta
el V, junto con estructuras no ganglionares como la vena yugular interna, el nervio
espinal, el musculo Esternocleidomastoideo (ECM), el plexo sensitivo cervical y la

glandula submaxilar que queda incluida en el nivel ganglionar |.

Esta diseccion se extiende desde el borde inferior de la mandibula como limite superior,
hasta la clavicula inferiormente, y desde el borde lateral del musculo esternohioideo, el
hueso hioides y el vientre anterior del musculo digdstrico contralateral anteriormente,

hasta el borde anterior del musculo trapecio como limite posterior.

Estaria indicada siempre que existan metastasis cervicales fijas, invasidon extracapsular

del ganglio linfatico o metdstasis con un diametro mayor de 3 cm.
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Diseccion cervical radical ampliada

A lo anterior se sumaria la extirpacion de estructuras vasculares, neurales o musculares

gue no se incluyen en las disecciones regladas.

Ademads, podria llegar a incluir la extirpacion de estructuras linfaticas retrofaringeas y

parafaringeas, adenopatias del mediastino superior o del vértice axilar o estructuras no

linfaticas como pares craneales, arteria carétida, musculatura del tridngulo posterior del

cuello o la piel cervical.

Diseccion cervical radical modificada

Diseccidén cervical radical modificada de tipo I: Conserva selectivamente el nervio
espinal.

Diseccion cervical radical modificada de tipo Il: Conserva el nervio espinal y el
musculo esternocleidomastoideo, pero sacrifica la vena yugular interna.
Diseccidn cervical radical modificada de tipo Il o diseccidén cervical funcional:
Conserva el nervio espinal, la vena vyugular interna y el musculo

esternocleidomastoideo.

Diseccion cervical selectiva

Estaria indicado para los tumores de cualquier T, en los cuales el cuello es clinicamente

NO pero con riesgo de micrometdstasis. Se incluyen:

Diseccién cervical supraomohioidea: se incluyen los niveles I, Il y lll (para
tumores primarios de la cavidad oral).

Diseccion cervical yugular (diseccion cervical anterolateral): se incluyen los I, 11I
y IV. Indicada en tumores primarios de la hipofaringe y la laringe.

Diseccion cervical del compartimento anterior. Extirpacién de los ganglios
linfaticos del nivel VI en el compartimento central del cuello. Esta indicada en el
cancer de tiroides.

Diseccidn cervical posterolateral. Incluye los ganglios del tridngulo suboccipital,

del tridngulo posterior del cuello, del nivel V y la cadena yugular profunda de
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ganglios de los niveles Il, lll y IV. Indicada en melanomas y carcinomas

epidermoides del cuero cabelludo posterior.
1.4.2. Estadiaje cervical

La metdstasis ganglionar comprende el factor prondstico mas significativo con tasas de

supervivencia que disminuyen hasta el 50% en la afectacion N1, 112113

Todos los pacientes con diagndstico de cancer de cavidad oral requieren un estudio
inicial de esta afectacidn cervical, clave para el manejo terapéutico y prondstico

posterior.
1.4.2.1. Patrones de diseminacidn linfatica y a distancia

El carcinoma oral de células escamosas, comprende una enfermedad maligna de origen
epitelial de acuerdo con los principios de carcinogénesis. ® Su curso natural y patrones
de propagacion se han estudiado extensamente. El CECO en pacientes no tratados
previamente con metdstasis en el cuello habitualmente siguen unos patrones

predecibles.

El drenaje linfatico regional de la cavidad oral se establece habitualmente hacia grupos
de ganglios linfaticos regionales especificos, de modo que, segun la localizacidn primaria

del tumor, podemos predecir donde se va a producir la metéstasis linfatica. 114 11°

El patrén predominante de diseminacidn linfatica predecible se asemeja a la forma de
un "cono invertido", es decir el foco inicial del tumor metastasico se desarrolla dentro
de un ganglio linfatico "local", un ganglio en el primer escalon de drenaje.
Posteriormente se distribuye de manera “ordenada” a niveles anatémicos produciendo

una imagen de cono invertido visto en el 65% de los pacientes. 116

Factores como la posicion de los depdsitos intranodales, el grado de reemplazo nodal y
la extensién de extracapsular, sugiere que la progresion metastasica linfatica implica
tanto la propagacion directa entre ganglios vecinos y como diseminacion “embdlica” a

otros ganglios. 1%’

Podemos dividir este patrén de diseminacion linfatica en funcién de localizacién:

94



- Tumores lateralizados, tales como metastasis de CECO bucal, gingival,
retromolar y maxilar, es mas frecuente que diseminen primero a los niveles
ipsilaterales 1 y lla. 114115

- Cuanto mads anterior se encuentra el tumor, mayor es la probabilidad de
afectacién de nivel IA y cuanto mas posterior, mayor es la posibilidad de
participacién de nivel lla.

- En CECO de localizacién de mucosa yugal, los ganglios faciales tienen riesgo
alto.!18

- Lalengua se disemina predominantemente a los niveles | y Il con una pequefia
fraccion (6-12%) de tumores que se metastatizan contralateralmente o
bilateralmente, dependiendo de la proximidad del tumor a la linea media y su
histopatologia agresiva. Cuanto mas posterior sea el tumor de la lengua, mayor
sera la probabilidad de nivel IIB y metastasis ganglionar contralateral, debido a
una mayor interconexién posteriormente hacia la base de la lengua. 113114

- Tumores que surgen cerca de la linea media, como el suelo de la boca o el

paladar se extendid a los niveles | y IIA con aproximadamente un 25%

probabilidad de afectacidn ganglionar bilateral o contralateral 113114115

En la mayoria de los pacientes con CECO, el nivel IV sdlo estd involucrado cuando otros
niveles del cuello son positivos para la metastasis. Byers y col. reportd que clinicamente
NO CECO metastatizado a nivel IV en el 15,8% de los casos, donde el 5,5% representaron
verdaderas "metdéstasis saltadas". 1*°Shah y col. informé un 3% de participacién de nivel
IV en cNO OSCC !> Las metdstasis de salto verdadero al nivel IV representan el 2% o

menos de los casos, predominantemente de lengua.

El cuanto al nivel V en céncer oral cNO rara vez estd involucrado (menos del 1%).1%°
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a. Buccal b. Gingival c. Retromolar d. Maxillary

Figura 28 Niveles de diseminacion predominantes en los ganglios linfaticos de metastasis de tumores de
CECO. La probabilidad estimada se demuestra en los circulos; a. Bucal b. Gingival (reborde alveolar) c.

Retromolar d. Maxilar. 120

Aunque lo habitual es que esta diseminacidn ocurra de forma ordenada y secuencial a
lo largo de los distintos niveles cervicales, como hemos desarrollado anteriormente sin
embargo, la experiencia nos indica que las metdstasis de estos tumores, no siempre
siguen los caminos establecidos y en relacion a esto se define el término de “el salto del
escalén” o mas conocidas en la literatura como “skip” o “saltadas” metdstasis, cuando
los ganglios afectados por la enfermedad metastdsica no son los esperados segun el

orden de progresion de la enfermedad.®®

También dentro del estudio de diseminacidn linfatica cervical debemos conocer la
posibilidad de metastasis ocultas o metastasis a distancia. En el cadncer oral temprano,

la tasa de metastasis oculta o subclinicas es estimada entre 20 y 40%. 12!

Las metastasis a distancia son menos frecuentes que las metastasis cervicales, con una
incidencia en torno al 10%. El sitio mas frecuentemente afectado es el pulmdén en un
78% de los casos. La aparicion de metdstasis a distancia estd directamente relacionada

con el tamafio tumoral y la afectacidon ganglionar cervical. 122

1.4.3. Definicion de ganglio centinela

“El ganglio linfatico inicial donde drena primero el tumor primario”. 123

La Biopsia Selectiva del Ganglio Centinela (BSGC), supone una técnica minimamente
invasiva, que permite al cirujano identificar y analizar la primera estacidon de drenaje

linfatico de un tumor maligno primario.
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Esta técnica supone una prueba diagnéstica no terapéutica y presenta como objetivos

generales:

- Localizar la ruta de diseminacién linfatica de un tumor y el ganglio que recibe las
primeras células desde el tumor.

- Ultra Estadificacion del ganglio centinela, con mayor precisién que en la
diseccion completa.

- Seleccionar pacientes candidatos a linfadenectomia.

- Mejorar control locorregional del tumor y por ello de la supervivencia.
1.4.4. Historia del ganglio centinela

Esta técnica se basa en el concepto de ganglio centinela, descrito por primera vez por
Cabanas, como el primer escaldn de drenaje de una cadena linfatica para un territorio
tisular determinado y en este caso de un tumor primario. 12* Cabanas desarrollé esta
hipdtesis tras el exhaustivo examen anatdmico de 100 pacientes utilizando
linfoangiogramas y sugirié que, si el ganglio centinela estaba afectado por el tumor, el

paciente precisaba linfadenectomia.

Realmente el primero que elabord una teoria sobre los ganglios linfaticos fue el patélogo
aleman Rudolf L. K. Virchow, quien dedujo que los ganglios linfaticos filtran particulas

de la linfa y sobre esta evidencia se comenzé a estudiar el papel del ganglio.

123 en un estudio multicéntrico, lo aplica en

Posteriormente ya en 1992 Morton et al.
pacientes con melanoma cutaneo y define el ganglio centinela, como el localizado en
primer lugar, en la ruta de diseminacidn linfatica de un tumor y el primero en recibir las
células tumorales provenientes de él y su estado histolégico definira el estado del resto

del estado ganglionar.
La pregunta a esto es écdmo identificamos cuales son esos ganglios centinelas?

La teoria es que para identificar los ganglios centinelas al inyectar una sustancia en las
proximidades de un tumor, esta sustancia migrard a través de los conductos linfaticos

hasta alcanzar estos ganglios que presentan el primer drenaje.
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El método inicial de deteccién fue el utilizado por Morton que combiné el método del

colorante azul de metileno. 123

Posteriormente Alex and Krag ampliaron el éxito de Morton, iniciando el uso de
linfogammagrafia a través de la inyeccidn del radionucleido como marcador radioactivo
en la inyeccién peritumoral, para poder detectarlo posteriormente en los
ganglios.>Una de las ventajas de la técnica que utiliza la inyeccién de radiotrazadores,
es la posibilidad de realizar una linfografia previa a la cirugia y localizar los ganglios

centinelas, antes de la intervencién quirdrgica. 1%°

Alex et al. concluyd en este articulo, que la cirugia radioguiada del ganglio centinela
ofrecia tres ventajas: localiza adecuadamente el GC, permite verificar la extirpacion del
ganglio a través del uso de gammacamaras portatiles intraoperatorias y es una técnica

simple de realizar.'?’

Tras el inicio de la aplicacion de la BSGC en melanoma maligno y su validacién en 1999

en otras localizaciones se ha estudiado su uso. 128

- En mama, actualmente la biopsia del ganglio centinela en el cancer de mama
estd validada desde 2003 como una alternativa a la diseccién ganglionar axilar,
con tasas de falsos negativos del 8,8% con un valor predictivo negativo del 95,4%,
una sensibilidad del 91,2 % y un valor predictivo positivo y una especificidad del
100%.129

- Tumores gastrointestinales: su aplicacidén principal es en el cancer colorrectal,
donde no persigue como en otros tumores evitar la linfadenectomia, dado que
el procedimiento quirdrgico incluye una reseccion en bloque. El objetivo del GC
es localizar el ganglio o grupo de ganglios que reciben el drenaje linfatico
directamente desde el tumor, de forma que se puedan aplicar sobre ellos las
técnicas histopatoldgicas que permitan la deteccidn de micrometdstasis.130 131

- Tumores uroldgicos: hay aplicaciones en estudio en cancer de pene, prostata o
vejiga.

- Tumores ginecoldgicos: hay estudios en varias localizaciones, pero es el cancer

de vulva donde mas experiencia se tiene.
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1.4.5. Biopsia selectiva de Ganglio Centinela (BSGC)

A pesar de un diagndstico clinico-radiologico de NO, la prevalencia de afectacién linfatica

oculta se estima entre el 20-30% en el CECO. 132

Hay que tener en cuenta que la sensibilidad media de las pruebas diagndsticas como
TAC, RMN, ECO, PET-TAC, sin contar con las micrometastasis, para la deteccidon de

afectacidn cervical es de un 70% segun Andersen et al. 133

La consecuencia de la no deteccidn de metdstasis cervicales ocultas, aumenta el riesgo

de recurrencia y disminuye la supervivencia a 5 afios desde el 82% al 53%.134

Por todo esto, la decisién de qué tratamiento cervical realizar, se ha convertido en un

tema controvertido con muchisima bibliografia al respecto.

Durante afios se han seguido dos tendencias: vaciamiento cervical selectivo (el 95% de
las metastasis cervicales se encuentran en niveles I, Il y 1ll) u observacion exhaustiva

“watchful waiting”.

Encontramos publicaciones desde 1980 donde empiezan a comparar la supervivencia 'y

morbilidad entre tipos de vaciamiento. 13°

En 1994 Weiss et al. desarrollaron un modelo matematico para predecir el tipo de
tratamiento del cuello, en funcién del riesgo de metastasis cervical, concluyendo que se
debe realizar un vaciamiento electivo del cuello, para pacientes donde el riesgo de

metdstasis sea mayor del 20%. 36

Las revisiones de resultados tras la observacion del cuello, en vez del tratamiento
quirurgico, aumentaban el niumero de cirugias de rescate de un 30 a un 50%, elevando
por ello la morbilidad y disminuyendo la calidad de vida, aumentaba el estadio del tumor
aumentando en 49% la presencia de salida extracapsular del ganglio con lo que supone

a nivel de peor prondstico y por supuesto disminucién de supervivencia. 133

Un estudio aleatorizado realizado por Kligerman et al. demostré que el vaciamiento
cervical selectivo en estadios precoces con cuello NO disminuye la tasa de recurrencia

del 33% al 12% respecto a la conducta expectante. 3’Por esto la diseccién cervical se ha
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postulado durante afios como el “gold standard” en pacientes con tumores T1y T2 y

lesiones con una profundidad de invasién por encima de los 4 mm.

Yuen et al. desde 1997 y posteriormente en 2009 con un estudio prospectivo donde
aleatorizaron pacientes para diseccion cervical versus observacion cervical. 138 139
Presentaron 36 pacientes en el primer grupo y 35 en el grupo de observacién. Hubo 11
pacientes en el grupo observacién y 2 pacientes en el grupo de cirugia, que desarrollaron
recurrencia ganglionar. Los 13 pacientes fueron rescatados y ningln paciente murié por
recurrencia ganglionar. Por ello, la tasa de supervivencia especifica de la enfermedad a

5 afios fue del 87% para el grupo de observacién, del 89% para el grupo cirugia y la

diferencia del 2% no fue significativa.

En 2005 se publicé uno de los articulos mds mencionados en la literatura en este sentido.
Un estudio prospectivo randomizado de 500 pacientes que estudiaba los efectos en la
supervivencia de realizar el tratamiento del cuello respecto a la observacién cervical. La
supervivencia global a tres afos en el grupo de la cirugia fue de un 80%y la supervivencia
libre de enfermedad de 69.5% respecto al grupo observacién fue de 67,5% y 45%

respectivamente. 140

Posterior a ello poco se ha publicado ya al respecto, quedando demostrado que la
observacion cervical no debe plantearse como una opcién de tratamiento en estadios

iniciales cNO de CECO.

En consecuencia, si a todos los pacientes diagnosticados como estadios iniciales cNO se
realiza un vaciamiento cervical, asumimos que un 70-80% de estos pacientes estaban
sobre tratados. *! Lo que significa que a estos pacientes se les realiza una técnica
invasiva con una morbilidad potencial (disfuncidn del hombro, dolor crénico, paresia del
labio inferior, cambios estéticos) a pesar de que no presentaban afectacién metastdsica

cervical en el estudio histopatoldgico de los ganglios linfaticos.

Este hecho ha provocado que la sociedad cientifica se plantee la necesidad de buscar
nuevas técnicas menos invasivas, para un diagndstico mas certero e individualizado de

cada paciente.

100



Como sabemos la biopsia selectiva del ganglio centinela (BSGC), supone una técnica
minimamente invasiva que permite al cirujano identificar y analizar
intraoperatoriamente la primera estacidon de drenaje linfatico de un tumor maligno
primario. Dado los buenos resultados en su aplicacidn para otras localizaciones en 1999
se publico el primer estudio aplicado a CECO. La BSGC mas vaciamiento cervical vs BSGC

no mostraron diferencias en la supervivencia a cinco afios. 142

En un primer momento se dudod sobre la fiabilidad de los patrones de drenaje linfatico
del carcinoma epidermoide de cabeza y cuello. Ross et al. durante la Conferencia
Internacional sobre la biopsia del ganglio centinela en mucosas de cabeza y cuello
celebrada 2001, presentaron un estudio multicéntrico de cuellos tratados con BSGC
seguida de vaciamiento cervical selectivo. 1*3La tasa de identificacion del GC fue del 95%
con una sensibilidad del 90% y un 4% de falsos negativos (FN). Debemos afiadir que las
sensibilidades de los centros que realizaron 10 casos respecto a aquellos que hicieron
mas de 10 variaron desde el 57% al 94%. Esto confirma la importancia de la curva de

aprendizaje asociada a la BSGC.

A partir de entonces se despertd el interés por la validacion de este procedimiento vy el
numero de estudios ha ido en aumento. La limitacién en muchos de ellos ha sido el

tamafio muestral pequefo y la baja potencia estadistica.

En 2005 Paleri et al. realizé un meta- analisis encontrando una tasa de identificacion del
GC de 97.7% con una sensibilidad del 92.6% y una tasa de FN de 3%. 14 No establecié
diferencias estadisticamente significativas entre la BSGC y el vaciamiento cervical
selectivo en términos de recurrencia, supervivencia libre de enfermedad o mortalidad,

pero no se recogieron los datos de morbilidad.

En 2004, Ross et al. presenté finalmente un estudio multicéntrico prospectivo de 2 afios,
aleatorizado en 134 pacientes con carcinoma epidermoide T1-T2 de cavidad oral y

orofaringe.'#

En otro estudio 79 pacientes elegidos al azar se realizaron BSGC Unicamente y en 55 el
tratamiento combinado de BSGC y vaciamiento cervical electivo. La tasa de deteccién

fue del 93% con una sensibilidad del 92% y un VPN a los 5 afios de 95%. 146
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El grupo de Civantos ha aportado muchos estudios al respecto. *471%En uno de ellos con
137 pacientes establecié una tasa de identificacion del GC de 99,3% con un VPN del
94%.148 En este articulo ya menciona la importancia de disminuir el grosor de cortes a 2-
3mm vy la realizacién de IHQ intraoperatoria para conseguir tasa de FN menores, como

se establecerd en posteriores publicaciones. >0 11

A pesar de las multiples publicaciones en el extranjero para la validacion de la técnica 'y
el desarrollo de estudios prospectivos, en Espafia nos encontramos a la cola de este
desarrollo. En 2006 se publicé un estudio prospectivo en 14 pacientes con carcinoma
epidermoide de cavidad oral T1-T2NO en los que se realizé la BSGC junto al vaciamiento
cervical electivo. >2Se realizé un metaandlisis de 10 series que se sumaron a sus 14
pacientes, para establecer la sensibilidad global de 93% con una especificidad del 100%
y una tasa de FN del 5%. Este estudio se centra en la validacién de la técnica en una
muestra pequeia de pacientes sin presentar seguimiento a medio o largo plazo de la
cohorte limitando el conocimiento de recurrencias o la supervivencia libre de

enfermedad.

Finalmente, en esta carrera hacia la validacidon de la BSGC como técnica para la deteccion
de metastasis cervicales, en el 2010 el American College of Surgeons Oncology Group
(ACOSOG) realizé un ensayo prospectivo multicéntrico en 168 pacientes, demostrando
que el estado patolégico de la GC correlaciona altamente con los resultados de la

linfogammagrafia con un valor predictivo negativo (VPN) del 96 %.%°1

A nivel europeo se conformdé un grupo denominado SENT (Sentinel European Node Trial)
que ha presentado varias publicaciones multicéntricas. °3 Estudio prospectivo
observacional con 14 centros europeos y 3 afios de seguimiento. 415 pacientes T1-T2
NO de cavidad oral y orofaringe. Se realizaba vaciamiento cervical si GC positivo. Se
detectaron 94(23%) metastasis ocultas, 17% ECS, 16% ITC, 48% micro 36%
macrometastasis. Con una tasa de deteccidn 99.5% con una sensibilidad de 86% Valor
predictivo negativo (VPN) de 95% una tasa de FN de 14%. La supervivencia libre de
enfermedad a los 3 afos fue de 2%. La tasa de FN fue demasiado alta y de hecho los
autores indican que deberia ser en torno a 7% ya que es el aceptado en el cancer de

mama. 1°%
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La BSGC posterior a esta década de estudio de validacidn para su aplicacién en CECO fue
incluido en las principales guias clinicas de tratamiento, National Comprehensive Cancer
Network® Clinical Practice Guidelines in Oncology (NCCN Guidelines®) o Guidelines from

the National Institute for Health and Care Excellence (NICE). 1>

En los ultimos afios se ha seguido publicando una gran cantidad de articulos de cara
fundamentalmente a mejorar la precisiéon diagndstica a través del procesamiento

histoldgicoy de las pruebas de imagen de cara a la deteccion de los ganglios centinelas.

156 157 158 159

1.4.6. Estudio histolégico de los ganglios cervicales

En la técnica del ganglio centinela se pretende realizar un analisis exhaustivo de sdélo
unos pocos ganglios linfaticos, para mejorar la sensibilidad y especificidad del
diagndstico de ganglio linfatico y su invasion, para asi seleccionar a aquellos pacientes

realmente pN+ en quienes realizar una diseccién del cuello.

Este diagndstico sobre el GC debe por tanto aspirar a tener un valor predictivo negativo

cercano al 100%.

El andlisis histopatolégico de los ganglios centinelas debe ser capaz de diagnosticar tres

niveles de invasion ganglionar: 60

- ITC o células tumorales aisladas, depdsitos tumorales no mayores de 0,2 mm de
didmetro.

- Micrometastasis, definidas como un depdsito tumoral que estd entre 0,2y 2 mm,
y se reconocen como una entidad independiente.

- Macrometastasis, cuando los depdsitos tumorales son mayores de 2 mm.

El analisis de rutina de muestras de una diseccién cervical generalmente se realiza en
varias secciones de 3 a 4 mm de cada ganglio linfatico tefiidas con H&E, y como las
micrometastasis representan depodsitos tumorales que miden menos de 2 mm de

diametro, pueden pasar desapercibidos facilmente en este analisis rutinario.
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Se ha informado que el 21,9% de los pacientes con cancer de la cavidad bucal tiene

micrometdstasis con un didmetro promedio de 1,36 mm. 6!

El método de referencia para el andlisis histopatoldgico es el examen mediante multi
seccionamiento en serie con IHQ, mediante la tincidn con anticuerpos anticitoqueratina

AE1-AE3 en casos de carcinoma de células escamosas. 14° 162

Esta publicado que 14% de muestras de disecciones de cuello pNO tuvieron que ser
estadificados retrospectivamente tras realizar su andlisis mediante seccionamiento en

serie. 163

Actualmente no hay uniformidad de protocolos de metodologia del andlisis
histopatoldgico del ganglio centinela, pero si parece haber consenso con que debe

incluir:

1. Seccionamiento multiple.

2. Tincién IHQ utilizando anticuerpos anticitoqueratinas AE1/AE3.

Un estudio del 1997 demostré que la seccién multiple de los ganglios y la técnica de IHQ
con citoqueratinas, incrementa la conversion de ganglios negativos con H&E en un 12-

31% para el carcinoma de mamay en un 12% para el melanoma.®*

También concluyé que si el ganglio centinela estd libre de tumor con la tincién
hematoxilina-eosina y con las técnicas de IHQ, la probabilidad de que un ganglio no

centinela negativo para la H&E esté afecto es menor de 0,1%.

El protocolo detallado actualmente mas respaldado es el publicado por Stoeckli et al. 16°

1. Los ganglios centinelas son seccionados longitudinalmente a través de su hilio o
su eje mayor y colocados en cassettes individuales.

2. Posteriormente se obtienen bloques de 2-5 mm de espesor de cada mitad del
nddulo bisecionado. De cada bloque se obtiene una seccién de 4 micras que se
tifie con H&E. Si existe presencia de tumor el GC se considera positivo.

3. Sien el primer examen, el ganglio centinela se considera libre de tumor, de cada

bloque se obtienen laminas de 150-250 micras para ser examinadas mediante
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técnicas de IHQ de tincién de anticuerpos anticitoqueratina. Los bloques se
tefiirdn de queratina mediante la técnica de inmunoperoxidasa estandar
comUnmente usada de anticuerpos para citoqueratinas (AE1/AE3).

1. Si existen depdsitos tumorales epiteliales el resultado se considera positivo. Se
considera positivo si aparecen clusters cohesivas con caracteristicas de
malignidad, células inmunoreactivas en el interior del ganglio linfatico o si
existen células histoldgicamente atipicas con fuerte reactividad citoqueratina en
el seno subcapsular.

4. Si no se detecta tumor en el segundo examen con técnicas de IHQ, el GC

centinela analizado se considera negativo.

El problema de estas técnicas es que requieren demasiado tiempo para poder aplicarse
en el diagnodstico intraoperatorio de rutina, donde el andlisis de secciones congeladas se
utiliza mas ampliamente. Actualmente la IHQ se presenta como el gold estandar pero

precisa de 1-2 dias para su procesamiento.

En andlisis de una sola seccion congelada intraoperatoriamente con H&E en manos

experimentadas tiene una sensibilidad que oscila entre el 50% y el 85%. 162

La seccion congelada de secciones finas puede alcanzar una sensibilidad del 93%, pero
requiere mucho tiempo y la inevitable pérdida de material puede provocar que se pasen

por alto algunas micrometdastasis. 16®

Para incrementar la aplicacion de la BSGC se requiere de la aplicacion de un método

rapido y fiable de diagndstico intraoperatorio.

Esto evitaria una segunda cirugia, con sus costes asociados, retraso de tratamiento y

posibilidad de complicaciones.

En consecuencia, en la tltima década los grupos de estudio se han centrado en el estudio

de marcadores moleculares para la deteccidon de micrometastasis.

Uno de estos articulos estudié a 30 pacientes con carcinoma epidermoide de cavidad
oral que se sometieron a BSGC, en todos los ganglios se realizé IHQ usando anticuerpos

monoclonales para metaloproteinas de membrana tipo 1(MT1-MMP), CD44, FAK-1vy E-
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cadherina.'®’Los resultados evidenciaban que el MT1-MMP podria ser un candidato
prometedor al correlacionar la positividad del GC ademas de la afectacion perineural del
tumor (Riesgo Relativo 7,33; IC: 1,07 a 50,27). En 2011 intentando avanzar en la
identificacion de marcadores tumorales expresados selectivamente en los ganglios
cervicales.'®8En este caso estudiaron cuatro marcadores: proteinas relacionadas con la
hormona paratiroidea (PTHrP), pénfigo vulgaris antigeno (PVA), SCCA % y el transductor
de seial de calcio asociado a un tumor 1 (TACSTD1). La técnica utilizada para su estudio
fue la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa (Reverse

Transcription Polymerase Chain Reaction gRT-PCR).

En 2012 el mismo grupo desarrollé un ensayo rapido con RT-PCR en tiempo real (QRT-
PCR) para PVA y TACSTD1Cepheid GeneXpert).'®® Con ello demostraron una
concordancia del 93-98% y una precision del 94,2% aplicando esta nueva técnica que
permite aislar el ARN de manera automatizada y en menos de 35 minutos eliminado

ademas la incertidumbre y las tasas de discordancia con el andlisis de cortes congelados.

El problema de la gRT-PCR es su aplicacidn clinica. A pesar de que en las publicaciones
de Robert L Ferris se habla de su validacién clinica, actualmente en Espaia e incluso en
EEUU su realizacion no se encuentra de alcance rutinario siendo una técnica de
investigacion basica en la gran mayoria de los casos. Su alternativa la RT-PCR tiene una
duraciéon de 3 horas, por lo que no nos ayuda en el diagndstico inmediato

intraoperatorio.

Por ello otros estudios paralelos han seguido intentando desarrollar otros métodos mas

eficientes para la deteccién intraoperatoria.

En 2011-2012 un nuevo método molecular semi-automatizado se ha aplicado para la
deteccidn de las metastasis ganglionares de cancer de mama basado en la amplificacién
de acidos nucleicos en un solo paso de 30 minutos (One Step-Nucleic Acid Amplification
OSNA). Esta técnica consiste en una homogeneizacidén por amplificacion de copias de

citoqueratina 19 (CK19) ARNm.

En 2011 ya se realiz6 la aplicacidon de esta técnica al carcinoma epidermoide de cavidad

oral. Y°En este estudio un total de 312 ganglios linfaticos (65 pacientes) se evalud la
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precision del ensayo OSNA en comparacion con diagndstico histopatoldgico validado
(H&E e IHQ). La concordancia fue de 94,2%. El punto de corte éptimo para el nimero de
copias de ARNm de CK19 en la evaluacién de los ganglios linfaticos metastasis del CECO

fue de 300 copias al tener la precisidon diagndstica mds alta (95,2%).

En 2012, también en Japdn, se publicé un estudio similar sobre 56 pacientes y un total
de 175 ganglios cervicales demostrando una sensibilidad: 82,4, 95% IC 65,5-93,2;
especificidad: 99,3, IC 95% 96,1 a 100,0. *"*

Nuevamente en 2015 Ferris publicé un articulo en el que intenta realizar una
estadificacidon molecular de los ganglios cervicales en el carcinoma epidermoide de
cabezay cuello. ?Los resultados son similares a estudios previos ya mencionados, pero
destacamos que entre esos 40 marcadores se encuentra la CK19. Este marcador se
encontraba al mismo nivel de PVA, CEA, PTHrP, SCCA 1/2, y TACSTD1, por tener el alto
potencial de detectar pequefios focos de tumor. Pero la CK19 se vio que no se expresa
en valores altos en todos los tumores, por lo quedd excluido del grupo de los mejores

marcadores de mRNA para la deteccion de metastasis cervicales en el CECO.
1.4.7. Las citoqueratinas

Las citoqueratinas son una familia de proteinas solubles en agua, con peso molecular

que oscila entre 40y 70 kD, que forman el citoesqueleto de las células epiteliales.

Suponen una familia de unos 25 miembros, cada uno de los cuales parece estar
codificado por un gen separado. La subfamilia A comprende las citoqueratinas
relativamente acidas (pH debajo de 5,5), mientras que la subfamilia B contiene un pH

relativamente basico de 6 o mas.

Las citoqueratinas AE1/AE3 o también llamadas pancitoqueratinas identifican la
mayoria de las citoqueratinas humanas y puede ser usado como herramienta para la
identificacion inmunohistoquimica positiva de células de origen epitelial simple vy

estratificado. 173174175

Las citoqueratinas AE1/AE3 es una mezcla de dos anticuerpos monoclonales que se

obtienen inmunizando ratones con queratinas humanas. 172
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El anticuerpo AE1 inmunorreacciona con un determinante antigénico presente en la
mayoria de las citoqueratinas de la subfamilia A, incluidas las citoqueratinas 13, 14,15,

16y 19 pero no los nimeros 412, 17 y 18. 174

El anticuerpo AE3 reacciona con un determinante antigénico compartido con las

citoqueratinas de la subfamilia B, que incluyen los nimeros 1y 2, 3,4,5,6, 7y 8.

La citoqueratina 19 (CK19) es una CK tipo | de bajo peso molecular de 40kd. Fue descrita
por primera vez como un componente de la proteina del citoesqueleto en 1981 por Wu

et al. y Rheinwald JG et al.173176

El gen de CK19 tiene 6 intrones y 6 exones que cubren aproximadamente 4,7 kpb en

17921 con una longitud de transcripcién de 1463 pb. 177

La (CK19) es una proteina del citoesqueleto. Se expresa exclusivamente en las células
epiteliales por ello es un marcador tipico de éstas. Por ello se expresa en neoplasias
derivadas de células epiteliales, incluido el carcinoma epidermoide o de células
escamosas. Se expresaria también en los ganglios metastasicos no en ganglios linfaticos

normales. 178179

Aproximadamente se expresan de dos a diez queratinas diferentes por cada tejido

epltellal 180181182183 184

En el tejido de la mucosa oral normal, la presencia de la proteina CK19 se puede
objetivar mediante IHQ Unicamente en la capa basal de la mucosa. En el tejido del
carcinoma de células escamosas de cavidad oral, se objetiva la presencia de ck19 en

toda la capa mucosa. *’®

Esa expresion de CK19 en la capa suprabasal de la mucosa oral, se considera que se
correlaciona con cambios premalignos en epitelio bucal. En el tejido de la mucosa oral
hiperplasica, también es positivo sélo en la capa basal pero en el tejido de la mucosa
oral hiperplasica con atipias, ya es positiva no sélo en la capa basal de la mucosa sino

también en la capa suprabasal de ésta. 1%
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Hay un gran debate sobre la expresion de CK19 en tejidos de CECO, que oscila entre el

29% vy el 100%. 161

La expresion de CK19 se evidencia de manera normal en las células epiteliales de la
mayoria de los érganos glandulares pero su expresidn se restringe a la capa basal del

epitelio escamoso no queratinizante y no estaba disponible en la piel. 18

Hasta aqui la CK19 parecia un marcador util para la deteccién de ganglios linfaticos
metastasicos en varios tipos de cancer, incluidos los de cabeza y carcinoma de células

escamosas de cuello.188

Pero, sin embargo, segun otros estudios la CK19 no es la citoqueratina mas expresada.

en CECO. 182

Para el estudio de la expresion de CK19 se han utilizado dos técnicas fundamentales:

- La IHQ mediante el estudio de anticuerpos para reconocer las subunidades de
queratina. &
- La amplificacion de acidos nucleicos en un solo paso: es una técnica molecular

gue permite detectar el ARN mensajero de la citoqueratina 19 (CK19).

Se basa en la amplificacidn y cuantificacion en tiempo real del ARN mensajero de la CK19

en muestras homogeneizadas de los ganglios linfaticos. 1

Hasta la fecha, CK19 es el Unico biomarcador disponible para la realizacion del OSNA. 191

192193194

El ARNm de CK19 ha sido descrito como el que tiene la sensibilidad mas alta con casi un

90% y fue elegido como el mejor marcador para el ensayo OSNA. 1

Es la técnica actual estandarizada para el estudio del ganglio centinela en el carcinoma
de mama. Permite el estudio del GC en 30 minutos, lo que permite su realizacién en el
periodo intraoperatorio evitando un segundo procedimiento. °°Respecto a su
aplicacién en carcinoma de mama, hay una amplia validacién de estudios publicados
gue muestran que OSNA es un test cuantitativo fiable, con un 96% de concordancia con

la histologia, para la deteccién de GC positivos. 196 197198199
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Se ha recomendado el estudio de la expresion de CK19 sobre la biopsia en la seleccion
de pacientes elegibles para el analisis OSNA, porque los ganglios centinelas con
compromiso metastasico por canceres de mama CK19-negativos puede resultar en una
falsa resultado negativo por OSNA. 2% Esto es debido a que en algunos estudios como

Pariikh et al. han reportado falta de expresion de CK19 en el 20,5%.2%

Tras su extensién en la practica clinica del carcinoma de mama se comenzd el estudio
de posibles aplicaciones del método OSNA y de su beneficio para otros cadnceres donde

se realizaba ganglio centinela.

En el caso del CECO Goda et al en 2012, analizaron 213 ganglios linfaticos de pacientes
con carcinoma epidermoide de cabeza y cuello. Y encontré una precisiéon del 94% por

ganglio y 94% por paciente. 170

Matsuzuka et al. También en el mismo afio publicaron un VAN del 95,9% en carcinoma

epidermoide de cabeza y cuello. 17?

Suzuki et al. dos afos mas tarde, en 2014, estudié 21 tumores primarios de carcinoma
epidermoide de cabeza y se estudiaron 54 ganglios linfaticos cervicales. Evidencié que
la CK19 no es marcador celular epitelial altamente expresado en todos los pacientes con

CECO. 202

110



111



2.HIPOTESIS Y OBJETIVOS



2.1. Hipotesis

La CK19 no es un marcador preciso para la detecciéon de metdastasis cervicales en

pacientes con carcinoma epidermoide de cavidad oral en estadios iniciales (I-11).

2.2. Objetivos

Objetivos secundarios

- Describir las caracteristicas demogréficas, clinicas e histopatoldgicas de los
pacientes incluidos en el estudio.

- Describir la frecuencia de expresién de CK19 en la biopsia inicial y en el tumor.

Objetivos primarios

- Estimar la precisidon diagndstica de la CK19 de la biopsia en los carcinomas
epidermoide de cavidad oral en estadios iniciales (I-Il).

- Estimar la precision diagndstica de la CK19 para la deteccion de metastasis en el
GC de los carcinomas epidermoides de cavidad oral en estadios iniciales (I-1).

- Evaluar la asociacidn estadistica entre los factores de interés determinados a
priori (grado de diferenciacion tumoral, estadio tumoral, recidiva, localizacién
del tumor, espesor maximo tumoral, EMT) con los resultados de expresion de la

CK19 en tumor.
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3.MATERIAL Y METODOS
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3.1. Aspectos éticos
3.1.1. Normas generales y particulares para los investigadores

Los investigadores se han cefiido estrictamente a lo dispuesto en este protocolo,
cumplimentando adecuadamente los cuadernos de recogida de datos. El estudio se ha
llevado a cabo de acuerdo con las recomendaciones que figuran en la Declaracion de
Helsinki, revisada en las sucesivas asambleas mundiales (Ultima en Fortaleza, Brasil,

octubre de 2013) y las Normas de Buena Practica Clinica.
3.1.2. Consentimiento informado

Estudio pseudoanonimizado donde la solicitud del consentimiento informado de
manera individual se cefird al consentimiento de la intervencién quirdrgica como

practica clinica habitual.
3.1.3. Dispositivos de seguridad y confidencialidad

La informacidn difundida y obtenida por la puesta en marcha del presente estudio, es
considerada confidencial y sera tratada en todo momento de acuerdo con la Normativa
de Proteccion de Datos vigente (Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento europeo y
del Consejo de 27 de abril de 2016 de Proteccion de Datos (RGPD), de Proteccion de
Datos de Caracter Personal y la Ley Organica de Proteccion de Datos 03/2018. Se ha
creado una base de datos en Excel y STATA especificamente disefiada para el estudio y
para posibilitar el tratamiento estadistico, en el que los pacientes fueron identificados
con un codigo numérico asignado por orden de reclutamiento definido en el cuaderno

de registro y que no contendra informacién personal de los pacientes.
3.1.4. Seguro

Se trata de un estudio observacional retrospectivo, en el que la Unica prueba
extraordinaria a la que se va a someter al paciente, es el estudio en laboratorio de la
citoqueratina de la biopsia y de la muestra quirdrgica obtenida (esta ultima segun
practica clinica habitual), por lo que no se considera necesaria la contratacién de un

seguro de responsabilidad civil.
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3.1.5. Memoria Econdmica

Este estudio surge de una iniciativa independiente de los investigadores y no cuenta con
financiacién especifica. No se contempla ningun tipo de remuneracién econdmica ni

para el paciente ni para los investigadores del estudio.

3.2. Diseino de estudio

Se llevé a cabo un estudio unicéntrico observacional retrospectivo de evaluacién de la
precision diagndstica. En la cohorte del estudio se incluyeron pacientes de forma
consecutiva intervenidos en el Servicio de Cirugia Oral y Maxilofacial del Hospital
Universitario 12 de Octubre, para la reseccion del tumor primario. Todos los pacientes
tenian un diagndstico de carcinoma epidermoide de cavidad oral con estadios iniciales
tras una biopsia incisional sobre el tumor primario, pruebas de imagen para su estudio

locorregional y, ademas se les habia realizado la técnica de ganglio centinela.

Todos los pacientes fueron diagnosticados, tratados y seguidos en este centro siendo
servicios encargados ademas del servicio de Cirugia Oral y Maxilofacial, los servicios de

Medicina Nuclear, Radiodiagndstico y Anatomia Patoldgica.

La estadificacion tumoral se realizé siguiendo la clasificacion TNM propuesta por el AJCC
y la UICC en la séptima edicién de su manual. 2%3A pesar de la publicacion en 2018 de la
octava edicion de la clasificacion TNM al encontrarse ya el estudio iniciado y dado que
la aplicacién clinica de la nueva clasificacion tardo en realizarse un tiempo, se mantuvo
el diagndstico acorde a la séptima edicidn de todos los pacientes, para la uniformidad

de criterios.

En todos los pacientes se tomaron tres muestras (biopsia inicial, GC y tumor primario)
donde se estudid la expresidon de CK19 para la realizacién del estudio de precision

diagnédstica.

Para evitar falsos negativos en los tumores que no expresan CK19, seguimos el consenso
de la Sociedad Espafiola de Senologia y Patologia Mamaria sobre la aplicacién del uso

de la técnica OSNA, donde se recomienda comprobar que existe un minimo del 30% de
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células CK19 positivas en la biopsia inicial para realizacidn posterior del estudio de

expresion de CK19 sobre los ganglios centinelas. 2°

La informacién registrada en la base de datos, para garantizar la confidencialidad de los
mismos, fue codificada para cumplir con la Ley Organica 3/2018, de Proteccion de Datos
Personales y garantia de los derechos digitales y de acuerdo al Reglamento (UE)
2016/679 del Parlamento europeo y del Consejo de 27 de abril de 2016 de Proteccién
de Datos (RGPD).

3.3. Periodo de estudio

A partir de revisién de historias clinicas de pacientes con carcinoma epidermoide de
cavidad oral, se incluyeron de manera retrospectiva a 60 pacientes que cumplieron los
criterios de inclusion y que fueron intervenidos en un periodo de 7 afios desde junio de

2015 a junio 2022.

El periodo de seguimiento minimo fue de 24 meses y maximo de 9 afios (108 meses).

3.4. Poblacidn de estudio

3.4.1. Criterios de inclusion

- Adultos mayores de 18 afios.

- Ambos sexos.

- Tumor primario en cavidad oral. Siguiendo la clasificacién de la NCCN, National
Comprehensive Cancer Network, cavidad oral incluye mucosa oral, suelo de boca,
lengua movil, reborde alveolar, trigono retromolar, paladar duro y mucosa labial.
El carcinoma epidermoide de bermellén del labio no estaria incluido en cavidad
oral sino en carcinoma escamoso de piel. 2022 National Comprehensive Cancer
Network® (NCCN®).

- Diagnéstico histopatoldgico de carcinoma epidermoide a través de una biopsia
sobre el tumor primario.

- TNM:T1vy T2 clinico radioldgico NO clinico radioldgico (72 edicién UICC/AJCC)

- Realizacion de biopsia selectiva de ganglio centinela (BSGC) previo a firma de

consentimiento informado de la técnica.
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3.4.2. Criterios de exclusidn
- Casos sin confirmacién mediante biopsia.
- Vaciamiento cervical previo unilateral.
- Radioterapia previa.
- Trauma cervical extenso previo.
- Falta de tejido suficiente para el estudio y diagndstico correcto en la biopsia

inicial.

3.4.3. Tamano muestral

Debido a la naturaleza practica y la accesibilidad de la poblacién de interés, el tamafio
muestral para este estudio se determiné utilizando un enfoque de muestreo por
conveniencia. Se consideraron los pacientes operados entre junio 2015 a junio de 2022
qgue cumplieron los criterios del estudio. El Hospital Universitario 12 de Octubre
incorpord la técnica de ganglio centinela a la cavidad oral en 2014 pero los pacientes
intervenidos durante ese periodo formaban parte del proceso de validacion de la

técnica.

Dado que nuestro periodo de seguimiento minimo marcado fue 24 meses, el Ultimo

paciente incluido fue intervenido en junio de 2022.

3.5. Recogida de datos y fuentes de informacion

El lugar de realizacion del proyecto es el Hospital Universitario 12 de Octubre (Avenida

de Cérdoba s/n 28041 Madrid).

El equipo investigador se ha compuesto de: Servicio de Cirugia Maxilofacial, Servicio de

Medicina Nuclear y Servicio de Anatomia Patoldgica.

Todos los pacientes incluidos en el estudio siguieron el circuito de diagnéstico y

tratamiento que detallamos a continuacidn segun practica clinica habitual.
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Figura 29 Cronograma del circuito diagndstico y terapéutico de los pacientes antes de ser incluidos en el
estudio.

Realizacion de biopsia del tumor primario que confirme histopatoldgicamente el
diagndstico de carcinoma epidermoide realizada en consultas externas de Cirugia Oral y

Maxilofacial del edificio del policlinico planta 5¢.

Los registros radioldgicos se han producido en el Servicio de Radiodiagndstico del
Hospital Universitario 12 de Octubre. En todos los pacientes se realizé una Tomografia
Axial Computarizada (TAC) de alta resolucidén con contraste intravenoso, en la que se
confirma la estadificacion clinica del tumor primario como un T1-T2 y no evidencia de

metastasis cervicales cNO.

Tras el diagndstico clinico-radiolégico del paciente entre las 24 horas y 2 horas previas

a la cirugia a todos los pacientes se les realiza una linfogammagrafia y SPECT.

Esta se realizd en el Servicio de Medicina Nuclear en la planta S1 de la Residencia

General.

Estas pruebas se realizan para demostrar el drenaje linfatico del tumor primario hacia

los ganglios linfaticos.

Se inyecta el radiotrazador a través de la mucosa y submucosa peritumoral en 4
cuadrantes hasta la porcion mas profunda del tumor. Si existe biopsia escisional previa

y no se llega a ver remanente de lesidon macroscépica, se realizé sobre la cicatriz.

El radiotrazador se difunde a través de los vasos linfaticos hasta almacenarse en los
primeros ganglios de drenaje ganglios centinelas. Gracias a la linfogammagrafia basada
en imagenesplanares convencionales, se marcaron con rotulador indeleble dichos
ganglios en la posicion mas similar posible a la del paciente durante la cirugia.El
radiotrazador usado fue de dos tipos: nanocoloide de albumina o tilmanocept marcados

con 99mTc. 0,1 ml/dosis: 50-120 MBq para la cirugia previa a las 24 horas y 10-60 MBq
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para la cirugia en el mismo dia.

Desde enero de 2016 gracias a la incorporaciéon de la tomografia computarizada por
emisién de fotdn unico (SPECT) en el hospital se inicié su uso en la BSGC. Las imagenes
fusionadas resultantes de la SPECT/TAC presentan los ganglios centinela en un entorno
anatémico, que proporciona una guia anatdémica muy util para el cirujano en la

localizacién intraoperatoria.

Los pacientes fueron intervenidos en el quiréfano de la 2a planta de la Residencia

General asignado al Servicio de Cirugia Maxilofacial (quiréfano n2 29).

Durante el procedimiento quirurgico se realizan dos actos de reseccion oncoldgica:
12- Reseccion del tumor primario.

Se realizara la reseccion del tumor primario con margenes macroscopicos de 1 cm.
29- Deteccidn y escision de los ganglios centinelas.

En la misma cirugia de resecciéon del tumor mediante el uso de la sonda gamma, se
detectan de nuevo los ganglios centinelas intraoperatoriamente y se procede a su
escision a través de una pequefia incision cervical dentro del posible abordaje posterior
del vaciamiento celuloganglionar. Se realiza la exéresis de todos los ganglios centinela
identificados con gammagrafia con un 10% o mas de radiactividad del ganglio centinela
mds radiactivo. Estos se marcan individualmente y se mandan al laboratorio de
anatomia patoldgica. Tras la extirpacion de los GC se debe determinar la actividad

restante en el lecho quirldrgico para valorar la presencia de otros GC adyacentes.

El estudio histopatolégico y de IHQ fue llevado a cabo en el Servicio de Anatomia

Patolégica de la Residencia General.
En el estudio de realiza el andlisis histopatolégico sobre tres muestras de tejido:

- Biopsia inicial sobre el tumor primario
- Pieza completa de tumor primario

- Ganglios centinelas
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Al ser un estudio retrospectivo, el andlisis protocolario, independiente del estudio

actual, sobre el tumor primario y sobre los ganglios centinelas ya se encuentra hecho

pero se revisa cada pieza para corroborar que el estudio es completo y correcto, dado

que el estudio histopatolégico del GC se toma como patron de referencia para

establecer la precisién diagndstica de la CK19.

A continuacion, revisamos nuestro protocolo.

- El estudio sobre el tumor primario: primero se fija la muestra en formol durante

24 horas. Posterior se realiza un procesamiento en parafina con cortes a 4 micras

y tincion con H&E.

- Estudio sobre el ganglio centinela:

1.

3.

4.

Los ganglios centinelas son seccionados longitudinalmente a través de su
hilio o su eje mayor y colocados en cassettes individuales.

Posteriormente se obtienen bloques de 2-5 mm de espesor de cada mitad
del nédulo biseccionado.

Se hicieron secciones cortadas en series de 4 micras de grosor, de cada
bloque de parafina con un microtomo deslizante y recogido en portaobjetos

recubiertos de silano.

Esto se tifie con H&E. Si existe presencia de tumor el ganglio centinela se

considera positivo.

Si en el primer examen, el GC se considera libre de tumor, de cada bloque se
obtienen ldminas de 4 micras para ser examinadas mediante técnicas de IHQ
de tincidon de anticuerpos anticitoqueratina. Se empled un anticuerpo

monoclonal contra citoqueratina AE1-AE3(Leica, dilucion 1:50).

El procedimiento de IHQ fue el siguiente: Después de la desparafinacion con
xileno, las secciones se transfieren a agua a través de etanol. Antes de
incubar en soluciones de anticuerpos, las secciones se calentaron con agua
bafio a 1002C con solucion tampédn citrato 0,01 mol/L (Ph 6,0) durante 20

minutos para recuperar el antigeno, enfriado a temperatura ambiente y se
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lava con solucion tamponada con fosfato (PBS) 3 veces durante 5 minutos

cada una en el caso de citoqueratina AE1-AE3.

El proceso se realiza con el inmunoteinidor automatizado Bond Il (Leica) que
incluye la inhibicién de la peroxidasa endégena con peréxido de hidrégeno
al 3% una vez durante 5 minutos, incubacién con el anticuerpo durante 20
minutos y posteriormente se afade el polimero marcado con peroxidasa
para visualizacién con diaminobencidina. Finalmente, las sesiones fueron
lavadas con agua destilada, contra tefiida con H&E durante 2 minutos, se

lavé con agua del grifo, etanol y se cubridé con cubreobjetos.

Si existen depdsitos tumorales epiteliales el resultado se considera positivo.
Se considera positivo si aparecen clusters cohesivas con caracteristicas de
malignidad, células inmunoreactivas en el interior del ganglio linfatico o si
existen células histolégicamente atipicas con fuerte reactividad

citoqueratina en el seno subcapsular.

5. Sinose detecta tumor en el segundo examen con técnicas de IHQ, el ganglio

centinela analizado se considera negativo.

Es importante detallar que tipo de marcador inmunohistoquimico es las

citoqueratinas AE1-AE3 también denominado pancitoqueratinas AE1-AE3.

Este marcador es un coctel de anticuerpos monoclonales especificos para
antigenos que se encuentran en las citoqueratinas. Se ha observado que
AE1/AE3 identifica la mayoria de las citoqueratinas humanas, puede ser
usado como herramienta para la identificacién IHQ positiva de células de
origen epitelial estratificado y simple. El anticuerpo AE1 inmunorreacciona
con un determinante antigénico presente en la mayoria de las
citoqueratinas de la subfamilia A, incluidas citoqueratinas 10, 13, 14, 15 16
y 19. El anticuerpo AE3 reacciona con un determinante antigénico
compartido con las citoqueratinas de la subfamilia B, que incluyen los

numeros 1y 2,3,4,5,6,7y8.
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6. Al analisis histopatoldgico rutinario por este estudio afiadimos el andlisis de

expresion de CK19 sobre las tres muestras.

Para el estudio de la expresidon de CK19 se usa la misma técnica de IHQ de
citoqueratinas AE1-AE3. También se utiliza un anticuerpo monoclonal contra
citoqueratina (Leica clon B170, prediluido). Y la Unica diferencia en la técnica
es que en vez de lavar con soluciéon tamponada con fosfato (PBS) 3 veces
durante 5 minutos como con la AE1-AE3, en la CK19 se realiza una

incubacién con proteinasa K durante 10 minutos.

En el momento de confirmacion de inclusién del paciente en el estudio lo
primero que se realiza es el estudio de la CK19 sobre el material de la biopsia

inicial y sobre el tumor primario.

Si en la biopsia inicial hay una expresién de CK19 mayor e igual del 30%,
siguiendo el consenso de la Sociedad Espafiola de Senologia y Patologia
Mamaria sobre la aplicacion del uso de la técnica (OSNA), donde se
recomienda comprobar que existe un minimo del 30% de células CK19
positivas en la biopsia inicial, pasamos a realizar posteriormente sélo en

estos casos el estudio de expresion de CK19 sobre los ganglios centinelas. 1%°

El seguimiento postoperatorio inmediato ha tenido lugar en la hospitalizacidn
correspondiente a nuestro servicio, igualmente ubicada en la 3a planta del Hospital 12
de Octubre. Las revisiones postquirlrgicas en consultas externas, edificio policlinico

bloque B 5a planta.

Los registros radioldgicos se han producido en el Servicio de Radiodiagndstico del

Hospital Universitario 12 de Octubre.

Todos los pacientes mantuvieron un seguimiento minimo de 24 meses siguiendo los
protocolos de Unidad Multidisciplinar de Tumores de cabeza y Cuello (UMTCC) del
Hospital. Se realizé TAC a los 6, a los 12, 18 y 24 meses de la intervencioén y revisiones

periddicas en consultas externas.

124



3.6. Variables de valoracion del estudio

Dividimos las variables en:

Demograficas:

Numero de Historia Clinica (NHC)
Género

Fecha de nacimiento

Variables del tumor primario:

Localizacidn
Lateralidad
Estadio TNM 72 edicidn

Variables obtenidas durante la cirugia:

Fecha de intervencién quirdrgica

Numero de ganglios centinelas detectados intraoperatoriamente

Localizacién de los ganglios centinelas detectados intraoperatoriamente

Variables del estudio anatomopatolégico:

De la biopsia inicial:

Porcentaje expresiéon de CK19

Positividad o Negatividad expresion CK19
Del tumor primario:

pT

Grado de diferenciacion

EMT (espesor maximo tumoral)

PNI (invasion perineural)

LVI (Invasion linfovascular)

Porcentaje expresion de CK19

Positividad o Negatividad expresion CK19

Del ganglio:
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- Numero de ganglios centinelas

- pN

- ECS(extensién extracapsular)

- Positividad o Negatividad expresiéon CK19
- Estudio con H&E e IHQ

Variables relacionadas con el seguimiento de los pacientes:

- Recidiva local: fecha, tratamiento y estadio TNM
- Recidiva regional: fecha, tratamiento y estadio TNM

- Supervivencia, causa muerte
3.7. Analisis estadistico
Se disefid una base de datos de Excel para la recogida y almacenamiento de los datos.

Posteriormente para la manipulacion de los datos recogidos se exporto al software de

analisis estadistico Stata 17 (StataCorp LLC, College Station, TX).

Explicamos el analisis estadistico usado en el estudio para dar respuesta a cada uno de

nuestros objetivos.

3.7.1. Descripcion de las caracteristicas demograficas, clinicas e histopatoldgicas de los

pacientes incluidos en el estudio

Para el analisis descriptivo de la muestra se evalud la normalidad de la distribucién de
las variables continuas mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Las variables continuas que
siguen una distribucion normal se describen a través de la media y la desviacién
estandar. En caso contrario, se describen mediante la medianay los percentiles 25y 75.

Las variables categdricas se resumen a través de la frecuencia absoluta y porcentaje.

3.7.2. Estudio de la precisidn diagndstica de la CK19 en la biopsia y en el centinela

En estos estudios de precisidon diagndstica, se comparan los resultados de una o mas
pruebas con los obtenidos mediante la prueba diagndstica de referencia sobre el mismo

grupo de pacientes, en los que se considera que hay un proceso patoldgico concreto. 204
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Se ha estudiado la precision diagndstica de la CK19 en biopsia para identificar resultados

positivos en tumor.

El término precisidn se refiere al grado de concordancia entre la informacion ofrecida
por la prueba diagndstica evaluada (denominada prueba indice) y la ofrecida por la

prueba de referencia.

En nuestro caso la prueba evaluada o indice serian dos:

- La expresién de CK19 en la biopsia.

- La expresién de CK19 en el ganglio centinela.
Y las pruebas referencia serian:

- La expresion de CK19 en el tumor.

- LaH&EylalHQen el ganglio centinela.

Se calculd la prevalencia de resultados positivos de la CK19 en tumor. Para la expresion
CK19 en biopsia, se estimaron los valores de sensibilidad, capacidad para identificar
correctamente a las personas con resultado positivo en tumor, y especificidad,
capacidad de para identificar correctamente a las personas con resultado negativo en
tumor. Ademas, se han calculado los cocientes de probabilidad positivo y negativo, que
expresan la magnitud en la que un resultado positivo de CK19 en biopsia aumenta la
probabilidad de detectar un resultado positivo en tumor (CP+), y la magnitud en la que
un resultado negativo de CK19 en biopsia disminuye la probabilidad de tener un

resultado positivo en tumor (CP-).

Ademas, se han calculado los valores predictivos de la CK19 en biopsia. El valor
predictivo positivo (VPP), representa la probabilidad de que una persona con un
resultado positivo en la CK19 en biopsia también tenga un resultado positivo en tumor,
y el valor predictivo negativo (VPN) representa la probabilidad de que una persona con

un resultado negativo en la CK19 en biopsia tenga un resultado negativo en tumor.
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Presentamos un estudio de concordancia para evaluar el error de medida entre distintos
instrumentos o procedimientos de medida. Cuanto mas error, menor concordancia y

viceversa.

La concordancia se ha estudiado empleando los resultados de la CK19 en términos de
porcentaje de expresion y en forma categorica, considerando expresion positiva un

porcentaje igual o superior a 30%.2%°

La concordancia entre los porcentajes de expresion se evalué mediante el uso del
Coeficiente de Correlacion Intraclase (ICC). Este Coeficiente estima la proporcion de
varianza total en las mediciones debida a diferencias reales entre los sujetos, en

comparacion con la varianza total, que incluye también el error de medicion.

Valores de ICC cercanos a 1 indican alta consistencia entre las medidas, mientras que

valores cercanos a 0 sefalan falta de concordancia.

Para valorar el grado de acuerdo entre los resultados se ha empleado la escala

propuesta por Liljequist. 2%

Valor de ICC Fuerza de la concordancia
<0.40 Pobre

0.40-0.59 Suficiente

0.60-0.74 Buena

0.75-1 Casi Excelente

Tabla 3 Escala de Liljequist 2°°

La concordancia entre la CK19 en biopsia y la CK19 en tumor como resultado positivo y
negativo se ha evaluado mediante la proporcion de acuerdos y el coeficiente Kappa de

Cohen.

La proporcion de acuerdos observados toma valores entre 0 (total desacuerdo) y 1

(maximo acuerdo).

El indice Kappa permite cuantificar el grado de acuerdo que existe por mas alla de lolo
esperado por el azar. Los valores de Kappa cercanos a 1 expresan una concordancia

perfecta, mientras que aquellos cercanos a 0 indican una concordancia similar al azar.
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Landis y Koch propusieron la siguiente tabla de valoracion del indice kappa 2%

Coeficiente kappa Grado de acuerdo
0.00 Sin acuerdo
0.01-0.20 Insignificante
0.21-0.40 Discreto
0.41-0.60 Moderado
0.61-0.80 Sustancial
0.81-1.00 Casi perfecto

Tabla 4 Tabla de valoracién del indice kappa 2%

Para evaluar la precision y concordancia de la expresion de CK19 con la H&E y la IHQ en

el ganglio centinela se han utilizado los mismos procedimientos metodologicos.

3.7.3. Asociacion entre los factores de interés y los resultados de expresion de la CK19

en tumor.

Se ha realizado un contraste de hipotesis para evaluar la asociacion estadistica entre los
factores de interés determinados a priori con los resultados de expresion de la CK19 en

tumor.

- Grado de diferenciacion tumoral
- Estadio tumoral (pTy pN)

- Recidiva

- Localizacion del tumor

- EMT

Se considero el resultado de la CK19 en términos de porcentaje de expresion y como

frecuencia de resultados positivos.

Para analizar la asociacion con el porcentaje de expresion de CK19, para variables
categoricas se emplearon los tests no paramétricos U de Mann-Whitney y Kruskal-
Wallis, en funcion del numero de grupos a comparar, y para variables continuas el

coeficiente de correlacion de Spearman.
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Para evaluar la asociacién con la positividad del resultado de CK19, para las variables
categoricas se empled el test Chi cuadrado de Pearson, para variables continuas el test

U de Mann-Whitney.

Se consideraron significativos los resultados con un p-valor igual o inferior a 0.05.
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4. RESULTADOS
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4.1.Describir las caracteristicas demograficas, clinicas e histopatoldgicas de los

pacientes incluidos en el estudio.

60 pacientes fueron incluidos en el estudio tras cumplir los criterios seleccionados en el

estudio.

2 de estos pacientes, tras ser incluidos en el estudio al cumplir los criterios de inclusion,
se vio durante el seguimiento que realmente no eran inicialmente cNO y fueron falsos

negativos en el TAC.

En 4 de ellos no hubo suficiente tejido en la biopsia inicial para poder realizar
correctamente el estudio de expresion de la CK19, por lo que tuvieron que ser excluidos

del estudio).

Se excluyeron 6 pacientes y finalmente la muestra fue de 52 pacientes.

Participantes
incluidos que
cumplen los
criterios de
seleccion

Excluidos
\E
(cN+ no vistos
inicialmente en el tac)

Participant No estudio biopsia

es elegidos N=6
N=58 (No tejido suficiente
biopsia inicial para
estudio)

Participantes
donde se pudo
realizar
estudio
CK19

Figura 30 Diagrama de flujo
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De la muestra final de 52 pacientes, 32 de ellos fueron hombres (62%) y 20 mujeres

(38%).

Presentaron una edad media de 50, rango (57-79.5) (Tabla 3).

En referencia a la localizacidn del tumor la distribucién fue la siguiente: Labio inferior
23(44%), Lengua 17(33%), Mucosa oral 2(4%), Paladar duro 1(2%), Suelo de boca 8(15%)

y trigono retromolar 1(2%).

Inicialmente todos los tumores incluidos estaban diagnosticados clinicamente como T1-

T2, siendo 42(81%) T1y 10(19%) T2.

El nimero total de ganglios centinelas primarios extirpados en los 52 pacientes fue de
121. En 14 pacientes (27%) sélo se detectd 1 ganglio, en 13(25%) 2 ganglios, en
19(36.5%) 3y en 6(11.5%) 4 ganglios. El niUmero medio por paciente fue de 2.32 ganglios

centinelas.

La localizacion de los ganglios centinelas detectados intraoperatoriamente.

Si nos fijamos en la localizaciéon del drenaje cervical en 35(67%) fue ipsilateral al tumor

y 17(33%) presentd un drenaje tanto ipsilateral como contralateral. Al tumor.

En cuanto a las caracteristicas anatomopatoldgicas de cada paciente:

En el andlisis anatomopatoldgico posterior dos de los tumores que fueron clasificados
clinicamente como T2 por su tamafio final se reclasificaron como T3, quedando la
clasificacién de tamafio por estudio anatomopatoldgico como, 42(81%) tumores
clasificados como pT1, 8(15.38%) clasificados como pT2 y 2(3.84%) clasificados como
pT3.

De los 52 pacientes incluidos en el estudio Unicamente 2(4%) presentaron afectacién
cervical en el estudio histolégico, siendo uno N1y otro N2 por presentar dos ganglios

cervicales positivos que fueron los dos centinelas.
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Si caracterizamos el tumor en funcién de su grado de diferenciacién; 42(81%) tumores
son bien diferenciados, 7(13%) son moderadamente diferenciados y 3(6%) pobremente

diferenciados.

En el estudio histopatolégico el espesor maximo tumoral, teniendo la medida una n de
50 dado que en dos pacientes no se pudo medir correctamente, fue de 4mm, con un

minimo de 1 mm y un maximo de 24mm.

Solo se visualizé una infiltracion perineural en el tumor en un paciente y no se visualizo

ninguna infiltracién perivascular.

En cuanto al estudio de CK19:

Realizamos el estudio de expresion de la CK19 en los 52 pacientes sobre la biopsia inicial

con una mediana de expresion en porcentaje de 9.92%.

Siendo en 44 pacientes (85%) menor de 30% considerandose negativa y en 8(15%)

mayor o igual a 30%, siendo positiva.

Figura 31 a Corte de la biopsia con tincidon de H&E con aumento de 2X10
b Corte de la biopsia con tincién de IHQ AE1-AE3 con aumento de 2X10

En el estudio de expresion de CK19 sobre el tumor primario la media de expresidn en

% fue de 9,46. La mediana fue de Oy los percentiles 25y 75 0y 5, respectivamente.

En 44(85%) tumores primarios la expresion de CK19 fue menor de 30% considerdndose

negativa y en 8(15%) mayor o igual a 30%, siendo positiva.
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Figura 32 a Corte del tumor en parafina con tincidn de H&E con aumento de 2X10
b Imagen corte del tumor en parafina tefiido con CK19 con aumento de 2X10

Como se explicd en el disefio de nuestro estudio solo se realizé el estudio de la expresiéon
de la CK19 sobre el centinela en aquellas biopsias iniciales con una mayor expresién del

30%.

Por lo que se realizé el estudio sobre los 8 (15%) pacientes con positividad en la biopsia

inicial. En el resto 44(84.6%) no esta indicado.

En 6(11.5%) de esos pacientes la expresion de CK19 fue negativa y en 2(4%) fue positiva.

En un paciente sélo fue positivo un ganglio ipsilateral al tumor y en el segundo paciente

presentd positividad en los dos ganglios ipsilaterales al tumor.

En cuanto a las pruebas de referencia, sobre todos los ganglios centinelas se realiza el

estudio de H&E y de IHQ.

Con el estudio de H&E en 2(4%) pacientes fueron positivos para células tumorales en el

estudio del ganglio centinela.
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Figura 33 a Imagen del ganglio centinela tefiida con H&E del a un aumento de 2x10.
b Imagen del ganglio centinela tefiida con AE1-AE3 con un aumento de 4x10.

Figura 34 a Imagen del ganglio centinela tefiida con AE1-AE3 con un aumento de 2x
b Imagen del ganglio centinela tefiida con AE1-AE3 con un aumento de 2x10. Imagen del ganglio
centinela tefida con CK19 con un aumento de 4x10.

El estudio IHQ AE1-AE3 fue concordante respecto al de H&E y en los mismos 2(4%)

pacientes fueron positivos para células tumorales en el estudio del ganglio centinela.
Ningun GC present6 salida extracapsular de células tumorales.

De las variables recogidas en el seguimiento de los pacientes postcirugia: 3(5.78%)
pacientes presentaron durante el tiempo de seguimiento una recidiva. De estas tres

recidivas 2 de ellas fueron locales y una cervical.

Dado que solo tres pacientes presentaron recidiva, especifico los detalles de cada uno
de cara a analizar posteriormente alguna asociacion con alguna de las variables a

estudiar.

137



El primer paciente que presentd una recidiva local fue un tumor primario lingual
derecho diagnosticado como pT1NO bien diferenciado con un EMT de 1 mm y margenes

negativos. Presentd un drenaje ipsilateral cervical.

La recidiva fue local con un diagnodstico de pT2 y una supervivencia a fin de seguimiento.

El segundo paciente con recidiva local fue un tumor primario de mucosa labial inferior
en linea media con drenaje bilateral. Fue diagnosticado de pT1NO bien diferenciado con
un EMT 2 mm. Presentd margenes positivos que fueron posteriormente ampliados con
negatividad. La recidiva local se estadio como pT1 y la presento supervivencia a fin de

seguimiento.

El paciente que presento recidiva cervical fue un tumor primario lingual derecho con
drenaje cervical ipsilateral. pT2NO con margenes negativos, un EMT 4mm sin infiltracion
perineural ni linfovascular. Tuvo una recidiva estadiada como N3b con supervivencia a

fin de seguimiento.

En la muestra de 52 pacientes durante el seguimiento hubo una mortalidad de 8(15%)
pacientes pero solamente 1(13%) de esos 8 fue por causa del carcinoma de cavidad oral.
Debemos anadir que ese paciente tuvo un resultado de ganglio centinela positivo y

decidio no intervenirse ni realizarse ningun tratamiento adyuvante.

En la tabla 5 se muestra el Analisis descriptivo de la muestra.

Tabla 5. Andlisis descriptivo de la muestra

VARIABLE N =52
SEXO
Hombre 32 (62%)
Mujer 20 (38%)
EDAD (n =52)
Mediana (p25-p75) 70.0 (57.0-79.5)
LOCALIZACION
Labio inferior 23 (44%)
Lengua 17 (33%)
Mucosa oral 2 (4%)
Paladar duro 1(2%)
Suelo de boca 8 (15%)
Trigono retromolar 1(2%)
LATERALIDAD
Derecho 23 (44%)
Izquierdo 19 (37%)
Linea media 10 (19%)
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N2 de ganglios centinelas

1 14 (27%)
2 13(25%)
3 19(36.5%)
4 6(11.5%)
cT

T1 42 (81%)

T2 10 (19%)
pT

T1 42 (81%)

T2 8(15.38%)

13 2 (3.84%)
pN

NO 50 (96%)

N1-N2 2 (4%)
Estadio TNM
| 40 (76.92%)
[ 8(15.38%)
1] 3(5.76%)
IVA 1(1.92%)
GRADO DE DIFERENCIACION

Bien diferenciado 42 (81%)

Moderadamente diferenciado 7 (13%)

Pobremente diferenciado 3 (6%)
EMT en mm(n=50)

mediana (p25-p75) 4.0(1.0-24.0)
PNI

No 51 (98%)

Si 1(2%)
CK19 BIOPSIA

Negativa 44 (85%)

Positiva 8 (15%)
CK19 % BIOPSIA (n = 52)

mediana (p25-p75) 0.0 (0.0-7.5)

media (p25-p75)

9.94(4.97-14.91)

CK19 CENTINELA
Negativa 6 (11.5%)
No indicado 44 (84.6%)
Positiva 2 (4%)
-1A1ZQ 1
- 11'1ZQ, IA1ZQ, 1
H & E INTRA
Negativa 50 (96%)
Positiva 2 (4%)
IHQ AE1 - AE3
Negativa 50 (96%)
Positiva 2 (4%)
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CK19 TUMOR
Negativa 44 (85%)
Positiva 8 (15%)
% CK19 TUMOR (n =52)
mediana (p25-p75) 0.0 (0.0-5.0)
media (p25-p75) 9.46(4.73-14.19)
RECIDIVA
No 49 (94%)
Si 3 (6%)
LOCALIZACION RECIDIVA
(Estadio y Tratamiento)
Local 2 (67%)
- T2NO, Cirugia local y vaciamiento
- TINO, Cirugia local
Regional 1(33%)
- TON3b, Vaciamiento
SUPERVIVENCIA
Vivo 44 (85%)
Muerto 8 (15%)
CAUSA MUERTE
CA Oral 1(13%)
Otros 7 (88%)

4.2. Describir la frecuencia de expresion de CK19 y estimar la precision diagnostica de
la CK19 de la biopsia, en los carcinomas epidermoides de cavidad oral en estadios

iniciales(I-11)

Decidimos realizar este estudio dado que, en la evaluacion de una prueba médica, como
seria la utilizacion de la CK19 como marcador valido para el estudio de las metastasis
cervicales, un paso esencial es el establecimiento de la precision de la prueba

diagnostica.

Se ha realizado el analisis de la precision diagnostica de la CK19 en biopsia para
identificar resultados positivos en tumor. La expresion de CK19 en tumor representa la
prueba de referencia en este caso porque corresponde a la expresion de CK19 real del
tumor primario. Realizar la comparativa entre la expresion de CK19 en biopsia frente a
la del tumor nos permite analizar cuanto de preciso es el diagndstico de expresion de

CK19 de la biopsia frente a la real del tumor.

La serie de casos del estudio presenta tumores de un tamafio menor o igual a 2 cm si es
T1 o menor de 4 cm si es T2 (en la séptima edicion no esta contemplado la profundidad

en el diagnostico). Esto supone que la biopsia inicial en algun caso de tumor pequeno
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pueda suponer la reseccion completa o casi completa del tumor. Por supuesto siempre

se requiere una segunda cirugia, para asegurar esa reseccion completa y ampliar

margenes oncoldgicos. En 2 pacientes del estudio la biopsia inicial supuso la reseccion

completa del tumor y en la pieza de reseccion posterior no se observaron células

tumorales para la realizacion del estudio de CK19, por lo que en estos pacientes se

asumio la expresion de CK19 de la biopsia inicial como la misma del tumor completo.

Participantes
potencialmente
elegibles
n=60

Participantes

elegidos
N=58

Estudio CK19
N=52

Biopsia CK19-
N=44

Tumor CK19

N=40

Tumor CK19

+
N=4

Figura 35 Diagrama de flujo estudio de precision diagndstica de expresion de CK19 en biopsia

Excluidos
N= 2( cN+ no vistos inicialmente en el
tac)

No estudio biopsia
N=6
(No tejido suficiente biopsia inicial para
estudio CK19)

Biopsia
CK19+
N=8

Tumor CK19

N=4

Tumoy CK19

+
N=4

Tal y como se observa en la tabla 6, la proporcion de personas con biopsias positivas es

del 15.4% (prevalencia).
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La validez interna de la prueba se obtiene mediante el calculo de los valores de

sensibilidad y especificidad.

La sensibilidad de la CK19 en biopsia es del 50%. Este resultado significa que esta prueba
tiene una probabilidad del 50% de que el resultado en la biopsia sea positivo si

realmente tiene expresion positiva en el tumor.

Observamos que la especificidad tiene un resultado de 90,9%, indicando que la CK19 en
biopsia clasifica correctamente como negativas al 90.9% de las personas con CK19

negativos en tumor.

Tabla 6. Evaluacién de la exactitud diagndstica de la CK19 en biopsia

CK19 Biopsia - CK19 Tumor — Total
Negativa Positiva
Negativa 40 4 44
Positiva 4 4 8
Total 44 8 52
VALOR(IC 95%)
Prevalencia 15.4% (6.9-28.1)
Sensibilidad 50.0% (15.7-84.3)
Especificidad 90.9% (78.3-97.5)
Area ROC 0.70 (0.51-0.89)

5.50 (1.72-17.60)
0.55 (0.27-1.11)
50.0% (15.7-84.3)
90.9% (78.3-97.5)

Cociente de probabilidad positivo (CP+)
Cociente de probabilidad negativo (CP-)
Valor Predictivo Positivo (VPP)

Valor Predictivo Negativo (VPN)

El area bajo la curva ROC (Receiver Operating Characteristic o Caracteristica Operativa
del Receptor) es una herramienta estadistica que se utiliza para medir el acierto en la
prediccion de eventos. La curva ROC de un indicador que refleja la relacion entre la tasa
de verdaderos positivos y la tasa de falsos positivos, permitiéndonos medir la capacidad
de la CK19 en biopsia de discriminar entre resultados positivos y negativos en el tumor
primario. El resultado de area bajo la curva ROC en este caso es de es de 0.70, lo que

sugiere una capacidad moderada de discriminacion del modelo.
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0.50 0.75 1.00
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1 - specificity
Area under ROC curve = 0.7045

Figura 36 Area bajo la curva ROC de 0.70.

Los cocientes de probabilidad se utilizan para recalcular las probabilidades pretest, que
expresan la magnitud en la que un resultado positivo de CK19 en biopsia aumenta la
probabilidad de detectar un resultado positivo en tumor (CP+) y la magnitud en la que
un resultado negativo de CK19 en biopsia disminuye la probabilidad de tener un

resultado positivo en tumor (CP-).

Se ha calculado los cocientes de probabilidad positivo y negativo, El valor del Cociente
de probabilidad positivo (CP+) es de 5.50, lo que nos indica que es 5.5 veces mas
probable tener un resultado positivo de la CK19 en biopsia en un paciente positivo en

tumor que en un paciente con resultado negativo en tumor.

Por otro lado, el valor del Cociente de probabilidad negativo (CP-) es de 0.55, lo que nos
indica que es un 45% (1-0.55) menos probable tener un resultado positivo de la CK19 en
biopsia en un paciente negativo en tumor que en un paciente con resultado positivo en

tumor.

La seguridad de la prueba, es decir la capacidad del test para predecir la positividad o

negatividad de expresion de CK19, viene determinada por:
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Del Valor Predictivo Positivo (VPP): la probabilidad de que una persona con resultado
positivo de CK19 en la biopsia tenga un resultado positivo en la CK19 en tumor es del

50.0%.

Del Valor Predictivo Negativo (VPN): la probabilidad de que una persona con resultado
negativo en CK19 en biopsia tenga un resultado negativo en la CK19 en tumor es del

90.9%.

En el estudio de la concordancia de la CK19 se incluyeron 52 pacientes. El tamafo de
muestra disponible y la baja prevalencia de resultados positivos de la expresion de CK19
tanto en tumor como en biopsia, permiten hacer una estimacion del indice kappa con

una confianza del 95% con una precision absoluta de 0.308.

Para la evaluacion de la concordancia de los resultados de la CK19 en biopsia respecto a
la CK19 en tumor, se ha estudiado la concordancia entre los resultados
(positivo/negativo) en biopsia y en tumor (Tabla 7). Los resultados presentan un grado
de acuerdo del 84.6% (44/52). El indice Kappa que evalua el grado de concordancia
corregido por el acuerdo atribuible al azar es de 0.409 (IC 95% 0.047-0.804), lo cual

implicaria un grado de concordancia moderado.

Tabla 7 Tabla de concordancia entre los resultados de CK19 en Biopsia y en tumor

CK19 Biopsia - CK19 Tumor = Total
Negativa Positiva
Negativa 40 4 44
Positiva 4 4 8
Total 44 8 52
Grado de acuerdo indice Kappa
84.6% 0.409

Se ha evaluado la concordancia en el porcentaje de expresion de la CK19 en biopsia
respecto al porcentaje de expresion en tumor mediante el indice de correlacion

intraclase (ICC), dado que ambas variables son de caracter cuantitativo, y vienen de la
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medicion de diferentes pruebas. El resultado obtenido es de ICC = 0.502 (IC95% 0.268,

0.680), que indicaria que el grado de acuerdo es suficiente seglin la Escala de Liliequist.

4.3. Estimar la precision diagndstica de la CK19, para la deteccion de metastasis en el
ganglio centinela de los carcinomas epidermoides de cavidad oral en estadios

iniciales(I-11)

De cara al estudio de la CK19 como marcador valido para el estudio de las metastasis
cervicales ademas de valorar la expresion sobre biopsia y tumor, es necesario analizar
la capacidad de la CK19 en detectar la presencia de células tumorales en el ganglio
centinela. En este caso realizamos dos analisis comparando la expresion de CK19 en el
ganglio centinela frente a dos de las pruebas referencia:

La precision de la CK19 frente a la H&E.
La precision de la CK19 frente al estudio de IHQ de la CK AE1-AE3.
Estudio centinela

CK19
N=8

Centinela CK19- Centinela CK19+
N=6 N=2

H&E o IHQ AE1-AE3
negativa H&E O IHQ AE1-AE3

N=6 negativa
N=0

H&E o IHQ AE1- H&E O IHQ AE1-AE3
AE3 positiva positiva
N=0 N=2

Figura 37 Diagrama de flujo estudio de precision diagnéstica de expresion de CK19 en GC
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Claramente los resultados de este analisis estan limitados por el bajo numero en la
muestra de pacientes. Unicamente 8(15.38%) pacientes de la n total de 52 presentaron

una expresion mayor del 30% para poder realizar el estudio del centinela.
4.3.1. La precision de la CK19 frente a la H&E
En 2(25%) de los ganglios centinelas estudiados se obtuvo una expresion de CK19.

La sensibilidad del estudio CK19 en el ganglio centinela es del 100%. Este resultado
significa que esta prueba tiene una probabilidad del 100% de que el resultado en el

ganglio centinela sea positivo, si realmente tiene expresion positiva en la H&E.

Observamos que la especificidad tiene un resultado de 100% también, indicando que la
CK19 en el ganglio centinela clasifica correctamente como negativas al 100% de las

personas con CK19 negativos en la H&E.

Tabla 8 Evaluacion de la exactitud diagnostica de H&E

H&E - CK 19 Centinela _ Total
Negativa Positiva
Negativa 6 0 6
Positiva 0 2 2
Total 6 2 8

VALOR (IC 95%)

Prevalencia 25% (3.2-65.1)

Sensibilidad 100% (15.8-100)
Especificidad 100% (54.1-100)
Area ROC 1.00 (1.00-1.00)

Valor Predictivo Positivo (VPP)
Valor Predictivo Negativo (VPN)

100% (15.8-100)
100% (54.1-100)

El resultado del area bajo la curva ROC en este caso es de es de 1, lo que sugiere una

capacidad alta de discriminacion del modelo.

La seguridad de la prueba, es decir la capacidad del test para predecir la positividad o

negatividad de expresion de CK19, viene determinada por:
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- Del Valor Predictivo Positivo (VPP): la probabilidad de que una persona con

resultado positivo de CK19 en la biopsia tenga un resultado positivo en la CK19

en tumor es del 100%.

- Del Valor Predictivo Negativo (VPN): la probabilidad de que una persona con

resultado negativo en CK19 en biopsia tenga un resultado negativo en la CK19

en tumor es del 100%.

4.3.2. La precision de la CK19 frente a la IHQ AE1-AE3

En 2(25%) de los ganglios centinelas estudiados se obtuvo una expresion de CK19.

La sensibilidad del estudio CK19 en el ganglio centinela es del 100%. Este resultado

significa que esta prueba tiene una probabilidad del 100% de que el resultado en el

ganglio centinela sea positivo si realmente tiene expresion positiva en la H&E.

Observamos que la especificidad tiene un resultado de 100% también, indicando que la

CK19 en el ganglio centinela clasifica correctamente como negativas al 100% de las

personas con CK19 negativos en la H&E.

Tabla 9. Evaluacién de la exactitud diagnéstica de la IHQ AE1-AE3.

IHQ AE1-AE3 : CK 19 Centinela _ Total
Negativa Positiva
Negativa 6 0 6
Positiva 0 2 2
Total 6 2 8
VALUE (IC 95%)
Prevalencia 25% (3.2-65.1)
Sensibilidad 100% (15.8-100)
Especificidad 100% (54.1-100)
Area ROC 1.00 (1.00-1.00)

Valor Predictivo Positivo (VPP)
Valor Predictivo Negativo (VPN)

100% (15.8-100)
100% (54.1-100)

El resultado del area bajo la curva ROC en este caso es de es de 1, lo que sugiere una

capacidad alta de discriminacion del modelo.
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La seguridad de la prueba, es decir la capacidad del test para predecir la positividad o

negatividad de expresion de CK19, viene determinada por:

- Del Valor Predictivo Positivo (VPP): la probabilidad de que una persona con

resultado positivo de CK19 en la biopsia tenga un resultado positivo en la CK19

en tumor es del 100%.

- Del Valor Predictivo Negativo (VPN): la probabilidad de que una persona con

resultado negativo en CK19 en biopsia tenga un resultado negativo en la CK19

en tumor es del 100%.

Para la evaluacion de la concordancia de los resultados de la expresion de CK19 en

ganglio centinela respecto a la H&E y a la IHQ, se ha estudiado la concordancia entre los

resultados (positivo/negativo) en sendas muestras (Tabla 8). Los resultados presentan

un grado de acuerdo del 100%.

El indice Kappa que evalua el grado de concordancia corregido por el acuerdo atribuible

al azar es de 1 en ambos casos, lo cual implicaria un grado de concordancia casi perfecto.

Tabla 10 Tabla de concordancia entre los resultados de H&E y la CK19 Centinela.

H&E : CK 19 Centinela _ Total
Negativa Positiva
Negativa 6 0 6
Positiva 0 2 2
Total 6 2 8

Grado de acuerdo

indice Kappa

100.0%

1.000
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Tabla 11. Tabla de concordancia entre los resultados de IHQ AE1-AE3 y la CK19 Centinela.

IHQ AE1-AE3 . CK 19 Centinela _ Total
Negativa Positiva
Negativa 6 0 6
Positiva 0 2 2
Total 6 2 8

Grado de acuerdo indice Kappa
100.0% 1.000

4.4, Evaluar la asociacion estadistica entre los factores de interés determinados a
priori (grado de diferenciacién tumoral, estadio tumoral, recidiva, localizacion del

tumor, EMT) con los resultados de expresion de la CK19 en tumor

A continuacion, se presentan las tablas del estudio para establecer la asociacion
estadistica entre los resultados de expresion de la CK19 en tumor con los diferentes

factores de interés:

- Estadio tumoral (pTy pN)

- Localizacion del tumor

- EMT

- Grado de diferenciacion tumoral

- Recidiva

Realizamos el analisis de la asociacion entre variables de dos maneras:

- Tomando la expresion de CK19 como positiva/negativa, variable dicotomica

- Tomando la expresion de CK19 en tumor en términos de porcentaje

4.4.1. Estadio tumoral (pT y pN)

Como se observa en la tabla inferior (tabla 12) , el porcentaje de resultados positivos en
la expresion de CK19 en tumores clasificados con un tamano de T1 es del 17% y del 10%

en los T2.
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Estas diferencias no resultan estadisticamente significativas (p-valor = 0.599).

Al tomar la expresion de CK19 en tumor en términos de porcentaje, se presentan

medianas y p25-p75 (tabla 13).

Las diferencias segin el grado de diferenciacion tampoco son estadisticamente

significativas (p-valor=0.492).

Tabla 12 Frecuencia de expresion positiva de CK19 en tumor segun el estadio tumoral (pT).

CK19 TUMOR
pT - — P-valor
Negativa Positiva
T1 35 (83%) 7 (17%) 0.599
T2-T3 9 (90%) 1 (10%)

Tabla 13 Porcentaje de expresion CK19 en tumor segtin el estadio tumoral (pT).

T n CK19 % TUMOR p-valor
P mediana (p25-p75)
T1 42 0 (0-5) 0.492
T2 8 1.5 (0-5)

T3 2 15.5 (7.75-23.25)
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Figura 38 Diagrama de cajas pT-CK19 TUMOR
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Si estudiamos la asociacion de la expresion de CK19 en el tumor con el estadio cervical

del tumor:

- Sobre el total de 50 pacientes que fueron pNO; en 7(14%) pacientes hubo

expresion positiva de CK19 en el tumor frente a 43(86%) que fue negativa.

- Sobre los dos pacientes pN + hubo uno de cada, 1 tubo expresion y otro no. Poco

valorable dada la baja n.

Estas diferencias no resultan estadisticamente significativas (p-valor = 0.166).

Al tomar la expresion de CK19 en tumor en términos de porcentaje, se presentan

medianas y p25-p75 (tabla 15).

Las diferencias segun el grado de diferenciacion tampoco son estadisticamente

significativas (p-valor=0.116).

Tabla 14 Frecuencia de expresion positiva de CK19 en tumor segtn el estadio tumoral (pN).

CK19 TUMOR
pN = — P-valor
Negativa Positiva
NO 43 (86%) 7 (14%) 0.166
N1-N2 1 (50%) 1 (50%)
Tabla 15 Porcentaje de expresion CK19 en tumor segun el estadio tumoral (pN).
pN n CK19 % TUMOR P-valor
mediana (p25-p75)
NO 50 0 (0-5) 0.116
N1-N2 2 21 (2-40)
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Figura 39 Diagrama de cajas pN0-CK19 TUMOR

4.4.2. Localizacion del tumor

Al analizar la asociacion de expresion de CK19 segun localizacion tumoral no vemos
nuevamente diferencias estadisticamente significativas ni segun frecuencia de
expresion de la CK19 (p-valor = 0.107) ni segun porcentaje de expresion (p-valor =

0.251).

Al tomar la expresion de CK19 en tumor en términos de porcentaje, se presentan

medianas y p25-p75 (tabla 17).

Tabla 16 Frecuencia de expresion positiva de CK19 en tumor segun la localizacion.

. CK19 TUMOR

LOCALIZACION - " P-valor
Negativa Positiva

Labio Inferior 21 (91%) 2 (9%) 0.107

Lengua 15 (88%) 2 (12%)

Mucosa oral 2 (100%) 0 (0%)

Paladar duro 1(100%) 0 (0%)

Suelo de boca 4 (50%) 4 (50%)

Trigono retromolar 1 (100%) 0 (0%)
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Tabla 17 Porcentaje de expresion CK19 en tumor segtin la localizacion.

. n CK19 % TUMOR
LOCALIZACION mediana (p25-p75) P-valor
Labio Inferior 23 0 (0-5) 0.251
Lengua 17 0 (0-5)
Mucosa oral 2 0
Paladar duro 1 0
Suelo de boca 8 22.5(0-45)
Trigono retromolar 1 0
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Figura 40 Diagrama de cajas LOCALIZACION TUMORAL-CK19 TUMOR
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4.4.3. EMT

En 2 pacientes no se recogio correctamente el EMT, por eso vemos que la n es de 50.

Como se observa en la tabla 16, no se observan diferencias significativas entre los
valores de EMT segun si la expresion de CK19 en el tumor fue positiva o negativa (p =
0.968). Si se toma la variable expresion de CK19 en el tumor en porcentajes se aprecia
que la correlacion entre ambas es positiva pero no significativa (Rho de Spearman =

0.262, p-valor = 0.066). Es decir, a medida que aumenta el EMT aumenta la expresion.

Tabla 18 Valores que toma la variable EMT en funcién de las categorias de CK19 TUMOR.

CK19 TUMOR n EMT P-valor
Negativa 42 3(1-4) 0.968
Positiva 8 3.75 (1-4.5)

EMT

[ Negativa [ Positiva

Figura 41 Diagrama de cajas EMT-CK19 TUMOR
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4.4.4, Grado de diferenciacion

Como se observa en la tabla 17 el porcentaje de resultados positivos en la expresion
de CK19 en tumor son 33% en los tumores pobremente diferenciados, 29% en los
moderadamente diferenciados y 12% en los bien diferenciados. Estas diferencias no
resultan estadisticamente significativas (p-valor = 0.356).

Al tomar la expresion de CK19 en tumor en términos de porcentaje, se presentan
medianas y p25-p75 (tabla 20). Las diferencias segun el grado de diferenciacion tampoco

son estadisticamente significativas (p-valor=0.264).

Tabla 19 Frecuencia de expresion positiva de CK19 en tumor segtin el Grado de diferenciacion

- CK19 TUMOR
GRADO DE DIFERENCIACION - — P-valor
Negativa Positiva
Bien diferenciado 37 (88%) 5 (12%) 0.356
Moderadamente o o
diferenciado > (71%) 2 (29%)
Pobremente diferenciado 2 (67%) 1(33%)

Tabla 20 Porcentaje de expresion CK19 en tumor segun el Grado de diferenciacion

GRADO DE DIFERENCIACION n CK]_'Q % TUMOR P-valor
mediana (p25-p75)

Bien diferenciado 42 0 (0-5) 0.264

Moderadamente 7

diferenciado 0(0-50)

Pobremente diferenciado 3 5 (0-85)
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Figura 42 Diagrama de cajas GRADO DE DIFERENCIACION-CK19 TUMOR

4.4.5. Recidiva

Como se observa en la tabla 19 sobre los pacientes que presentaron recidiva, sea local

o cervical, que fueron 3 en ninguno de ellos hubo expresion de CK19 en el tumor.

El estudio de la asociacion de las diferencias de expresion de CK19 sobre los que no

recidivan no aporta significado en este sentido.

Tabla 21. Frecuencia de expresion positiva de CK19 en tumor seglin presencia de recidiva.

CK19 TUMOR
RECIDIVA . " P-valor
Negativa Positiva
No 41 (84%) 8 (16%) 0.477
Si 3 (100%) 0 (0%)

Tabla 22. Porcentaje de expresion CK19 en tumor segun presencia de recidiva.

n CK19 % TUMOR
RECIDIVA mediana (p25-p75) P-valor
No 49 0 (0-5) 0.785
Si 3 0(0-5)
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5.DISCUSION



El carcinoma de cavidad oral en 2022 se posicidn a en el puesto de decimosexto a nivel
global en cuanto a incidencia y en el decimoquinto en cuanto a mortalidad, por lo que
representa un porcentaje importante del cancer mundial, siendo el tumor maligno mas

frecuente del tracto aerodigestivo superior. !

El tabaco y el alcohol, ademas de ser la etiologia fundamental de esta enfermedad, son

los factores medioambientales mds preocupantes en la salud publica.

El CECO se caracteriza por una progresién natural de la enfermedadhacia los ganglios
linfaticos cervicales (enfermedad regional). La estadificacién correcta de la extensiéon
ganglionar cervical, supone el factor de mayor valor prondstico en cuanto supervivencia
y ocurre en el 20-30% de los tumores en estadios precoces, implicando un descenso

significativo en la esperanza de vida.

La estadificacidén estandar incluye tanto la exploracion fisica clasica como técnicas de

imagen, generalmente TAC, PET-TAC, ecografia, o RMN.

A pesar de un diagndstico clinico-radioldgico de NO, la prevalencia de afectacién linfatica

oculta se estima entre el 20-30%.13°

La consecuencia de la no deteccién de metdstasis cervicales ocultas aumenta el riesgo
de recurrencia y disminuye la supervivencia a 5 afios desde el 82% al 53%.132 Por todo
esto la decision de qué tratamiento cervical realizar se ha convertido en un tema

controvertido.

En la actualidad el vaciamiento cervical es considerado la opcidén terapéutica de
eleccion. Sin embargo, el 70-80 % de los cuellos NO clinico-radiolégicos no presentan
metastasis cervicales en el estudio histopatoldgico posterior, pudiendo considerarse la

diseccion cervical en estos casos como un sobretratamiento.

La biopsia selectiva del ganglio centinela (BSGC) es una técnica con baja morbilidad, que
trata de confirmar de forma mas certera y menos invasiva la existencia de metastasis
cervical, basandose en el examen de la primera estacion de drenaje linfatico del tumor
primario. La BSGC se posiciona como una solucién intermedia entre la actitud

expectante (vigilancia cervical) y la diseccién cervical (con su elevada morbilidad y
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consumo de recursos), ya que es un método diagndstico facilmente asequible, en

comparacion con otros métodos de imagen.

Otra ventaja de la técnica de la BSGC, en comparacidn con la diseccion cervical electiva,
es que permite una evaluacion mas precisa de ese menor nimero de ganglios. Los
protocolos de estudio rutinarios de cada ganglio centinela suponen técnicas de multi
seccionamiento y tincién IHQ utilizando anticuerpos anticitoqueratinas AE1/AE3. Estas
técnicas han permitido revelar pequenos depdsitos tumorales que no se detectaban en

el estudio anatomopatoldgico estandar.

Desde 2002 se incluyen en la clasificacién de la American Joint Committee on Cancer
Control (AJCC) y la Union for International Cancer Control (UICC) el concepto de
micrometdstasis como un depdsito tumoral que esta entre 0,2 y 2 mm, y se reconoce
como una entidad independiente los depdsitos celulares aislados (ITCs), los cuales son
simples células tumorales aisladas o pequefios “racimos” de células tumorales no

mayores de 0,2 mm de didmetro.?%

Por lo tanto, la técnica de la BSGC permite realizar un estadiaje cervical mas preciso que
el estudio patoldgico estandar de toda la muestra de diseccion cervical. En primer lugar
porqgue los cortes son inferiores a los estdndar de 2-3mm que perderian el diagndstico
de micrometdstasis e ITCs. Ademads, la IHQ puede detectar pequefias metdstasis en el 5-

13% de los pacientes que permanecian indetectables por hematoxilina/eosina. 2%

Tras multiples estudios de validacién este procedimiento fue incluido en las NCCN y en
otras guias de practica clinica extendiéndose su uso clinico bajo las indicaciones
establecidas de estadios iniciales. %A pesar de ello siempre ha existido un handicap,
debido a la necesidad de aplicacion de un método rapido y fiable de diagndstico
intraoperatorio. Actualmente la IHQ (IHQ) se presenta como el gold standard, pero
precisa de 1-2 dias para su procesamiento e imposibilita su uso intraoperatorio. Este
método intraoperatorio evitaria una segunda cirugia, con sus costes asociados, retraso
de tratamiento, posibilidad de complicaciones y aumento de morbimortalidad del

paciente.
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Por ello, muchos de los estudios recientes en este aspecto se han centrado en la

busqueda de un método fiable, preciso y rapido para su uso intraoperatorio.

Este estudio se disefia con el objetivo de estudiar el Unico marcador viable hasta la
fecha, para ser usado de manera rapida intraoperatoria a través del estudio de

amplificacién en un solo paso de acidos nucleicos (OSNA) que es la CK19.

Tras varias publicaciones que presentaban expresiones muy variables y que no se
realizaban bajo los criterios clinicos de aplicacién de la técnica de BSGC, que finalmente
seria su aplicacién, decidimos realizar un estudio en nuestro centro sobre este marcador

bajo las condiciones de uso clinico.

En el Servicio de Cirugia Oral y Maxilofacial del Hospital 12 de Octubre, se comenzd a
realizar la técnica de ganglio centinela en Enero de 2014 y ante la limitacion en la
precision diagndstica del analisis de las micrometastasis cervicales basados en la
literatura internacional y con el objetivo de avanzar en el estudio de un método
intraoperatorio de estudio del ganglio centinela, a principios de 2015 el equipo
investigador del presente trabajo disefid este estudio de evaluacion de la CK19 como
marcador, con la colaboracidn fundamental del servicio de Anatomia Patolégica y de

Medicina Nuclear del mismo centro.

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es dar respuesta a la pregunta:

éEs la CK19 un marcador preciso para la deteccion de metdstasis cervicales en

pacientes con carcinoma epidermoide de cavidad oral en estadios iniciales?

Esta pregunta intenta dar respuesta a su vez a ver si es viable o no, la incorporacidn del
estudio OSNA, basado en la expresion de la proteina CK19 en el procedimiento de la
BSGC sobre los pacientes con carcinoma epidermoide de cavidad oral en estadios

iniciales.

Para poder responder a estas preguntas tenemos que dar respuesta a los objetivos del

estudio y discutir si son congruentes con los hallazgos de la literatura.
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5.1. Estimar la precision diagnostica de la CK19 de la biopsia, en los carcinomas

epidermoides de cavidad oral en estadios iniciales (I-11)

En los estudios de precision diagndstica, se comparan los resultados de una o mas
pruebas, con los obtenidos mediante la prueba diagndstica de referencia sobre el mismo

grupo de pacientes.?%’

El objetivo del estudio de la precision diagndstica de la expresién de la CK19 en la

biopsia, es dar respuesta a las preguntas:

- ¢la expresion de CK19 en la biopsia representa la expresiéon total del tumor?
¢Hay concordancia entre ambas medidas?
- Pero, épor qué es importante esta concordancia para la validacion de la CK19

como marcador?

Si el objetivo es usar la CK19 como marcador histolégico de uso intraoperatorio para la
deteccién de células tumorales en el ganglio centinela, es necesario saber si el tumor
expresa o no CK19. Si no lo expresa o lo expresa en una cantidad pequefia 2% las células
tumorales que este mande al ganglio cervical, si ha ocurrido diseminacién linfatica, se
comportaran de la misma manera que las del tumor, por lo que la CK19 no sera un

marcador valido de estudio.

Si expresan CK19, como minimo en la cantidad consensuada significativa, las células
tumorales del ganglio se comportardn igual y podremos utilizar la deteccién de

expresion de CK19 para estudiarlo.

Por ello de cara a validar la CK19 como marcador valido o no para este propdsito, es

fundamental:

1. Que presenta una alta prevalencia de expresién, tanto en la biopsia como en el
tumor, en la muestra de pacientes.

2. Qué la validez interna de la prueba sea adecuada. Es decir que la sensibilidad y
especificidad de esta prueba sean altas.

3. Que haya una concordancia entre la expresion en la biopsia como en el tumor.

Dado que en el flujo de decision terapéutico de la practica clinica debemos
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decidir, si esta indicado el uso intraoperatorio del estudio de la CK19 sobre los
ganglios centinelas, si la biopsia inicial previa a la reseccién del tumor tiene una
expresion alta. Por lo que la precision diagnéstica de expresién de CK19 en la
biopsia inicial tiene que ser alta para ser representativa de la expresiéon del tumor

completo.

La prevalencia de expresion de CK19 en las biopsias iniciales de los pacientes de la

muestra es del 15.4%.

La prevalencia de expresion de CK19 en el tumor de los pacientes de la muestra es del

15.4%.

En ambos casos hay 8 pacientes de 52 que presentan positividad de expresidon de CK19

tanto en la biopsia como en el tumor.

Esto nos indica una baja prevalencia de expresidn tanto en biopsia como en el tumor.
Esta expresién es extremadamente insuficiente para sugerir que la CK19 podria usarse

de manera generalizada para el CECO en esta indicacion.

La sensibilidad del 50% de la prueba de expresién de CK19 en la biopsia ofrece solo un
50% de probabilidad, de que el resultado en la biopsia sea positivo si realmente tiene
expresion positiva en el tumor. A su vez esta prueba presenta una especificidad mas alta
del 90.9%, indicando que clasifica correctamente como negativas al 90.9% de las

personas con CK19 negativos en tumor.

La prevalencia de expresién de CK19 en la biopsia respecto al tumor es la misma, 15,4%.
Pero si revisamos la concordancia entre resultado positivo/negativo de expresion en
biopsia y tumor, los resultados presentan un grado de acuerdo del 84.6% (44/52). En
15.4% de los pacientes en los que estudiemos la expresion de CK19 no se corresponde
con la expresion real del tumor. Segun el indice Kappa este grado de concordancia seria

moderado.

Al evaluar la concordancia comparando porcentajes de expresion, en vez de

positividad/negatividad, de la CK19 en biopsia respecto al porcentaje de expresion en
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tumor mediante el ICC nos da un grado de acuerdo suficiente seguin la Escala de

Liliequist.

Estos resultados con una expresion muy baja y heterogénea confirman que la CK19
puede detectarse sélo en un subconjunto de tumores primarios. En este sentido, el
CECO difiere del carcinoma de mama, colorrectal o de estémago, todos ellos
adenocarcinomas, donde CK19 OSNA ha sido clinicamente validado demostrando una

prevalencia de expresién mucho mas alta. 208209210211

La sensibilidad baja de la prueba no permite establecer una relacién de causalidad y por
tanto imposibilita realizar una afirmacién positiva ante un resultado positivo de la
prueba. Lo que limitaba la confianza diagndstica de que el resultado de la biopsia

exprese realmente el del tumor y pueda usarse, aunque la sensibilidad sea mas alta.

Entendemos la precisién de una prueba como el margen de error de la estimaciéon. A
medida que aumenta el tamafio de muestra la precision de la estimacion mejora (valor

mas pequeio).

En nuestro estudio tenemos una precision de 0.3, que es bastante alta teniendo en
cuenta que el Kappa se mueve entre 0y 1. Al tener una muestra pequena la estimacion
de la concordancia es imprecisa. La estimacion del Kappa es 0.409 con un intervalo de
confianza muy amplio (IC95% 0.047; 0.804). Es decir que el verdadero valor de la
concordancia de CK19 entre tumor y biopsia puede ser del 5% o hasta casi el 80%. Si
tuviésemos un tamaifo de muestra mayor, podriamos haber acotado mdas estas

estimaciones y por tanto haber sido mas precisos.

Uno de los riesgos de presentar falsos positivos de la técnica de la CK19, aplicado a la
BSGC en CECO, es la presencia de tejido epitelial circundante (glandulas salivales o

tiroides). 212

Se encontraron glandulas salivales ectépicas hasta en 12.1% de las muestras de

diseccion del cuello.?3

Hay bastantes discrepancias en la importancia que se da a este riesgo. Desde estudios

gue consideran que se puede ignorar la influencia de las glandulas salivales ectodpicas
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porgue la expresién de ARNm de CK19 en los tejidos de las glandulas salivales es

extremadamente baja.'”°

Hasta estudios que hablan de necesidad de estudio especifico para eliminar estos
tejidos. Dejando claro que no hubo inclusiones de ganglios linfaticos epiteliales (salival
o tiroides); sin embargo, detallan que en un caso CK19 positivo el tejido de la glandula

salival perinodal se incluyé en la seccion. 214

Algunos reportan hallazgos de expresion fuerte y consistente deCK19 en tejido glandular

ectépico. 21°

En nuestro estudio, en el analisis retrospectivo de todas las muestras de cara al estudio
de CK19 se eliminaron todos los tejidos glandulares que podrian crear FP. Aun asi la
posibilidad de FP la podriamos encontrar sobre todo en los tumores de labio, pero en la
experiencia de los autores del presente estudio, de 23 pacientes con tumor de labio
inferior, la expresidon de CK19 se dio en 7 casos. Siendo negativos 5 de ellos, con un
porcentaje de expresion en el tumor del 2% en 1 de ellos, 5% en 3 de ellos y 25% en 1
paciente. Fueron positivos, con una expresion igual o mayor de 30%, solo 2 pacientes,

con expresiones de 40 %y 60%.

Este problema de falsa positividad de cara al ganglio centinela supone menor
problemdtica, dado que las inclusiones son vistas antes del andlisis en un protocolo
BSGC con multiseccionamiento, pero un FP a nivel cervical puede suponer un

tratamiento innecesario del cuello sin enfermedad ganglionar.

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que informa de la expresiéon de CK19 y
su precisién diagndstica en pacientes con CECO en Espafia. También encontramos que
supone el primer estudio que realiza el analisis de la expresién de la CK19 solo en
estadios iniciales (I-11), bajo las indicaciones de su aplicacién clinica incluyendo el estudio

de concordancia de la expresidon de CK19 entre la biopsia y el tumor.

En nuestra comparativa de resultados en relacion a la bibliografia existente hasta la

fecha de redaccion de este estudio, cabe destacar en primer lugar, que no hay una
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uniformidad de escala de medicidn ni técnica histoldgica para medir la expresién de la

CK19. Esto dificulta en gran medida la comparacion entre resultados.

En cuanto a la escala de medicién de la expresion de CK19 en algunos estudios, la
expresion de CK19 se clasificd utilizando el sistema H, calculado multiplicando Ia
intensidad de la tincién (0-3) con el porcentaje de células tumorales tefiidas (0-100%).

La intensidad de la tincion se calificd como negativa. (0), débil (1), moderada (2) y fuerte

(3) 216 217

En otro grupo de publicaciones utilizan la puntuacién de Allred >2 como positividad. La
puntuaciéon de Allred es un sistema que analiza el estado de expresion de receptores
hormonales. 22> Y posteriormente se califica en una escala de 0 a 8. Cuanto mayor sea la

puntuacion, mds expresion tiene.

Otra tercera escala utilizada para medir la expresién fue la usada por Suzuki et al. en
2016, quienes estudiaron las lesiones primarias extirpadas durante la cirugia para
determinar la expresiéon de CK19 mediante inmunotincién con el anticuerpo monoclonal
RCK108(DAKO, Hamburgo, Alemania). 292 Seglin esta evaluacién utilizando J-score
cuando mas del 1% de las células tumorales fueron inmunotefiidas en el tumor primario,
el patélogo lo consideré positivo para CK19.El mismo criterio se uso sobre el ganglio

centinela. 218

En este estudio decidimos medir la expresion en porcentaje dado que es la medida mas
extendida en Espaiia y en Europa, para la medicién de la CK19 en cancer de mama donde
encontramos el consenso mas validado. Establecemos la positividad de expresion si

presenta un porcentaje de expresion igual o mayor al 30%. 2%

En cuanto a la expresidn hay un importante debate sobre los grados de expresiéon de la
CK19 en CECO, con grados que oscilan entre 29% y 100%. A continuacidn, realizamos
una revision de los principales articulos que estudian esta expresién estudiada sobre

CECO.
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Hamakawa et al.12 encontraron que la tasa de proteina CK19 positiva fue del 66,7% en

el tejido de CECO, pero sélo el 24% fue designado como de intensidad de tincion fuerte.
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Nie et al.13 encontraron una tasa de positividad del 100% de la proteina CK19 en tejido

de CECO. 2

Vora et al.5 encontraron que la tasa positiva de la proteina CK19 era solo del 29% en las

células escamosas de la lengua. 220

Yamauchi et al. revisé a 17 pacientes con T1/T2, NO con carcinoma epidermoide
lingualque fueron tratados quirldrgicamente. *?'Evaluaron la expresién de varios
marcadores CK19, CK903, p63, CK8/18 y AE1/AE3. Reportando una expresion débil e
irregular de CK19 y CK8/18. Estableciendo el p63 y el AE1/AE3 como mejores

marcadores de utilidad clinica.

Suzuki et al. en 2014estudié 21 tumores primarios de carcinoma epidermoide de cabeza
y un total de 54 ganglios linfaticos cervicales. 2°2 Evidencié que la CK19 no es marcador
celular epitelial altamente expresado en todos los pacientes con carcinoma epidermoide

de cabeza y cuello con una tasa de expresiéon del 43%.

Un estudio de 2022 evalué la expresidn de CK19 utilizando la puntuacién H informd que

el 29,9% de sus pacientes con CECO tenian una expresion alta de CK19. 2%/

Rahadiani et al en 2023 publicd la evaluacién de la expresion de CK19 que reveld que 45
pacientes (73,8%) tenian expresion baja de CK19 mientras que 16 pacientes (26,2%)
tenia alta expresion de CK19. La mediana de la puntuacién H fue 69,8 y la puntuacion H

minima fue 0y la puntuacion H maxima es 300. 216

Otros estudios con diferentes escalas para esta evaluacidén informaron expresiones de

CK19 positivas de 31,8%, 56%, 58%, 62,2%, 90,9% y 100%. 184222 223224225 226

También gran parte de las discrepancias de porcentaje de expresién viene de las

diferentes técnicas de medicién empleadas.
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En nuestro estudio utilizamos una misma técnica, detallada en la seccién de disefio del
estudio, para el estudio tanto de la prueba de referencia de citoqueratinas AE1-AE-
como de la CK19 que es la IHQ, que es la técnica estandar, mas usada en la practica

clinica y también la mas recogida en la bibliografia.

Dado que el OSNA, como explicamos en la parte de introduccién, es una técnica
molecular que permite detectar el ARN mensajero de la CK19 mediante PCR, esto ha
producido que en diferentes estudios se estudie no solo la expresién de proteinas de la

CK19 sino también su ARN mensajero con diferentes técnicas.

En 2007 Zhong LP et al. investigaron la expresion de CK19 en el tejido del CECO de 33
pacientes asi como su correlacién con el grado de diferenciacién patoldgica y el
prondstico.’®3Cada muestra la dividieron en 2 partes, una para la deteccién de la
proteina CK19 mediante IHQy la otra para la estudio de CK19 ARNm mediante cadena
de polimerasa con transcriptasa inversa fluorescente en tiempo real reaccion (RT-
PCR).La tasa de positividad de CK19 en tejido canceroso fue del 90,9% (30 de 33)
detectada mediante IHQ. La expresion de ARNm de CK19 estudiado mediante RT-PCR,

fue 2,21 veces mayor que en tejido distante (P0.020).

En 2016, posterior al disefio de este estudio Shaw et al. publicaron el estudio de dos
cohortes: una de ellas eran 43 pacientes cT1no y cT2NO es decir paciente con indicacién
de realizacién de ganglio centinela. 214Y una segunda cohorte 87 que la mayoria de ellos
fueron cT3-T4. En este estudio se realizé el andlisis de expresién de CK19 con diferentes

técnicas: gRT-PCR, ARN hibridacion in situ (ISH) e IHQ, asi como OSNA.

En la cohorte 1, de 43 tumores primarios cT1/T2NO analizados con IHQ la CK19, 21
(48,8%) fueron positivos. Cuando se realizé el andlisis con CK19 RNA ISH 29/39 (74,4%)
fueron positivos. CK19 IHQ fue concordante con CK19 RNA ISH en 26 de 39 casos
(66,7%). Para ambas pruebas, la tincion fue generalmente débil y heterogénea. De los
13 resultados discordantes, 9 fueron positivos en RNA ISH y negativo en IHC, lo que

refleja una mayor sensibilidad del ARN ISH.
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En relacién al centinela, CK19 IHQ y CK19 RNA ISH fueron concordantes en 6 de 8 casos
con metastasis en ganglios linfaticos. Ninguno de los ganglios linfaticos sin evidencia de

metastasis de carcinoma (n = 26) expresé CK19.

En el estudio de ARNm de CK19 mediante qRT-PCR. 18 de 26 (69%) tejidos tumorales
primarios cT1/T2NO fueron positivos para ARNm de CK19 mediante qRT-PCR. CK19
gRTPCR fue concordante con IHQ en 16 de 26 casos (62%) y con CK19 RNA ISH en 13 de
22 casos (59%).

En la cohorte 2 de 87 muestras de tumores primarios analizadas finalmente se pudo
estudiar la CK19 sobre 76 muestras de tumores, 61 (80%) fueron positivas para ARNm
de CK19 por OSNA, sin correlacidn para el estadio del tumor o la localizacion del tumor

primario.

Para investigar la técnica del OSNA se extrajo el ARNm de los tejidos OSNA de las 87
muestras fue sometido a qRT-PCR. Se excluyeron cuatro muestras basadas en los bajos
niveles de ARN. De estas 83 (67%) fueron positivas para CK19, mostrando concordancia

con los datos de OSNA en 70 de 81 (85%) de los casos.

Los resultados finales de ambas cohortes demostraron que la expresion del ARNm de
tumores primarios de CECO es del 60-80%, mientras que la expresidn de proteinas (ISH,
IHQ) se observd en sélo el 50% de los tumores. La discordancia entre diferentes técnicas
indicé que OSNA era mas sensible que qRT-PCR o RNA-ISH, que a su vez eran mas

sensibles que IHQ.

Un afio mas tarde en 2017 publicaron este articulo sobre 207 pacientes donde
estudiaron la expresiéon IHQ de la CK19. 2%°En este estudio se entiende que, de los 207
pacientes, 97 estaban clasificados como estadios tempranos (I-1l) y 66 de esos 207
presentaban afectacién cervical, por lo que ya se consideran estadios avanzados (llI-IV).
También, como en nuestro estudio, tuvieron que eliminar pacientes (36) por

insuficiencia en el tejido para determinar estudio de la expresion de CK19.
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La expresion de CK19 varido ampliamente entre los diferentes CECO. La puntuacién
media para el tumor primario fue de 2,7 (rango 0-8) y para las metastasis ganglionares

fue de 4,0 (rango 0-8).

El 44% (94/207) de los tumores primarios en total y el 39% (38/97) incluyendo solo los
estadios iniciales fueron positivos para expresién de CK19, ambas expresiones mayores

gue la evidenciada en nuestro estudio.

La expresion en nuestro estudio (15.4%) es la menor respecto a otros estudios. Creemos
que esto se justifica en primer lugar por un tamafio muestral pequefio y
fundamentalmente porque soloincluye tumores de estadio temprano(l-11) siendo el 81%
de ellos T1. Estos tumores son de un tamano pequefio menores de 2 cm(T1), por lo que
puede condicionar que la expresién sea menor de 30% y con el crecimiento del tumor
aumenta. A posteriori en el ultimo objetivo estudiaremos si la expresién de CK19 tiene
relacion con factores prondsticos como la diferenciacidn, tamafio o EMT. Pero como ya
hemos visto en los estudios revisados previamente los estadios avanzados siempre

presentan expresiones de CK19 mas altas.

También la técnica histoldgica usada fue la de IHQ, que como hemos podido revisar es
la menos sensible, pero es la usada en la prdctica clinica y la que se encuentra a
disposicion en nuestro centro. El resto de técnicas requeririan financiacién econdémica

con la que no contaba este estudio.

Como conclusidn, tanto los resultados de este estudio, como la bibliografia existente
hasta la fecha muestran una expresion de CK19 no lo suficientemente alta ni uniforme
como para convertir la CK19 en el un marcador fiable para el estadiaje ganglionar de uso

generalizado y rutinario.

Inicialmente en la gran mayoria de los estudios no indican si de cara a la aplicacidn clinica
del OSNA, exigian una expresién minima en la biopsia de cara a su aplicacion. De hecho,
cred una gran controversia la publicacidon de dos estudios japoneses que aplicaban la
técnica del OSNA sin un estudio previo de la expresidon del tumor y con muy buenos

resultados de precisidon diagndstica sobre el centinela.
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Goda et al en 2012, encontrd una precision del 94% por ganglio y 94% por paciente. 17

Matsuzuka et al. también en el mismo afio publicaron un VAN del 95,9% en carcinoma

epidermoide de cabeza y cuello. *1

Ambos estudios se llevaron a cabo en una poblacién japonesa con variedad de estadios
clinicos y diferentes localizaciones de cabeza y cuello. Debido a que el estudio con
ganglio centinela esta validado solo para uso en pacientes cT1-T2 NO de cavidad oral

(NCCN y NICE) estos estudios no reflejan la poblacién objetivo en cuestion.

Posteriormente a estas publicaciones debido a las debilidades detectadas varios
proyectos si comenzaron a estudiar la expresién de ck19 del tumor y sugerian la
necesidad de una expresion minima de cara al uso de la CK19 como marcados sobre el

centinela.

Suzuki et al. en 2016 compararon la sensibilidad y especificidad del OSNA en pacientes
con tumores CK19 positivos y negativos. 2°2Compararon el OSNA tomando como prueba
de referencia la H&E, dato que nos parece insuficiente al no incluir un estudio de IHQ
siendo un estudio sobre ganglios centinelas. En pacientes con una lesion primaria CK19
positiva por inmunotincion, la sensibilidad y especificidad del OSNA fue del 86% vy del
100%, respectivamente. En comparacion con pacientes con tumores CK19 negativos,
donde la sensibilidad y especificidad de la fue de 50% y 97%, respectivamente. Es decir,
la precision del OSNA, fue mayor en los pacientes con tumores CK19 positivos respecto
a los negativos. Este hallazgo sugiere que el estudio de expresién de CK19 previo es un
requisito necesario para detectar metastasis en los ganglios linfaticos mediante el

método OSNA.

Noorlang et al. en una tentativa de preseleccionar pacientes en funcion de la expresidon

de CK19 estudiaron la homogeneidad de la expresién de CK19 en el tumor primario.

Se encontrd una alta consistencia de la expresion de CK19 dentro del tumor, lo que
indica que una la biopsia del CECO se puede utilizar para determinar la expresion de

CK19 de todo el tumor primario. 2*°
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En el disefo de este estudio, contando con los especialistas del servicio de Anatomia
Patoldgica, creimos indicado afiadirlo bajo la justificacion (dado que no hay protocolo
en el CECO) no solo de bibliografia existente sino de que en el resto de carcinomas donde
estd validado la técnica del OSNA se realiza a pesar de que las prevalencias de expresién

son mucho mds altas del 95% como es el caso del carcinoma de mama. 191227

No aplicar este requerimiento de expresidon minima sobre la biopsia y en consecuencia
sobre el tumor aumentaria el nimero de falsos negativos. En el estudio de Shaw et al.los
resultados del OSNA, mostraron expresion de CK19 en el 80% de los casos primarios,
por lo que si se utiliza para el diagndstico del estudio de metastasis de ganglios linfaticos,
podrian dar lugar a un resultado falso negativo en el 20% de los casos donde serian
negativos, pero por falta de expresién también en el tumor primario. !4 Dato que es
inadmisible de cara a la aplicacién de cualquier prueba diagndstica y mas en su

aplicacién en oncologia.

5.2. Estimar la precisidon diagnostica de la CK19 para la deteccion de metastasis en el
ganglio centinela de los carcinomas epidermoides de cavidad oral en estadios

iniciales(l-11)

De caraalavalidacién de la CK19 para uso en el CECO en estadios iniciales, no solamente
debiamos analizar su prevalencia de expresidén y su concordancia respecto al tumor,

realmente hasta aqui solo hemos llegado a analizar los requisitos previos a su aplicacidn.

El objetivo del uso de la CK19, en forma del estudio OSNA, fundamentalmente recae en

la capacidad de esta en diagnosticar las células tumorales en el ganglio centinela.

Para ello estudiamos también la precision diagndstica de la CK19 sobre el centinela
comparandolo con dos pruebas de referencia a nivel histopatoldgico, la H&E y la IHQ

AE1-AE3.

En el estudio que presentamos, hay dos limitaciones importantes:

1. Por un lado, la baja expresion de CK19 en la biopsia y en la pieza tumoral

postquirdrgica, supone una limitaciéon del estudio.
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2. Porotro el acotamiento del tipo de tumor y estadiaje reduce el tamafio muestral,
y esto lo demuestra el presente estudio, que pese a realizarse en un centro de
referencia nacional en patologia maxilofacial, Unicamente se han reclutado 52

pacientes en un periodo largo de tiempo (7 afos).

Dado que la expresion positiva de 15.4% se corresponden solo a 8 pacientes, se realizd

el estudio de la expresion de CK19 de los ganglios centinelas de este grupo.

De manera global se estudiaron 124 ganglios centinelas en el total de los 52 pacientes.
En estos 124 ganglios el protocolo de estudio histoldgico de ganglio centinela estaba
hecho, pero se revisaron de manera retrospectiva para completarlo en algun caso que

no estaba hecha la AE1-AE3.

Sélo en 19 de éstos 124 ganglios, en estos 8 pacientes donde la biopsia de CK19 fue

positiva, se realizé el estudio de la expresion de CK19.

De estos 8 pacientes, en 2(25%) de ellos la CK19 fue positiva en el centinela. De estos 2
pacientes, en uno de ellos se resecd 2 ganglios centinelas y solo en uno de ellos hubo
expresion para CK19 y en el otro paciente se resecaron 3 ganglios centinelas de los

cuales 2 tuvieron expresion de CK19.

La importancia de esto es la comparativa respecto a la prueba de referencia, que

establecemos dos, la H&E y la IHQ.

La sensibilidad del estudio CK19 en el ganglio centinela es del 100% porque los 2
pacientes que presentaron los 3 ganglios con metastasis cervicales, segin ambas

pruebas de referencia, fueron correctamente diagnosticados por la CK19.

Lo mismo con la especificidad de la prueba que tiene una probabilidad del 100%, porque
el resto de pacientes que fueron negativos segin CK19 también lo fueron por las

pruebas de referencia.

Por ello la concordancia tiene un grado de acuerdo del 100%.

Paraddjicamente en la muestra de los 52 pacientes, los Unicos dos pacientes que

presentaron afectacidn cervical fueron estos dos que también presentaron expresién de
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CK19. Se podria pensar que hubo falsos negativos pero el seguimiento mostré que sélo
un paciente presento afectacidn cervical a posteriori y fueron 15 meses posterior a la

primera cirugia de BSGC.

No se estudia la expresidn de CK19 en el resto de ganglios centinelas a parte de esos 19
debido a que el andlisis, ya hecho previamente y revisado en el estudio
retrospectivamente, de IHQ con las citoqueratinas AE1-AE3 detecta la mayoria de las
citoqueratinas humanas, especificamente el anticuerpo AE1 inmunorreacciona con un
antigeno presente en la CK19 entre otras. Por lo que si los ganglios centinelas han sido
negativos para AE1-AE3 se asume negatividad para expresion de CK19 no aportando

mas informacion de cara al estudio.

Los dos pacientes que tras el estudio histolégico de la diseccion cervical fueron N +,
presentaron una expresion de CK19 en la biopsia de 40% y 90% y de 40% y 20% en el
tumor respectivamente. Los resultados de este segundo paciente son sorprendentes,
dado que la biopsia presenta una expresidon muy alta considerandose positiva, pero

sobre el tumor al tener solo un 20% de expresidn se consideraria negativa.

No podemos extrapolar los datos y establecer conclusiones sobre la expresiéon de un
paciente aislado, pero el resultado si muestra que la expresidn de CK19 puede ser
parcheada y no homogénea en todo el tumor, cosa que dificulta ain mas su uso de
manera rutinaria generalizada. Algun estudio de los revisados anteriormente hablaba
de la alta consistencia de expresién dentro del tumor. 2*°Pero la gran mayoria reporta

expresiones heterogéneas.61 221

También esto puede estar justificado por el tipo de muestra del presente estudio,
tumores de un tamafo pequefio en que la biopsia inicial, puede representar gran parte
del tumor y el tumor remanente extirpado en la cirugia resectiva representar un

porcentaje menor de este.

La mayor debilidad de este estudio frente otras publicaciones similares, viene
determinada por el criterio de inclusidn de pacientes en estadios iniciales, pero también

su mayor fortaleza en parte es ésta, dado que en la practica clinica la aplicacion de la
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BSGCy por ellos del OSNA como estudio intraoperatorio del ganglio centinela, solo esta

indicado en estos pacientes.

La precision diagndstica de la CK19 de cara a la deteccion de metastasis cervicales en
nuestro estudio es alta, pero sobre una muestra extremadamente pequena. Por lo que
mas que nunca es necesario revisar el resto de bibliografia publicada para establecer

unas conclusiones al respecto.

Tras una revision meticulosa de las publicaciones existentes hasta la fecha cabe

mencionar en este apartado 4 estudios.

Los tres primeros todos japoneses, dos de ellos de publicaciéon previa al disefio de este
estudio, con resultados a favor de la validez del marcador CK19 en CECO eran
prospectivos. Los tres realizaron un estudio sobre los ganglios cervicales, dividiéndolos
en diferentes porciones para su estudio o por OSNA o por la prueba de referencia
establecida que podia ser la H&E, inicamente en uno de ellos, asociada en los otros dos

alas IHQ AE1-AE3.

Es importante destacar que la amplificacion de acido nucleico de un solo paso (OSNA)
utiliza todo el centinela para su analisis, no quedando material para el diagndstico de
rutina histopatoldgico posterior. Esto conlleva que esta técnica requiere de una alta
sensibilidad y especificidad porque las consecuencias de un diagnédstico falso negativo
son clinicamente inaceptables. Por ello los tres estudios presentan comité de ética
aprobado, dato que ha sido muy comentado en reuniones cientificas a posteriori,
porque se aceptaba estudiar parte del ganglio solo por OSNA, una técnica no validada
hasta la fecha en CECO, sin compararlo con la prueba de referencia presentando el
riesgo de presentar células tumorales aisladas, micro o macrometastasis que sdlo

estuviesen incluidas en esa seccion del ganglio.

Como las muestras incluian todo tipo de estadios, los ganglios estudiados no solo fueron
centinelas sino también ganglios cervicales elegidos al azar dentro del vaciamiento

cervical para el estudio de OSNA.
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En el primer estudio publicado de los tres 312 ganglios linfaticos de 65 pacientes fueron
investigados tanto por OSNA como por H&E e IHQ. 9 La sensibilidad y la especificidad
en este estudio fueron muy altas, de 86.9% (53/61) y 96% (241/251), respectivamente.
La concordancia general para esta fase técnica fue 94.2%. Hubo 8 ganglios linfaticos FN

y 10 FP.

En el segundo estudio publicado por Matsuzuka T et al intentan dar respuesta a otra
limitacion del OSNA al aplicarlo al CECO. Y"*El resultado del OSNA se da en copias de
RNAmM. En mama esta establecido un sistema que clasifica la expresion como ARNm de
CK19 menos de 250 copias/LL es designado como (+); un nivel entre 250 y 5,000
copias/LL como (++); y un nivel superior a 5,000 copias/LL como (+++). Por lo que en
funcién de ese sistema la validez interna de la prueba puede variar. En mama se
establece la positividad de la expresidn en un nivel de 250 copias de 250. Si se continua
con este criterio para la clasificacién del OSNA, la sensibilidad de esta clasificacidn fue
76.5 % y la especificidad fue del 100 %. Pero si se cambia la positividad a 131 copias,
segun los autores el punto donde la deteccién era éptima en CECO; la sensibilidad

aumenta hasta 82.9, disminuye ligeramente especificidad 99.3%.

Usando el punto de corte de 131 copias se observaron siete casos discordantes entre
OSNA y diagnéstico histopatolégico, de los cuales seis fueron patolégicamente positivo
para metdstasis pero negativo en OSNA, es decir FN, mientras que uno fue

patolégicamente negativo para metdstasis y positivo en el ensayo OSNA, es decir FP.

En el tercer estudio es interesante cémo divide la validez interna de la prueba en funcién
de la positividad o negatividad de la expresion de CK19 en el tumor. En negativo la
prueba de referencia usada sélo es la de la H&E y no la IHQ. En el grupo de lesiones
primarias CK19 negativa, la sensibilidad y la especificidad del OSNA contra la H&E fue

del 50% y 97%, respectivamente.

La sensibilidad y especificidad en el grupo de CK19 positiva ascendié a 86% y 100%

respectivamente.

En el grupo de lesiones primarias CK19 positivas 1 ganglio linfatico tuvo resultados

discrepantespara metastasis entre la tincion de H&E (positivo) y OSNA (negativo).
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Hubo dos causas principales de discordancia entre resultados. El primero ya comentado
el estudio del ganglio por secciones y la posible localizacion de los focos en diferentes
porciones. Y otro la baja o ausencia de expresién de ARNm de CK19 en el tumor. A esto
los autores responden que al estudio de OSNA, se deberian afiadir otros marcadores
ademads de la CK19, sugiriendo algunos de los estudiados por Ferris et al. para aumentar

la precisidon diagndstica de la prueba.'’?

Si comparamos los valores se sensibilidad y especificidad frente a los del presente
estudio. En todos vemos que los valores de especificidad son mas altos que los de
sensibilidad. Es decir, clasifica con mas seguridad a los ganglios negativos que a los
positivos, siendo el riesgo de FN mayor que el de FP. En una prueba de aplicacién
oncoldgica, especificamente en este caso de aplicacion sobre el diagnéstico de
metastasis cervicales, esta implicacion es grave y negativa dado que mas pacientes
serian diagnosticados como negativos, aunque si presentan enfermedad, no siendo

tratada y empeorando el pronéstico del paciente y su supervivencia.

En el tercer estudio ninguno de los pacientes con una lesidon primaria CK19 negativa
presentd ganglios linfaticos positivos, por lo que los ganglios linfaticos positivos para
CK19 se encontraron sélo cuando las lesiones primarias también fueron positivas.
202Estos resultados sugieren que el OSNA ofrece un potencial de diagnéstico similar al
del diagndstico histopatoldgico sobre el ganglio en pacientes con una lesion primaria
CK19 positiva. Que es extrapolable a los resultados de nuestro estudio, limitados por

nuestro pequefio tamafio muestral.

Hasta ahora la Unica opcién de estudio intraoperatorio valido rapido de aplicacién clinica
hasta la fecha, exceptuando el OSNA, es la seccidon congelada intraoperatoria que
presenta una sensibilidad de 60-70 % en pacientes con HNSCC, principalmente como

resultado de la no posibilidad de detectar micrometdéstasis. 228

En el cuarto estudio publicado en el ultimo de los cuatro, Noorlag R et al. describié que
el 65% (43/66) de las metastasis en los ganglios linfaticos fueron positivos para
expresion de CK19. 21> Se detectaron 18 de las metdstasis ocultas en los ganglios
linfaticos que fueron positivas para CK19 56% (10/18). Sin embargo, la correlacién que
encontraron entre el tumor primario y las metastasis de los ganglios linfaticos en el CECO
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no era adecuada; sélo alrededor del 80% de los tumores primarios positivos para CK19

tenian expresiones detectables.

5.3. Evaluar la asociacidon estadistica entre los factores de interés determinados a
priori (grado de diferenciacion tumoral, estadio tumoral, recidiva, localizaciéon del

tumor, EMT) con los resultados de expresion de la CK19 en tumor

En nuestro estudid no se observé diferencias estadisticamente significativas de la
expresion de CK19 comparandolo con ningun factor de interés estudiado; ni tamafo

tumoral, ni estadiaje cervical, ni localizacion.

En cuanto a la diferenciacién del tumor tampoco se observd una asociacion estadistica
(p-valor = 0.356) pero si habia una correlacién negativa, es decir, a menor diferenciacion
del tumor el porcentaje de pacientes con expresidn positiva de CK19 aumenta, es decir
33% en los tumores pobremente diferenciados, 29% en los moderadamente

diferenciados y 12% en los bien diferenciados.

Algo similar observamos al compararlo con el EMT. Tampoco se observan diferencias
significativas entre los valores de EMT segun si la expresion de CK19 en el tumor fue
positiva o negativa (p = 0.968). Si se toma la variable expresiéon de CK19 en el tumor en
porcentajes se aprecia que la correlaciéon entre ambas no es significativa aunque esta
cerca de estarlo (Rho de Spearman = 0.262 con p-valor = 0.066) pero si es positiva, es

decir, a mayor EMT mayor expresion de CK19.

Estos dos ultimos resultados en cuanto a asociacién de la CK19 con caracteristicas
histolégicas del tumor que marcan prondstico local y regional, son consistentes y

concuerdan con la bibliografia publicada.

Inicialmente la correlacidon entre la expresion de CK19 con la patogenia del tumor vy el
grado de diferenciacién de los CECO no habia sido confirmado. Inicialmentese informé
que los tumores CECO negativos para CK19 siempre estuvieron bien diferenciados,
mientras que tumores CK19-positivos eran pobre o moderadamente diferenciados. *”°
223 Sin embargo, debido al pequefio nimero de muestras, no encontraron diferencias

estadisticamente significativas.
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Segun un estudio realizado por Rejeswari et al, encontré que la expresidon de CK19
estaba elevada en la hiperplasia epitelial oral y asociada, con un aumento grados de
inflamacion en ambos tipos de epitelios.?3° Esta expresion estaba reducida en la displasia

leve y moderada, pero aumentd de manera importante en la displasia severa.

Safadi et al. encontraron un aumento progresivo en la expresion de CK19 con grados
crecientes de displasia en muestras obtenidas de diferentes grados de displasia.
1Ademds también reportd importantes correlaciones entre una mayor expresion de
CK19 y CECO con metastasis a distancia, asi como en estadio IV comparado con otros

CECO sin metastasis a distancia y estadio I-Ill.

Pacientes con pobre diferenciacién CECO y pacientes con CECO en estadio IV mostrando
un mayor porcentaje de expresion alta de CK19 en comparacién con pacientes de otros

grados y etapas. 224

Zhong et al. y Bombeccari et al. también encontraron que la expresidon de CK19 estaba
correlacionada con tumores de mayor grado (moderadamente o poco diferenciados

CECO) 183 223

En 2007 Zhong LP et al. 18 investigaron la expresion de CK19 en el tejido del CECO de 33
pacientes asi como su correlacién con el grado de diferenciacion patolégica y el
prondstico. '83Cada muestra la dividieron en 2 partes, una para la deteccion de la
proteina CK19 mediante IHQy la otra para el estudio de CK19 ARNm mediante cadena
de polimerasa con transcriptasa inversa fluorescente en tiempo real reacciéon (RT-PCR).
La expresion de CK19 se correlaciond significativamente con el grado de diferenciacion

patolégica, tanto en su estudio de IHQ (P 0,002) como RT-PCR (P 0,025).
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6.CONCLUSIONES



La citoqueratina 19 en el carcinoma epidermoide de cavidad oral presenta una
expresion baja y heterogénea, confirmando que sdlo puede detectarse en un
subconjunto pequefio de tumores primarios. (Responde al objetivo secundario nimero

2)

La precisién diagnodstica de la expresién de la citoqueratina 19 de la biopsia respecto al
tumor, no es suficiente para su aplicacidn clinica rutinaria y no podria ser validada bajo

los resultados de este estudio. (Responde al objetivo principal nimero 1)

Los resultados de nuestro estudio apoyan los obtenidos en trabajos previos, donde se
demuestra, que la CK19 ofrece un potencial de diagndstico similar al del diagndstico
histopatoldgico sobre el ganglio centinela en pacientes con una lesién primaria

citoqueratina 19 positiva. (Responde al objetivo principal 2)

No se encontré asociacion estadisticamente significativa de la expresion de
citoqueratinal9 en el tumor con ninguno de los factores pronésticos del carcinoma
epidermoide de cavidad oral estudiados. A pesar de ello y en concordancia con la
bibliografia publicada, la expresion de CK19 tiene una correlacion inversa con el grado
de diferenciacién del tumor y una correlacién positiva con el espesor maximo tumoral.

(Responde al objetivo principal 3)

Bajo los resultados encontrados en nuestro estudio y en concordancia con la literatura
existente, concluimos que la citoqueratina 19 no es un marcador preciso para la
deteccidn de metastasis cervicales en pacientes con carcinoma epidermoide de cavidad
oral en estadios iniciales (I-ll). Por lo que no podemos rechazar nuestra hipétesis de

trabajo y queda confirmada.
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8.ANEXO
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2 Seromas postoperatorios (acumulacion de liquido).
3. Alteraciones secundarias a la cicatriz. gz
ST 5 : Continga al dorso
4 Limitacion leve de la movilidad cervical.
De manera practicamente inhabitual, pueden aparecer las siguientes complicaciones:
1. Reacciones alérgicas a las particulas administradas (extremadamente infrecuente). Hipersensibilidad. Si usted
padece de alergia a alguna sustancia, haganosio saber.
2. Complicaciones asociadas a la inyeccion de anestésico local: alergia al anestésico o alteraciones sensitivas
(inhabitual)
3. Lesiones vasculares o nerviosas (inhabitual).

Alternatlvas

En los pacientes que decidan no se someterse a dicha técnica, y se le realice anicamente la extirpacion del tumor, se hard un
seguimiento clinico y radiol6gico de su proceso tumoral. De esta manera el paciente asume un control de su enfermedad a nivel
cervical menos sensible.

OTRAS CONSIDERACIONES:

Sl preclsa mas Informaclon o alguna aclaracion, no dude en preguntarnos.

DECLARACIONES Y FIRMAS

Declaro que:

- He sido informado de forma comprensible de la naturaleza y los riesgos del procedimiento mencionado, asi como de sus
alternativas.

-  Estoy satisfecho con la informacion recibida. He podido formular todas las preguntas que he creido convenientes y, me han
sido aclaradas todas mis dudas.

- En consecuencia, doy mi consentimiento para su realizacion.

- Sisurgiera alguna situacion urgente, que requiriese algin procedimiento distinto del que he sido informado, autorizo al eguipo
médico para realizarlo sin previo consentimiento.

- Acepto la posibilidad de que el procedimiento sea realizado por médicos residentes tutelados por médicos especialistas del
Servicio.

- Doy ml consentimlento para que, durante la intervencion el cirujano tome las muestras biologicas que considers necesarias
para el estudio de mi proceso, a las imagenes precisas para la adecuada documentacion del caso.

Fecha: .../ [ .. .

Firma del paciente, Firma del médico,

Nombre del representante legal en caso de incapacidad del paciente para consentir, ya sea por minoria de edad, incapacidad legal
o incompetencia, con indicacion del cardcter con que interviene (Padre, Madre, Tutor, efc).

Nombre: D.N.1:
Firma,
Eecha: o e
En calidad de autorizo la realizacion del procedimiento mencionado.

DENEGACION DE CONSENTIMIENTO

Después de ser informado de la naturaleza y riesgos del procedimiento propuesto, manifiesto de forma libre y consciente mi
DENEGACION DE CONSENTIMIENTO para su realizacion, haciéndome responsable de las consecuencias que pueden derivarse
de esta decision.

Motivo

Firma pacients, Firma testigo, Firma médico,

Fecha: . s

Nombre del representante legal en caso de incapacidad del paciente para consentir, ya sea por minoria de edad, incapacidad legal
o incompetencia, con indicacion del caracter con que interviene (Padre, Madre, Tutor, efc.)

Nombre: D.N.L:
Firma,

Fecha: ...

En calidad de deniego la autorizacion para realizar el procedimiento mencionado.
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