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RESUMEN (en espaiiol)

INTRODUCCION:

El carcinoma oral de células epidermoides (COCE) es uno de los mas frecuentes en la poblacion mundial,
se caracteriza por un patrén agresivo, tanto a nivel local como de invasion linfatica.
Hasta la fecha, no existen marcadores suficientemente avalados para la prediccion de progresion a
malignidad en el caso de trastornos orales potencialmente cancerizables (TOPC) ni para establecer el
pronostico en el caso de los COCE.

El papel de quinasa de adhesion focal (FAK), Cortactina (CTTN) y Podoplanina en la carcinogénesis se
ha relacionado con la progresion a malignidad, la invasion tumoral y el desarrollo de metastasis.
MATERIAL Y METODO:

Se ha seleccionado una cohorte de 64 pacientes diagnosticados y tratados por leucoplasias orales con
diagnostico histologico de displasia entre los afios 2000 y 2005 y una cohorte de pacientes diagnosticados
y tratados por COCE entre los afios 1996 y 2006 en el Hospital Universitario Central de Asturias.
Obteniendo de manera retrospectiva datos demograficos, clinicos y patologicos.

En el caso de TOPC se clasifico a los pacientes en funcion de si presentaron o no, transformacion maligna
de la lesion inicial. Se obtuvieron muestras representativas de tejido parafinado del archivo de Anatomia
Patologica del HUCA y se procesaron para su estudio mediante inmunohistoquimica de la expresion de
CTTN, FAK y Podoplanina tanto de las lesiones potencialmente malignizables como de los carcinomas
epidermoides de la cavidad oral.

RESULTADOS:

En TOPC se encontrd sobreexpresion de FAK y CTTN en 27 y 52 pacientes respectivamente. La
expresion de ambas aumenta con el grado de displasia y en aquellos casos que evolucionaron a COCE.
La sobreexpresion de ambas moléculas se asocia significativamente con la progresion a malignidad. La
coexpresion de ambas refleja un riesgo de progresion a malignidad superior del que suponen por separado
y superior al diagnostico histoloégico. Con respecto a podoplanina 22 de 58 pacientes mostraron
sobreexpresion. La expresion de podoplanina mostré asociacion significativa con el grado de displasia y
con el riesgo de progresion a cancer oral.

En COCE la expresion de FAK se asocia significativamente con la presencia de metastasis ganglionares y
peor prondstico. CTTN se asocid con la presencia de segundos tumores primarios. El patron de
podoplanina se asocio con la diferenciacion histologica y con aparicion de segundos primarios. No hemos
encontrado asociacion entre CTTN y podoplanina con la supervivencia.

CONCLUSIONES:

FAK. Cortactina v Podonlanina. muestran asociacion estadisticamente significativa con la progresion
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tumoral con independencia del grado histologico en TOPC.
En nuestra serie, FAK, Cortactina y podoplanina no han demostrado ser marcadores de evolucion ni
pronostico relevantes en la evolucion del COCE.

RESUMEN (en Inglés)

INTRODUCTION:

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is one of the most common types of cancer worldwide. It is
characterized by an aggressive pattern, both locally and lymphatic invasion.

There is a need for accurate biomarkers capable of predicting the risk of malignant transformation of oral
potentially malignant disorders (OPMD) and for establishing the prognosis in the case of OSCC.

The role of focal adhesion kinase (FAK), cortactin (CTTN) and podoplanin in carcinogenesis has been
associated with the progression to malignancy, tumor invasion and the ability to metastasize.
MATERIALS AND METHODS:

FAK, CTTN and podoplanin immunoexpression was analyzed in a cohort of 62 patients diagnosed for
oral leukoplakia that showed epithelial dysplasia between 2000 and 2005, and in a cohort of patients
diagnosed and treated for COCE between 1996 and 2006 in the Hospital Universitario Central de
Asturias. Demographic, clinical and pathological data were retrospectively collected.

Representative formalin-fixed paraffin-embedded sections from archival tissue blocks at HUCA were
immunohistochemically evaluated to investigate the role of CTTN, FAK and podoplanin in both OPMD
and OSCC.

RESULTS:

In OPMD, FAK and CTTN overexpression was found in 27 and 52 patients, respectively. The expression
of both proteins significantly increased with the degree of dysplasia and also in those cases that evolved
to OSCC. Interestingly, patients showing strong coexpression of both proteins exhibited a significantly
higher cancer risk than those with strong expression of each protein or those showing weak to moderate
expression. Regarding podoplanin expression, 22 cases were classified as podoplanin-positive.
Podoplanin expression was found to significantly correlate with the grade of dysplasia, and more
importantly, with increased risk of progression to oral cancer.

In OSCC, FAK overexpression was associated with the presence of lymph node metastasis and a poor
prognosis. Cortactin was associated with the presence of second primary carcinomas. Podoplanin
expression pattern was associated with histological differentiation and a trend was found toward an
association with the development of second primary carcinomas. We found no association between
podoplanin and cortactin expression and patient survival.

CONCLUSIONS:

FAK, CTTN and podoplanin expression frequently increases in early stages of oral tumorigenesis and
more importantly are significantly correlated with are predicting factors for increased cancer risk in oral
premalignant lesions and could be valuable biomarkers for risk assessment of malignant transformation

In our series, FAK, CTTN and podoplanin expression showed no association with evolution and
prognosis in OSCC.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO EN INVESTIGACION EN
CIRUGIA.
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Introduccion

INTRODUCION

Los tumores malignos de la cavidad oral suponen un 4% del total de
tumores malignos del organismo, y de ellos, el 90% corresponden a
carcinomas orales de células escamosas (COCE)1.

Anualmente, mas de 300.000 nuevos casos de COCE son diagnosticados en
todo el mundo?. En Espafia, la incidencia del cancer oral es de 12 a 15
casos/100.000 habitantes/afio en hombres y de 2 a 4 casos/100.000
habitantes/afio en mujeres, y causa entre el 2 y el 3% de todas las muertes
por cancer en nuestro pais3. Ademas, estudios epidemioldgicos recientes
han demostrado un aumento de la mortalidad anual por cancer oral, de un
25% para los hombres y de un 9% para las mujeres, durante el periodo de
1975- 1994, lo que hace que el cancer oral deba ser considerado un
problema de salud publica en Espafia*.

El COCE puede ser precedido por trastornos orales precancerosos, que ya
muestran muchas de las alteraciones genéticas que estan presentes en el
COCE>. La displasia oral es un precursor frecuente del cancer oral con una
progresion a malignidad entre un 6 y un 36%¢.

Se conocen diversos factores de riesgo para el COCE, entre los que
destacan el consumo de tabaco y alcohol. En las personas que fuman
tabaco se producen cambios genéticos que afectan a toda la mucosa
aerodigestiva (cavidad oral, nariz, faringe, traquea, bronquios, pulmones)
y que persisten durante muchos afios, incluso tras abandonar el habito
tabaquico’. El mecanismo mas importante por el que el alcohol puede ser
cancerigeno es por su oxidacién quimica a acetaldehido por accién de la
aldehido deshidrogenasas. El riesgo atribuible de cancer oral debido a la
combinacion de alcohol y tabaco se estima en mas del 80%. Los grandes
fumadores y bebedores tienen un incremento de 38 veces del riesgo de

padecer cancer respecto a los abstemios en ambos productos®. Otros
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Introduccion

factores de riesgo de cancer oral, descritos en la literatura, son el estilo de
vida, la higiene oral deficiente, la dieta pobre en antioxidantes!? o las
infecciones por hongos como la Candida Albicans! o por virus como el
virus del papiloma humano (HPV) 112 13 o el virus del herpes simple

(HSV)14.

Muchos de los estudios en trastornos orales potencialmente
cancerizables (TOPC) estan de acuerdo en que la gravedad de las
alteraciones epiteliales no es suficiente para determinar el riesgo de
progresion hacia la malignidad!>. De ahi la importancia de identificar
marcadores validos del riesgo de progresion de estas lesiones.

La tasa de supervivencia a los 5 afios de los pacientes aquejados de
cancer oral es del 80% en estadios iniciales, del 40% en neoplasias con
extension regional y de menos de 20% para los pacientes con metastasis a
distancia. Y, a pesar de los avances diagnosticos y terapéuticos en este
campo, la supervivencia no ha mejorado en las ultimas décadas'6. Una de
las posibles razones de ello es que el algoritmo de decisidn terapeutico
actual, basado en el sistema de clasificacibn TNM!7 y en el grado de
diferenciacion histolégica, ha demostrado no ser siempre un indicador
pronoéstico satisfactorio. Por lo tanto, hay una acuciante necesidad de
identificar indicadores prondsticos, con el fin de valorar la biologica de las
lesiones en cada paciente concreto. La deteccidon precoz del cancer oral o
de los TOPC en estadios asintomaticos, sugiere no s6lo un aumento en las
tasas de supervivencia sino también una mejora en la calidad de vida como
consecuencia de la realizacién de tratamientos menos agresivos.

El conocimiento de la logica molecular implicada en la
carcinogénesis, proliferacion, crecimiento celular y capacidad invasiva de
las células tumorales ha permitido la identificacibn de marcadores

tumorales en el COCE que podrian ser de utilidad tanto para predecir su
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Introduccion

comportamiento y evolucion clinica, de forma individualizada, como para
desarrollar nuevas estrategias terapéuticas.

En este estudio analizaremos la importancia de la quinasa de
adhesion focal (FAK), la cortactina (CTTN) y la podoplanina como
marcadores de progresion a malignidad de los TOPC y de la podoplanina

como indicador prondstico en el cdncer oral de células escamosas.

31



32



2. MARCO TEORICO






Marco Teorico

MARCO TEORICO

Carcinomas orales de células escamosas (COCE)

Siguiendo la ultima edicion de la Clasificacion Internacional de
Enfermedades de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), Moore et al.18
sugieren que las lesiones asentadas en la porcién movil de la lengua, suelo
de la boca, mucosa yugal, mucosa de los rebordes alveolares superior e
inferior y paladar, deben ser agrupadas bajo la denominaciéon de cancer
oral, y que el cancer de labio, orofaringe y de glandulas salivales deben ser
analizados separadamente.

El carcinoma de células escamosas (COCE) representa entre un 90 y un

95% de todas las lesiones malignas de la cavidad oral?°.

Epidemiologia

El COCE es el undécimo cancer mas comun, representa
aproximadamente el 4% de todos los canceres y ocasiona un 2% de las
muertes por cancer en el mundo?0. La OMS predice un aumento continuo
de esta enfermedad en todo el mundo?!.

Estudios epidemiol6gicos han mostrado que la incidencia del cancer oral
varia significativamente entre zonas geograficas distintas, y entre paises
desarrollados y en vias de desarrollo. Aunque el COCE represente menos
de 5% de los tumores malignos en los paises desarrollados, en India y en el
Sudeste de Asia es la neoplasia mas frecuente, representando entre un 20

y un 50% de todas ellas?2.
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En Estados Unidos (EUA) la prediccion en relacion al cancer oral y
orofaringeo es de aproximadamente 30.200 nuevos casos al afio (20.200
en varones y 10.000 en mujeres), lo que representa un 3% de todos los
canceres en hombres y un 2% en mujeres, permaneciendo estas
estadisticas estables durante afios23.

En Espana el COCE supone entre el 3 y el 5% de todos los tumores
malignos, con una incidencia que varia entre 12 y 15 casos por 100.000
habitantes/afio en los hombres y entre 2 y 4 casos por 100.000
habitantes/ afio en mujeres2% Sin embargo, esta proporcién se estd
modificando en los ultimos afos, existiendo una tendencia hacia el
equilibrio intersexual justificado, en parte, por el mayor consumo de
tabaco y alcohol por parte de las mujeres.

Mas del 90% de los pacientes con cancer oral son mayores de 45 afios,
siendo la edad media de presentacién alrededor de los 60 afios?>.

Si excluimos los labios, la lengua es el lugar mas frecuentemente afectado

(25,1%) seguida, a continuacidn, por el suelo de la boca (10,2%)26.

Etiologia

El COCE tiene una etiologia multifactorial con participacion de factores
intrinsecos al individuo y otros externos.
Entre los factores externos que se han asociado a la apariciéon del COCE

podemos destacar:

* Tabaco: Tanto el habito de fumar como el uso de otras formas de
consumo de tabaco (tabaco de mascar) han sido asociados al cancer
oral?l. Un fumador de 20 cigarrillos tiene un riesgo 6 veces mayor que
un no fumador. Asi mismo, el riesgo de desarrollar un segundo cancer
primario se eleva del 6% en los no fumadores al 40% en los que
continian fumando tras el tratamiento. En cuanto a dosis, el efecto del
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tabaco es dosis-dependiente en relaciéon al tiempo y a la cantidad

fumada?’.

Alcohol: A nivel local, se describen varios mecanismos de
carcinogénesis, como el aumento de permeabilidad por el efecto
disolvente del alcohol sobre las membranas lipidicas, facilitando la
penetracion de carcindgenos a través de la mucosa oral?s. El
acetaldehido, primer metabolito del etanol, ha demostrado en cultivos
celulares su capacidad para interferir en la sintesis y reparacion del
ADN y producir mutaciones puntuales en genes??. El etanol parece
incrementar la produccion bacteriana de acetaldehido de forma dosis
dependiente, con una accidén carcind6gena apreciable a partir del

consumo de 40 gramos de etanol al dia30.

La combinacién alcohol-tabaco tiene un efecto multiplicativo para el
cancer orofaringeo y esta fuertemente asociado al cancer de suelo de
boca y de la lengua. Los sujetos fumadores y no bebedores tienen de 2 a
4 veces menos riesgo de padecer cancer oral comparado con aquellos
que son fumadores y bebedores. El riesgo entre los fumadores, que
ademas son intensamente bebedores, es de 6 a 15 veces mayor que los

que eran abstemios3!.

Agentes infecciosos: Se ha sugerido que varios tipos de infecciones
pueden jugar un papel etiolégico potencialmente relevante en el cancer
oral, bien sean bacterianas como la sifilis, micoticas como la candidiasis
crénica o viricas como el HPV y el virus de Epstein-Barr.

Las proteinas del HPV, especialmente las oncoproteinas E6 y E7 de los
virus de HPV de alto riesgo, interaccionan, con distinto grado de
afinidad, con las células del huésped alterando la diferenciacion epitelial

normal y la apoptosis mediante la estimulacion de la proliferacion
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celular, la sintesis de ADN y la inhibicién de los reguladores del ciclo
celular. La expresion mantenida de dichas oncoproteinas acaba
provocando una inestabilidad gen6mica con mutaciones que pueden
provocar la transformacién maligna. La presencia del HPV ha sido
demostrada en células epiteliales neoplasicas en lesiones in situ,
invasivas y en metastasis en ganglios linfaticos, ademas de su probable
integracion con la estructura genética de algunos de estos tumores32. La
prevalencia de la infeccion por el HPV en las lesiones premalignas y
malignas de la cavidad oral varia ampliamente segun los diversos
estudios, con una prevalencia de hasta un 61,5% en los COCE y de
27,1% en lesiones premalignas33. En una revision sistematica llevada a
cabo por Syrjanen y cols.3* en 2011, se detecté una fuerte asociacion
entre la presencia del VPH, especificamente el VPH 16 y el COCE, con
una Odds Ratio (OR) de 3,98 al hacer la comparaciéon con el grupo

control.

Radiaciones: La radiacion ionizante puede provocar alteraciones en la
cavidad oral de caracter degenerativo como el “nddulo residual de las
radiaciones” que puede ser asiento de un cancer oral. El intervalo entre
la radiacion y la subsecuente aparicion de una neoplasia maligna puede
ser muy largo, y se ha informado de la existencia de tumores que

aparecen en campos irradiados con latencias de hasta 40 afios3s.

Nutricion: Los estados de desnutricion favorecen la oncogénesis. Se ha
sugerido que una dieta pobre en vitamina A y/o vitamina C se asocia a
un riesgo mayor de padecer cancer oral. Los cromatos, el arsénico, el
cadmio y el zinc parecen tener efectos carcinogénicos, mientras que el
selenio, el cobre y el niquel parecen tener efectos protectores3¢.

También se ha seflalado el posible papel en el cancer oral, de los

carcinogenos de los alimentos o de sustancias relacionadas como:
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nitrosaminas, hidrocarbonos aromaticos, aflatoxinas, etc, o

contaminantes como el asbesto.

El licopeno es un carotenoide sin actividad provitamina A, que se
encuentra principalmente en el tomate y en menores cantidades en
la calabaza, el pomelo rosa, la sandia y otras hortalizas y frutas. En
estudios actuales parece evidenciarse una potente accion
anticarcinogénica ya que posee propiedades antioxidantes y capacidad
de modular cambios displasicos, deteniendo la progresion de lesiones
premalignas como la leucoplasia. Singh y cols. en 2003, observaron
que la administracion de 8 mg diarios de licopeno ha mostrado la
posibilidad de modular cambios displasicos y detener la evolucién
de lesiones premalignas, observando resultados mas favorables
respecto a pacientes a los que se les administraban 4 mg y a pacientes
que recibian placebo. Por otra parte, confirman que la administracion

de licopeno no muestra efectos adversos ni toxicidad conocida3?.

* Factores orales: Se ha relacionado al cancer oral con la presencia de
una higiene oral deficiente, préotesis mal ajustadas, y restauraciones o
dientes con bordes afilados. La irritacion cronica favorece la accion de
los carcindgenos orales y por tanto implica un riesgo mds alto de
desarrollar cancer. Se ha comprobado que una mala higiene oral y la
pérdida de dientes es un marcador de riesgo para el cancer oral, de tal
modo que la pérdida, sin reemplazo, de 11 dientes o mas, multiplica por

cuatro el riesgo de padecer cancer oral3s.
* Factores ocupacionales: Se han asociado determinadas profesiones con

un mayor riesgo de desarrollo de cancer oral, como los albaiiles

(cemento), trabajadores metalurgicos (niquel), textiles (amianto, lana y
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algodon), o personal relacionado con el gas mostaza o con acido

sulftirico.

Histologia

Histologicamente el COCE se caracteriza por presentar islotes y/o
cordones invasivos de células epiteliales malignas similares a las células de
la capa espinosa. Las células neoplasicas presentan, en general, citoplasma
eosindfilo abundante con nucleos grandes y un aumento de la relacién
nucleo-citoplasmatica. Frecuentemente, se observan grados variados de
pleomorfismo celular y nuclear3.

Existen distintas variantes en cuanto al grado de diferenciacidon, que
dependen de la similitud que presente el tumor con la arquitectura normal
del epitelio*0.

* Los carcinomas que producen cantidades importantes de
queratina y muestran algun signo de maduracion desde la capa
basal hacia los estratos superficiales, se denominan bien
diferenciados.

* Los que no producen queratina, pero en los que es posible
reconocer cierto grado de estratificacion, a pesar de su
desviacion de la estructura normal, se denominan
moderadamente diferenciados.

* Cuando no producen queratina, su aspecto apenas muestra
semejanza con una estructura epitelial y presentan anomalias
celulares frecuentes, se denominan pobremente diferenciados.

El grado histolégico del tumor se relaciona con su comportamiento
biolégico. Tumores bien diferenciados suelen presentar un crecimiento
mas lento y producir metastasis en estadios mas tardios. En contraste, los
tumores pobremente diferenciados suelen crecer mas rapidamente y

producir metastasis en estadios precoces.
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Una forma especial de COCE es el carcinoma verrugoso, que se caracteriza
desde el punto de vista histolégico por su amplia base de implantacién y
por la formaciéon papilar. Suelen observarse criptas profundas que
contienen tapones de queratina entre las proyecciones superficiales
alargadas. El epitelio es displasico, pero muestra, en raras ocasiones,
rasgos displasicos intensos. La membrana basal permanece intacta y a
menudo existe un infiltrado de células inflamatorias créonicas en el tejido
conjuntivo subyacente. La interfase entre el tumor y el epitelio normal
adyacente esta generalmente bien definida con invasién minima, en caso

de que exista, de las células epiteliales*!.

Modelo de carcinogénesis

Modelo de progresion

Los fundamentos biologicos de los COCE siguen siendo poco
conocidos. Al igual que otras neoplasias epiteliales, parecen desarrollarse
siguiendo un proceso con multiples pasos que involucra cambios
moleculares sucesivos.

El estudio de las bases genéticas de los COCE de las vias
aerodigestivas superiores ha dado lugar a un modelo de carcinogénesis
similar al conocido en otros tumores humanos, de los cuales es paradigma
el del carcinoma de colon. En su trabajo, Fearon y Vogelstein*2
identificaron sucesos genéticos discretos que ocurren en la progresion del
cancer de colon a partir de polipos precancerosos.

La interaccidn en el epitelio por factores exdgenos (alcohol y tabaco)
y enddgenos (genes) desencadena el proceso de carcinogénesis, mediante
el cual las células normales adquieren, de forma progresiva, las

caracteristicas propias de las células tumorales*3:
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Proliferaciéon auténoma: en el epitelio normal las células precisan de
sefiales extracelulares para pasar del estado quiescente a la
proliferacion activa. Alteraciones en las moléculas responsables de
la transduccion de estas sefiales de crecimiento pueden activar vias

proliferativas.

Bloqueo de las sefiales de inhibicién de crecimiento: la pérdida de
senales inhibidoras del crecimiento mantiene a las células de forma

constante en el ciclo de replicacién celular.

Evasion de la muerte celular programada (apoptosis): la apoptosis
es un proceso fisioldgico, regulado activamente por las propias
células de forma que se impide la perpetuacion de estirpes celulares

con ADN dafiado.

Inmortalizacion: Las células tumorales adquieren la capacidad para
eludir la fase de senescencia, de modo que se replican
indefinidamente. En este punto se ha demostrado la implicacion de
la enzima telomerasa, que extiende la longitud de los telémeros,
acortados tras sucesivas divisiones celulares, perpetuando la
replicacién celular. Mao et al. 44 encontraron sobreexpresiéon de
telomerasa en el 90% de los canceres invasivos estudiados y en el

100% de las lesiones displasicas.

Capacidad angiogénica: este proceso por el que el tumor estimula la
formacion de neovasos sanguineos para su aporte de nutrientes se
compone a su vez de diferentes procesos. Se ha demostrado que la
densidad de microvasos es un indicador pronéstico independiente

para pacientes con carcinoma de mama, ovario, prostata y
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estobmago. En el caso de los COCE se ha asociado con mayor

incidencia de metastasis cervicales4s.

* (Capacidad de invasiéon de los tejidos circundantes: Se cree que la
protedlisis de la matriz extracelular es un paso critico para la

invasion de tejidos por los tumores*é,

En los cacinomas de células escamosas de la cabeza y el cuello
(CECC) el modelo disefiado por Califano#’ supuso un gran avance pues en
él se relacionaba la progresion de los cambios clinico-patolégicos
(fenotipicos) desde la mucosa normal, pasando por hiperplasia, displasia,

carcinoma in situ y cancer invasivo, con los cambios genéticos (Figura 1).

Ganancia 11q

Mucosa Hiper Displasia Displasia Carcinoma
. eve- severa / ; ;
normal plasia it invasivo
Pérdida 9p Pérdida 3p, 17p Pérdida 13q, 14q Pérdida 6p, 8, 4q

Figura 1: Modelo genético de carcinogénesis en carcinomas de células escamosas
de cabeza y cuello.

En su trabajo observaron que al analizar la mucosa aparentemente
normal adyacente a lesiones premalignas, algunos de los fendmenos
conocidos en las células malignas eran compartidos por estas células
morfolégicamente benignas. Los fendmenos genéticos posteriores y la
evolucion de diversos subclones pueden producir alteraciones fenotipicas
resultando una variedad de zonas alteradas histopatol6gicamente en una
misma regidon anatomica. Las principales conclusiones a que llegaron son

las siguientes:
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* Los genes supresores estan implicados en las fases iniciales del

proceso.

* Las alteraciones genéticas del CECC tienden a producirse en orden
cronolégico y determinan la progresion histopatoldgica. Asi las
pérdidas de 9p21 y 3p ya aparecen en la hiperplasia epitelial, incluso

antes que las manifestaciones clinicas.

* Es el sumatorio de alteraciones genéticas y no su orden el que
determina la progresion tumoral. Hay alteraciones propias de estadios
tardios como 8p que son, en ocasiones, la inica anomalia detectable en

lesiones precoces.

Cancerizacion de campo

El término “cancerizacién de campo” se ha empleado para describir
terrenos de enfermedad precancerosa, con una prevalencia mayor de la
esperada de aparicion de maultiples tumores primarios o secundarios y la
presencia de tumores distantes sincrénicos.

Braakhuis*®, sobre la base de estudios moleculares de tejidos
aparentemente sanos, propone que una exposiciébn continuada a
carcindgenos puede causar la transformaciéon maligna independiente de
multiples células epiteliales en distintos lugares. Y en un segundo modelo,
estudia las alteraciones moleculares detectadas por pérdida de
heterocigosidad (LOH) e inestabilidad de los microsatélites p53 y CDKN2A
y establece que los cambios génicos adquiridos en los estadios precoces de
la carcinogénesis se muestran en la mayoria de las células tumorales,
mientras que los cambios surgidos en estadios posteriores de la evolucion

tumoral se restringen a determinados subclones celulares#.
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La importancia de la cancerizacién de campo radica tanto en su frecuencia,
como en la influencia negativa sobre el prondstico que ejerce la aparicion
de segundos tumores primarios. La frecuencia de segundos tumores en
pacientes con CECC oscila entre el 3 % y el 30% de los casos, observandose
las tasas mas altas de incidencia en pacientes con carcinomas situados en
la cavidad oral>°.

Tras la reseccion de un COCE hay un alto riesgo de que se desarrolle un
nuevo cancer en la misma region anatéomica>l. En algunos pacientes, este
nuevo carcinoma se explica por la recurrencia del tumor inicial, resecado
de forma incompleta. Sin embargo, cuando el estudio histopatoldgico ha
demostrado claramente que la reseccion del carcinoma primario ha sido
radical, existe la posibilidad de que el nuevo tumor se desarrolle sobre un
campo genéticamente alterado, cuya presencia confiere al paciente un

riesgo continuo y elevado de desarrollo de nuevos tumores>2.

Los campos precancerosos de cavidad oral y orofaringe probablemente
tienen su origen en las células progenitoras de la capa basal del epitelio,
que son las responsables de su renovaciéon, un proceso que ocurre
continuamente en la mucosa oral normal®3. Mediante analisis de
secuenciacion y por inmunohistoquimica (IHQ) se ha demostrado que las
células progenitoras pueden desarrollar mutaciones del gen p53, con
expresion alterada de la proteina codificada por el mismo, que pueden ser
transferidas a las células hijas, formando agrupaciones de células
portadoras de la alteracion genética, denominadas parches (<200 células).
La aparicién de un parche con mutacién de p53 en el epitelio oral
presumiblemente es la primera manifestacion del COCE>#. La pérdida del
control del ciclo celular mediada por la mutacién de p53 confiere una
ventaja proliferativa a las células del parche que da lugar a la expansion de
una poblacién clonal de células progenitoras ampliando el nimero de

células diana sobre las que pueden actuar nuevos eventos oncogénicos. De
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esta forma el parche se expande lateralmente transformandose en un
campo precanceroso genéticamente alterado que, por definicién, no es
invasivo y puede extenderse a areas muy amplias de la cavidad oral>?,

Esta teoria es congruente con estudios recientes sobre las células madre y
su relacion con el desarrollo y progresion de los COCE. Se expone la
hipétesis del origen del cancer a partir de células madre inicialmente
normales. Estas células, por su capacidad de autorrenovacién, tendrian
una vida muy larga y mayor oportunidad de acumular mutaciones que
precipitarian la carcinogénesisSs. Las células madre se localizan en nichos
del epitelio a nivel de la zona suprabasal, teniendo la capacidad de migrar

de un nicho a otro, segun las necesidades>®.

Alteraciones genéticas en cancer

La carcinogénesis epitelial ha sido dividida en tres fases: iniciacion,
promocion y progresion. En ellas acontecen alteraciones genéticas que
desencadenan cambios andmalos en la diferenciacion epitelial y que dan
lugar a proliferacion celular anormal.

Estas alteraciones deben afectar a diferentes tipos de genes que codifiquen
proteinas implicadas en la regulacion del ciclo celular, tales como
oncogenes promotores, que desencadenan una proliferacién celular
descontrolada y genes supresores de tumores, cuya alteracion limita su
accion inhibidora de la division celular. Ademas, estan también implicados
genes reparadores del ADN, involucrados en los procesos de replicacion
del ADN, y encargados de detener la division celular si detectan errores en

la replicacion del ADN.
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Podemos resumir la historia natural de la carcinogénesis oral en los

siguientes pasos:

* Alteracion genética en las células de la zona germinativa suprabasal, de
forma que la alteracion génica inicial se extiende a las generaciones

posteriores, sin que haya cambios fenotipicos en la mucosa.

* Persistencia de la exposiciéon a los carcindégenos, con lo que las
alteraciones génicas aumentan y se acumulan. En este punto comienza
la transformaciéon fenotipica, es decir, aparecen las lesiones

precancerosas.

* La progresion de la lesion precancerosa hacia formas mas graves o
hacia la invasién al sobrepasar la barrera representada por la
membrana basal, si los mecanismos de control celular no son capaces

de frenarla.

Se estima que se precisan entre 6 y 10 eventos genéticos
independientes en una sola célula para el desarrollo de un cancer en la
mucosa de las vias aerodigestivas superiores>’ y el tiempo de latencia
entre la exposiciéon a los carcindgenos y la aparicion de la invasividad se
aproxima a los 25 afios.

Las alteraciones genéticas mas tempranas aparecen en los cromosomas
9p21 (donde reside el gen p16), 3p (donde hay al menos tres loci de genes

supresores) y en el cromosoma 17p13 (donde se localiza el gen p53).

1. Oncogenes

Los oncogenes estan presentes en la célula normal en forma de

proto-oncogenes. Los oncogenes son genes Cuyos pI‘OdUCtOS se asocian a la
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transformacion neoplasica a través de la produccion de proteinas que
regulan el ciclo celular. Segin la funciéon de sus productos proteicos, se
pueden dividir en: factores de crecimiento, receptores transmembrana,
mensajeros citoplasmaticos y factores nucleares de transcripcion. Cuando
se alteran, la proliferacion celular se hace incontrolada. La amplificacion
genética es uno de los principales mecanismos de activacion de los

oncogenes.

La amplificacion de la region 11q13 (353 genes) es la activacion
oncogénica mas consistentemente descrita en los carcinomas de cabeza y
cuello (del 30 al 60 % de los casos)58. Recientemente ha sido identificada el
nucleo (“core”) de esta amplificacion como una region de
aproximadamente 1,7 Mb localizada en 11q13.3 que contiene 13 genes
amplificados>. Varios genes mostraron un aumento de expresion asociada
a amplificacién, incluyendo Ciclina D1/PRAD1 (CCND1), cortactina
(CTTN), TPCNZ2, FLJ42258, ORAOV1 (TAOS1), FGF19, FADD, PPFIAL.
CCND1y CTTN han sido considerados los mejores candidatos como genes
responsables de la amplificacién en 11q13 debido a sus caracteristicas
bioldgicas y también a su frecuente coamplificacién y sobreexpresiéon en
varios tumores.

Esta amplificacion de 11ql13 en los CECC se ha relacionado con
enfermedad avanzada, pobre diferenciacion histoldgica y un crecimiento
infiltrante, caracteristicas asociadas a su vez con un peor prondstico. Los
genes CCND1 y CTTN, presentes en la regién amplificada 11q13, han sido
estudiados como conductores potenciales de la amplificacién en varios
tipos de tumores. Varios estudios han demostrado la asociacion de la
amplificacion de CTTN con mal pronéstico y progresién tumoral en
distintos tipos de cancer®? 61, y Clark et al. demostraron la existencia de
asociacién entre la amplificacion de CTTN, la sobreexpresiéon de la

proteina y el peor prondstico en CECCé2. Se ha encontrado asociacién entre
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la sobreexpresion de ciclina D1 y mal prondstico en CECC, especificamente
con recidivas, metastasis linfaticas y pobre supervivencia de los
pacientes®3, si bien esta asociaciéon no pudo ser demostrada cuando se
investigaron exclusivamente carcinomas de la cavidad oral®4.

En los COCE también es habitual observar la amplificaciéon de la region
cromosOmica 11q13. Los genes TAOS1 (recientemente descubierto) y
CTTN se han mostrado como importantes conductores de la amplificacion

de 11g13 en esta localizacion®s.

La region cromosémica 3q26.29, en la que hay 448 genes, ha sido
citada como la regién cromosémica mas frecuentemente amplificada
mediante técnicas de hibridacién genémica comparativa®. Se observa con
mayor frecuencia en muestras tumorales con positividad para el HPV que
en aquellas negativas®’. La amplificacion de 3q26 en CECC se considera
una alteracion temprana y se relaciona con un mal prondstico®s.

En los CECC la progresion se caracteriza por la amplificacion frecuente de
los segmentos cromosomicos 3q26.29, 8q23.24 y 11q13, donde podemos
encontrar varios genes importantes implicados en la regulaciéon
coordinada del citoesqueleto de actina, un paso central en la motilidad
celular, la invasividad y el desarrollo de metastasis. Estos eventos génicos
se relacionan con una disminucién de la supervivencia en los pacientes®®.

La via de sefializacién iniciada por la fosfatidil-inositol-3 quinasa (PI3K),
cuyo locus esta en 3q26.3, se encuentra también frecuentemente activada
en estos carcinomas. Otra molécula de esta via es la serina treonina
quinasa AKT (19q13.2). Se ha hallado amplificacién y/o sobreexpresion de

alguno de los componentes de esta via en mas de un 50% de los casos.”°

La amplificacién de la region 8q es también muy frecuente en los

tumores de cabeza y cuello y ha sido considerada la segunda en frecuencia
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entre los eventos iniciales en la progresion de estos carcinomas. La mas

conocida es la subregion 8q23.24, donde hay 273 genes.

2. Genes supresores de tumores (GST)

La inactivacion de los llamados genes supresores de tumores puede
ser también considerada como uno de los eventos iniciales en la
carcinogénesis. Estos genes actian interrumpiendo el ciclo celular o bien
induciendo a la célula a sufrir apoptosis, impidiendo por tanto la
perpetuacién de las mutaciones incompatibles con el funcionamiento
normal de la célula. A diferencia de los oncogenes, que pueden ser
afectados a través de mutaciones de solamente una de las dos copias de los
genes, los genes supresores de tumores son inactivados por mutaciones

puntuales, reordenaciones o deleciones en las dos copias de los genes.

Los genes supresores de tumores se dividen en dos grupos. Los
llamados gatekeepers que controlan las vias de proliferaciéon celular, son
reguladores negativos del ciclo celular y los llamados caretakers que
controlan la precision del proceso de divisidn celular, estan involucrados
en la reparacion del ADN y en el control de la estabilidad genética. Su
inactivacion no da lugar a la proliferacion celular per se, pero permite la
adquisicion rapida de otras alteraciones genéticas’!. Se piensa que la
inactivacion de los GST juega un papel mas importante en Ila

carcinogénesis que la activacion de los oncogenes.

Las pérdidas genéticas en la regién cromosomica 9p21-22 ocurren
previamente al desarrollo de la atipia histologica, todavia en el estado de

hiperplasia epitelial, y se reconocen como un evento inicial en el desarrollo
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de los CECC, situando la inactivaciéon del p16 anterior incluso a la
inactivacion de p5372. La inactivacion del gen p16INK4a (también llamado
CDKN2 o MTS1), que se encuentra localizado en el brazo corto del
cromosoma 9 (9p21) es la mas frecuente en los CECC73. Reed et al.74
encontraron ausencia de expresion de la proteina pl6 mediante
inmunohistoquimica en el 83% de los casos analizados. La pérdida de la
funcién del p16 facilitaria la activacién de dichos complejos ciclina D-CDK4

quinasa y la progresion del ciclo celular.

Actualmente el gen p53 (localizado en 17p13), que se ha encontrado
mutado en una amplia variedad de tumores humanos, se considera que
juega un papel crucial en la patogénesis de muchos, si no de todos, los
canceres humanos’>. En condiciones normales p53 funciona como un
factor transcripcional y como “control de calidad” del ADN en la fase G1 del
ciclo celular, de manera que cuando se detecta una alteraciéon en el ADN
celular, aumentan los niveles de p53 y se frena el sistema de replicacién
celular, dando tiempo a la reparacion del ADN, y si ésta no es posible,
conduce a la célula a la apoptosis. La inactivacion de p53 permite que se
acumulen dafios en el ADN, que a la larga pueden derivar en
transformacion maligna’e.

El gen p53 bloquea también la angiogénesis, relacionada con el grado y el
estadio del tumor y el prondstico del cancer?’.

En los carcinomas de cabeza y cuello se halla una funcién anormal de p53
en al menos el 50% de los casos78. Se cree que las anomalias en el gen p53
son un fendmeno de aparicidon temprana en la carcinogénesis de cabeza y
cuello, observandose ya en lesiones displasicas?®.

También se ha demostrado que la mutacién del gen p53 constituye el
evento inicial en el desarrollo de una “cancerizacién de campo” en la

mucosa oralso,
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Aunque en el proceso de carcinogénesis de los tumores de cabeza y
cuello se aprecian frecuentemente pérdidas de heterocigosidad (LOH) en
el cromosoma 3p los genes localizados en esta region ain no han sido bien
definidos. El gen FHIT (triada de la histidina fragil) ha sido identificado en
el cromosoma 3p14 como un posible GST, afectado por delecciones en

distintos tumores.
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Tratamiento

Actualmente, la cirugia y la radioterapia son las dos modalidades de
tratamiento del cancer oral con potencial curativo, y pueden ser
empleadas individualmente o en combinacién. El tratamiento del cancer
oral depende principalmente de la localizacién y del estadio de la lesion.
Las lesiones en estadios precoces (I y II) son potencialmente curables con
cirugia con o sin radioterapia adyuvante. Las lesiones en estadios
avanzados (Il y IV) son generalmente tratadas con cirugia seguida de
radioterapia. Sin embargo, los resultados de la terapia estandar incluso
cuando se emplean la cirugia radical y varias formas de radio y
quimioterapia, no han conseguido aumentos notables de la supervivencia

en las ultimas décadas8!.

Cirugia

La reseccion quirurgica debe involucrar toda la masa tumoral
macroscopica y la presumible extensién microscopica de la enfermedad
para ofrecer margenes quirurgicos de seguridad oncologica, lo que
frecuentemente implica amplias resecciones. Las técnicas quirurgicas
actuales, entre las que destaca la transferencia microquirurgica de tejidos,
permiten la reconstruccion de defectos complejos y extensos con

resultados funcionales y estéticos satisfactorios®2.

La cirugia posee un papel dominante en el manejo de los pacientes
con adenopatias cervicales palpables, y el término “vaciamiento” cervical
se aplica a este tratamiento, como equivalente al término neck dissection
de la literatura internacional.

La primera técnica estandarizada fue la diseccién radical de cuello descrita

por Crile en 1906, denominada diseccion cervical cldsica y que consiste en
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la extirpacion del tejido celuloganglionar de los niveles I a 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 I.

Con el objetivo de disminuir la morbi-mortalidad asociada a este
procedimiento, posteriormente se describieron variaciones a la técnica

clasica, que Spiro®3 ha clasificado en:

* Diseccion cervical radical modificada tipo I (DCRM-I): incluye los niveles
ganglionares I a V, al igual que la clasica, pero conserva selectivamente

el nervio espinal.

* Diseccion cervical radical modificada tipo Il (DCRM-II): se extirpan los
niveles ganglionares [ a V pero se conservan el nervio espinal y el ECM,

sacrificando la vena yugular interna junto con el tejido ganglionar.

* Diseccion cervical radical modificada tipo 11l (DCRM-III) o diseccion
cervical funcional: se extirpan los niveles ganglionares 1 a V,

conservando el nervio espinal, el ECM y la vena yugular interna.

* Disecciones cervical supraomohioidea y supraomohioidea ampliada:
consiste en la extirpacion selectiva de los niveles ganglionares I, II y IIL.
Si a estos niveles se les anade el nivel IV, se denomina diseccion cervical

supraomohioidea ampliada.

* Diseccién cervical lateral (anterolateral): consiste en la extirpacion de

los niveles ganglionares II, IIl y IV.
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* Diseccién cervical posterolateral: consiste en la extirpaciéon de los
grupos linfaticos de los niveles ganglionares II, III, IV y V, asi como los

ganglios suboccipitales superficiales y profundos y los retroauriculares.

* Diseccién cervical radical ampliada: se denomina asi a la extirpacion de
estructuras vasculares, neurales o musculares que no se incluyen en las
disecciones regladas (ganglios linfaticos retrofaringeos, ganglios
parafaringeos, adenopatias del mediastino superior o del vértice axilar,
o estructuras no ganglionares como pares craneales, arteria cardtida,
musculatura del triangulo posterior del cuello o de la piel cervical...),

junto con la realizacion de una diseccion cervical clasica.

El trabajo de Weiss y cols.8* establece un umbral del 20% de
probabilidad de metastasis como indicacién electiva para el tratamiento
del cuello en los CECC. Aunque existen argumentos contradictorios con
respecto al tratamiento de los COCE clinicamente NO, habitualmente el
tratamiento indicado en un COCE NO es una diseccion cervical
supraomohioidea. El tratamiento quirurgico en el caso de pacientes con
COCE N+ incluye una diseccion radical estandar (DCR) o una diseccién

radical modificadas8s.

Radioterapia

Es responsabilidad de la Radioterapia (RT), no solo lograr un mayor
control de la enfermedad, sino disminuir las secuelas que esta y los
tratamientos empleados producen en los pacientes.

El desarrollo de las técnicas de imagen (TC, RM, PET) y de la moderna
tecnologia de planificacion en oncologia radioterapica, ha facilitado la

delimitaciéon, tanto de los volimenes macroscopicos como de los
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voliumenes

con riesgo de enfermedad subclinica, permitiendo ir

aumentando la dosis administrada en el tumor y controlando o limitando

la dosis sobre tejidos sanos.

Las indicaciones de tratamiento con radioterapia, son las siguientes:

* Radioterapia Radical: Muy util en tumores de base de lengua o

laringe, ya que permite la preservacion del 6rgano y una major

funcién. La eleccién del tipo de tratamiento debe ser individual,

considerando los resultados de control tumoral, estético y funcional,

la preferencia del paciente y su estado general.

* Radioterapia adyuvante: Los pacientes en situacion de estadio

avanzado (resecable) se beneficiaran de la combinacion de

tratamiento quirurgico mas radioterapia postoperatoria.

Indicaciones generales de tratamiento adyuvante con radioterapia

son:

o

Borde quirurgico préximo o afecto.

T3 0 T4 con gran invasion local.

Lesiones poco diferenciadas o indiferenciadas.

Invasion perineural, vascular o linfatica.

Afectacion 6sea o de cartilago.

Afectaciéon ganglionar multiple, presencia de una adenopatia
metastasica mayor de 1,5 cm o ganglios en diversos niveles.
Extension extracapsular ganglionar con infiltracion de partes

blandas.

* Radioterapia paliativa: La radioterapia puede constituir un

tratamiento sintomatico eficaz en pacientes con mal estado general,

tumores muy avanzados no candidatos a tratamiento oncolégico
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radical e incluso en recidivas. Esta indicada para tratamiento
antialgico, disminucion de la disfagia o prevencion de hemorragia o

ulceracién cutanea por el tumor

Se considera que el control de la enfermedad mediante radioterapia es
dependiente de la dosis8. Con radioterapia externa las dosis maximas
toleradas con relacion a los 6rganos criticos oscilan entre los 50 y los 76
Gy con fraccionamiento convencional de 1,8 a 2 Gy/sesion, cinco veces por

semana.

Quimioterapia

En la actualidad, el papel de la quimioterapia esta establecido en
algunas situaciones de tumores localmente avanzados como tratamiento
de induccién, administrado de manera concomitante a la radioterapia con
finalidad radical o adyuvante y en enfermedad metastasica. Y, también
forma parte de los diferentes esquemas de tratamiento de preservacion de

organo.

El beneficio de la quimioterapia en el tratamiento de estos tumores se
pone de manifiesto en el metaanalisis publicado en el 2000 por Pignon y

Bourhis87 que concluye lo siguiente:

* La administracion de quimioterapia complementaria al tratamiento
locorregional ofrece un beneficio absoluto en supervivencia del 4% a 2
y 5 afos, aunque dicho beneficio varia en funcion del momento de
administracion de la misma. La quimioterapia adyuvante no aporta
beneficio al tratamiento locorregional. La administracion de

quimioterapia de induccion no tiene impacto significativo en la
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supervivencia, aunque si cuando se analizan esquemas basados en
cisplatino y 5-fluorouracilo; existe un beneficio global en supervivencia

a favor del tratamiento de quimiorradioterapia simultanea.

* La quimiorradioterapia concomitante o la quimioterapia seguida de
radioterapia, evita cirugias agresivas y mutilantes sin menoscabo de la

supervivencia.

Algunos farmacos, como los taxanos y el cisplatino, poseen un efecto
radiosensibilizante administrados concomitantemente con la radioterapia,
incrementando la actividad de la misma. A su vez, la quimiorradioterapia
permite la administracion de un tratamiento locorregional eficaz desde el
inicio.

En la actualidad, esta demostrado el mayor beneficio de la administracion
simultanea de quimioterapia y radioterapia adyuvante tras la cirugia en
tumores localmente avanzados resecables y en tumores irresecables de
cabeza y cuello, en términos de respuesta y supervivencia, frente a la

radioterapia sola.

El tratamiento postoperatorio de quimioterapia concomitante con la
radioterapia estd indicada si existen uno o ambos de los considerados
“factores adversos mayores” 60 dos o mas de los “factores adversos
menores”. Los factores adversos mayores son: margenes quirurgicos
afectos y/o invasidon ganglionar extracapsular. Los factores adversos
menores son: pT3 6 pT4 del primario (excluyendo el T3 NO laringeo),
afectacién ganglionar N2 6 N3, afectacion ganglionar en los niveles IV 6 V
en primario de cavidad oral y orofaringe, invasion perineural y embolismo

vascular.

58



Marco Teorico

Nuevas alternativas terapeuticas

Los avances en el conocimiento de la biologia molecular del cancer
han permitido desarrollar nuevas estrategias terapéuticas dirigidas contra
dianas tumorales especificas, como el factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) que se encuentra sobreexpresado en mas del 90% de los
carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello y se correlaciona con

una menor supervivencia global y supervivencia libre de recurrencia.

* El cetuximab (Erbitux) es un anticuerpo monoclonal dirigido contra
el dominio extracelular del EGFR, con una gran afinidad y
especificidad. En la actualidad, estd indicado en combinacién con
radioterapia, en el carcinoma de células escamosas de cabeza y

cuello localmente avanzado.

* Otras moléculas en investigacion en la actualidad son los
inhibidores de la actividad de la tirosin cinasa como gefitinib
(Iressa) y erlotinib (Tarceva) y los inhibidores de la angiogénesis

como bevacizumab (Avastin)8s.

Prondstico

El pronoéstico del COCE depende de factores relacionados con el tumor,
con el tratamiento y con el paciente.
La tasa de supervivencia a los 5 afios es del 80% en estadios iniciales, del
40% en neoplasias con afectacion regional, y de menos del 20% en

pacientes con metastasis a distancia®. De ahi la importancia de la

59



Marco Teorico

deteccion precoz de la enfermedad, ya que aumenta significativamente la
posibilidad de curacién del paciente. En el momento del diagndstico del
cancer oral, el 36% de los pacientes presentan enfermedad localizada, un
43% presentan enfermedad con afectacién regional, un 9% presentan
metastasis a distancia, y para el 12% restante el estadio de la enfermedad

no se puede identificar°,

El tratamiento tiene una gran relevancia en el pronostico.
Histologicamente, la afectacion de los bordes de reseccion posee un fuerte
valor predictivo. El grado histolégico del COCE también se ha relacionado
con la supervivencia, asi como también lo han sido la infiltracion

peri/endoneural y la afectacion 6sea.

La presencia de metastasis ganglionares es el factor pronéstico mas
relevante, reduciendo la supervivencia hasta el 50%. El estadio pN es un
predictor independiente de la mortalidad pero el significado pronostico de

las micrometastasis y de las células tumorales aisladas no se conoce.

Los pacientes con carcinoma de células escamosas de la cavidad oral
y de la orofaringe tienen riesgo de multiples tumores primarios en la
faringe y orofaringe, asi como en la region traqueobronquial y eséfago. De
este modo, el riesgo de una recurrencia o de la apariciéon de un segundo
cancer se ha estimado en entre un 10 y 40% tras el tratamiento. La lesiéon
primaria es la causa de la mitad de las muertes asociadas al cancer oral, un
cuarto de las muertes se deben a una segunda lesidn primaria y el resto se

atribuyen a otras enfermedades®1.
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Trastornos orales potencialmente cancerizables
(TOPC)

Definicion

La clasificacion actual de la OMS define como lesiones
potencialmente cancerizables a aquellas que habiendo sido identificadas
inicialmente como lesiones precancerosas se ha podido observar su
malignizacién a lo largo del seguimiento, se ha visto una coexistencia en
los margenes de carcinomas orales de células escamosas, se han detectado
alteraciones morfologicas y citolégicas similares a las observadas en
lesiones epiteliales malignas, pero sin haber invadido el tejido conectivo y
se han podido identificar algunas de las alteraciones cromosomicas,
genOmicas y moleculares encontradas en carcinomas orales claramente
invasivos?2. En la tabla 1 se citan las lesiones catalogadas como

potencialente malignizables:

TRASTORNOS ORALES POTENCIALMENTE CANCERIZABLES

Leucoplasia

Eritroplasia

Lesiones palatinas en en habito de fumar invertido
Fibrosis oral submucosa

Queratosis actinica

Liquen plano

Lupus eritematoso discoide

Enfermedades hereditarias: disqueratosis conténita, epidermolisis bullosa

Tabla 1: Trastornos orales potencialmente cancerizables.

61



Marco Teorico

De los trastornos referidos, solo nos ocuparemos de las leucoplasias,
por ser ellas las estudiadas aqui. El término leucoplasia fue propuesto en
1877 por Ernst Schimmer a partir de las palabras griegas “leuco”, blanco, y
“plakos”, placa. Tras multiples redefiniciones, en 2005, la OMS propuso la
siguiente definicion: “placas blancas con riesgo de malignizacion
cuestionable habiendo excluido otras enfermedades o alteraciones

conocidas que no conllevan un riesgo aumentado de cancer”?2.

La prevalencia mundial estimada de leucoplasia oral es de 1,72% a
2,60%. Los datos de prevalencia varian segun el sexo, la edad, la raza y el
area geografica de residencia, lo que se atribuye fundamentalmente a los
diferentes hdabitos?3, Se estima que menos del 1% de los hombres
afectados son menores de 30 afios y que la prevalencia aumenta al 8% en
hombres mayores de 70 afios y al 2% en mujeres de la misma edad®*.

En los paises desarrollados la leucoplasia afecta a individuos entre la
cuarta y séptima décadas de la vida, mientras que en los paises en vias de

desarrollo la aparicion se anticipa de 5 a 10 afios>°,

En cuanto a su etiologia la mayoria de los informes coinciden en que
el tabaquismo y el abuso del alcohol, y especialmente una combinacion de
estos dos factores perjudiciales, son los principales factores de riesgo
reconocidos, existiendo informaciones contradictorias sobre el papel de la
polucién ambiental, la alimentaciéon, la enfermedad por reflujo
gastroesofagico, y de la infeccion por HPV>30. Syrjdnen y cols.3* detectaron
una fuerte asociacion entre la presencia del HPV, especialemente HPV 16, y
la existencia de lesiones potencialmente malignizables como el liquen

plano oral, la leucoplasia y la displasia epitelial.

El término leucoplasia describe el aspecto clinico de la lesiéon no

teniendo ningun tipo de sustrato histolégico. En este sentido, las
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alteraciones del epitelio varian desde reacciones fisioldgicas normales
hasta cambios benignos, premalignos y malignos. Las alteraciones
epiteliales mas comunes son un aumento de espesor de la capa de
queratina (hiperortoqueratosis o hiperparaqueratosis) y un aumento de
espesor del estrato espinoso (acantosis) 6 atrofia. Por otro lado, puede
existir o no displasia epitelial. La hiperqueratosis moderada y la
hiperplasia epitelial no displasica son los hallazgos histolégicos mas

frecuentemente descritos en la leucoplasia®s.

Se han descrito diversos factores asociados con un riesgo
aumentado de transformacidon maligna, considerandose principalmente la
presencia de displasia epitelial, normalmente correlacionada con un
subtipo no-homogéneo (eritro-leucoplasia). Otros factores a considerar
serian el sexo femenino, leucoplasia de larga duracion, leucoplasia en no-
fumadores, localizacién en la lengua y/6 en el suelo de la boca y tamafio
mayor de 200 mm?Z % 97. Holsmstrump y cols.%, tras el analisis
retrospectivo de 254 leucoplasias, observaron que las variables que
influyeron en la malignizacién de las lesiones fueron el tipo clinico de
leucoplasia (las no homogéneas presentaron una OR=7 comparadas con
las homogéneas) y el tamafio de la lesion (las lesiones con un tamafo
superior a 200 mm?2 mostraron una probabilidad 5,4 veces mayor de
malignizarse que las de tamafio inferior). Otras variables como el grado de
displasia inicial, la localizacidn, el habito tabaquico y el tratamiento o no

con cirugia no mostraron significacion estadistica.

Entre un 16 y un 62% de los COCE se han asociado a la presencia de
leucoplasia oral en el momento del diagnostico, por lo que se trata de una
entidad estrechamente asociada al cancer de cabeza y cuello®. Se ha
sugerido que los COCE que emergen de lesiones pre-existentes se

comportan menos agresivamente que aquellas en las que el tumor aparece
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de novol%, Asimismo, se ha podido observar como pacientes
diagnosticados de COCE con leucoplasias concomitantes presentaban
estadios tumorales menos avanzados que aquellos en los que solo existian
COCE.101 La leucoplasia puede preceder a la aparicion del cancer en meses

6 afios y, obviamente, pueden simultanear su presencia.

Holmstrup y cols.?8 describen cifras de malignizaciéon de hasta un
14% en leucoplasias con un grado inicial de displasia leve. En la revision
sistematica llevada a cabo por Petti y cols.?? se calcul6 una tasa de

transformacion global de un 1,36% por afio.

Con respecto a su tratamiento, El principal objetivo del tratamiento
de las leucoplasias es la prevencion de su transformaciéon maligna vy,
secundariamente, lograr la resolucion clinica. El primer paso consiste en la
eliminaciéon de factores etiolégicos evidentes. En el caso de que no haya
una evidente respuesta se proponen diferentes tratamientos como
retinoides, antimicéticos, escision quirurgica, criocirugia o tratamiento con
laser, no existiendo actualmente consenso en cuanto a cual de todos ellos
es el mas apropiado. Hasta la fecha ninglin tratamiento ha demostrado
efectividad a la hora de prevenir la transformaciéon maligna de la

leucoplasia o de evitar su recidival0z,

Dado el alto riesgo de recurrencia y de desarrollo de cancer de
cabeza y cuello a distancia del foco leucoplasico primario, estos pacientes
deben ser seguidos durante el resto de su vida a intervalos regulares que

pueden variar de entre 3 a 12 meses103,
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Clasificaciones: valor prondstico

Las leucoplasias orales pueden ser homogéneas
(predominantemente blancas, planas, de superficie fina) y no homogéneas
(patron blanco y/o rojizo (eritroleucoplasia) irregular con superficie
nodular o exofitica). Se cree que las leucoplasias homogéneas tienen un
bajo riesgo de transformacién maligna, la eritroleucoplasia un riesgo
intermedio y las lesiones eritroplasicas puras el mayor riesgo de
desarrollar un carcinoma, aunque ninguna tan elevado como la leucoplasia
verrugosa proliferativalf4. Sin embargo ninguna de estas imagenes puede
ser utilizada como un indicador de los cambios en el epitelio, y el analisis
histopatoldgico de las mismas es obligatorio para tratar de determinar su

potencial evolutivo.

Si bien la clasificacion de la OMS0> reconoce 5 estadios
histopatoldgicos en los TOPC, la clasificacion de Ljubljanal%, que
seguiremos en este estudio, agrupa displasia grave y carcinoma in situ

como equivalentes:

* Hiperplasia escamosa: suele acontecer en el estrato espinoso
(acantosis) y/6 en el estrato basal/parabasal (hiperplasia de las células
basales). La arquitectura muestra una estratificacion normal sin la

existencia de atipia celular

* Displasia leve: en general la alteracién arquitectural y la atipia celular

quedan limitados al tercio inferior del epitelio.
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* Displasia moderada: la alteracion arquitectural se extiende hasta el
tercio medio, no obstante el grado de atipia celular podria requerir la

necesidad de encuadrar la lesién en un grado superior de displasia.

* Displasia grave: la aberracion arquitectural a la par que la atipia celular
afectan a mas de dos tercios del epitelio - Carcinoma in situ: alteracion
arquitectural casi completa del epitelio en conjuncién con atipia celular
muy pronunciada. Con frecuencia se observan mitosis atipicas y

anormalmente superficiales?2.

Esta clasificacion supuso un considerable avance al relacionar el grado de

alteracion estructural epitelial con el riesgo de transformacion maligna.

Arquitectura Citologia
Estratificacion irregular del epitelio Variacion anormal del tamafio nuclear (anisocariosis)
Pérdida de polaridad de las células basales Variacion anormal de la forma nuclear (pleomorfismo nuclear)
Crestas interpapilares delgadas y alargadas Variacion andémala del tamafio celular (anisocitosis)
Aumento del nimero de figuras de mitosis Variacion anormal del tamafio celular (pleomorfismo celular)
Mitosis en las capas superficiales Aumento de la proporcion nticleo/citoplasma
Queratinizacion individual (disqueratosis) Aumento del tamafio nuclear

Globos corneos en las crestas interpapilares ~ Figuras de mitosis atipicas
Aumento del tamafio y nimero de los nucléolos

Hipercromasia

Tabla 2: Criterios usados para el diagndstico de displasia. Warnakulasuriya

2008%2,

Sin embargo, es preciso indicar que no existe una correlacion
individual directa entre el grado de displasia y el desarrollo del cancer
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invasivo. Asi pues, se observa que las leucoplasias homogéneas y las que
muestran una histopatologia de displasia leve, pueden evolucionar a
neoplasias infiltrantes07, e incluso lesiones con aspecto clinico-histolégico
de normalidad pueden presentar alteraciones cromosomicas y
moleculares precoces%. Asi pues, el diagnéstico histopatologico de
displasia, en sus diferentes grados, no ha demostrado ser un marcador

pronostico fiable de evolucién a malignidad.

Otro factor a tener en cuenta es la variabilidad inter e intra-
observador existente en el diagndstico del grado de displasia epiteliall04

(Tabla 3).

Autor (afio) Sistema de % de acuerdo % de acuerdo

clasificacion interobservador intraobservador

(Kappa) (Kappa)
Kujan (2006) 5 grados OMS K 0.50
Karabulut (1995) 5 grados OMS K 0.27-0.45
Abbey (1995) 4 grados OMS 50.5% 50.8%
Displasia vs no 81% 80.3%
displasia
Fischer (2004) 5 grados OMS K 0.59
Brothwell (2003) 5 grados OMS K 0.51

Tabla 3: Variabilidad intra e interobservador en el diagnéstico de displasia.
(Adaptado de Eversole 2009)1%,

Por ello, la informacién aportada por la histopatologia no es suficiente

para anticipar la evolucién de una displasia oral. En consecuencia, es
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preciso encontrar métodos complementarios al diagnostico histolégico de

los TOPC que aporten mas informacién prondstica.
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Marcadores moleculares en displasias orales

Diversas moléculas vinculadas con el proceso de carcinogénesis

pueden ser utiles como marcadores de progresion de los TOPC vy,

potencialmente, como marcadores pronodsticos de las lesiones malignas

desarrolladas a partir de aquellos. Estos marcadores moleculares pueden

agruparse en!10:

Marcadores de crecimiento tumoral:

El papel de las proteinas reguladoras del ciclo celular como p16,
p21, p27, p53 o ciclina D1 ha sido extensamente estudiado en
distintos trabajos en las ultimas dos décadas’278. Pese a ello,
ninguno ha sido considerado un marcador de riesgo util hasta la
fecha. El antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) ha sido

inversamente asociado con el grado de diferenciacién?!l.

Marcadores de supresion tumoral y de respuesta antitumoral:

La expresion de la proteina FHIT ha sido estudiada
recientemente en CECC y lesiones premalignas, observandose
una disminucién de su expresion en el 42% de los tumores y en
el 23% de las lesiones premalignas'?’ Los resultados de este
estudio indican que las alteraciones de FHIT pueden jugar un

papel importante en los eventos iniciales de la carcinogénesis!12.

Marcadores de angiogénesis:
La angiogénesis es un requisito necesario para el crecimiento

neoplasico. En los carcinomas de cabeza y cuello se ha hallado
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frecuentemente una sobreexpresién del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), el cual se induce en condiciones de
hipoxia y estimula la angiogénesis, favoreciendo el crecimiento

tumoral y la aparicion de metastasis!13.

Marcadores de invasion tumoral y de potencial metastatizante:
Las metaloproteasas de la matriz extracelular (MMPs) son
metaloenzimas de zinc cuya expresion se ha puesto de
manifiesto en el carcinoma de células escamosas oral y se

relaciona con el estadio del tumor!14.

Entre las integrinas la avi36 se expresa en el carcinoma de células

escamosas de la cavidad orall1s.

Marcadores celulares de superficie:

Diversas moléculas de adhesion muestran una expresion
reducida en los carcinomas de cabeza y cuello. Entre ellas, se
hallan el complejo E-cadherina-cateninas y las CD4416. La
sobreexpresion de CD44 podria formar parte de los multiples
mecanismos que contribuyen al desarrollo y evoluciéon de las
lesiones preneoplasicas en los CECC y podria, por tanto, ser un
predictor de riesgo de transformacion maligna valido117.

La E-cadherina es una molécula clave en el mantenimiento de la
adhesion intercelular y participa también en la mediacion de los
mecanismos de transduccién de sefiales que controlan la
polaridad, diferenciacion, crecimiento y migraciéon celular!is. La
infrarregulacion de la adhesion celular mediada por la
cadherina-E ha sido asociada con la progresién tumoral en
diversos canceres y el cavidad oral se ha demostrado su

asociacion con mayor agresividad histolégical??.
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Por otra parte, la quinasa de adhesion focal (FAK), que trasmite
al nucleo las senales procedentes de las integrinas también se

encuentra sobreexpresada en estos carcinomas?!20,

Marcadores intracelulares

Las citoqueratinas son estructuras proteicas de las células
epiteliales. La malignizacion de los TOPM se asocia con la
pérdida de expresidon de las citoqueratinas. Se ha visto que la
expresion de CK19 en la capa celular suprabasal de la mucosa
oral puede utilizarse como marcador diagndstico de lesiones

precancerosas orales21,

Marcadores derivados del dcido araquidonico y marcadores

enzimaticos

Los metabolitos de la lipooxigenasa, incluyendo Ila
prostaglandina E2, el acido hidroxieicosatetraenoico y el
leucotrieno B4, se encuentran incrementados en el COCE. Sin
embargo, no se ha profundizado en el estudio del papel que
desempenan en la potencialidad de malignizacion122.

La glutation S-transferasa (GST) es un isoenzima que actta en la
segunda fase del metabolismo celular y desarrolla un papel
importante de proteccion celular frente a agentes citotoxicos y
carcinogénicos. Se ha demostrado que existe una sobreexpresion
de GST-' en lesiones orales precancerosas y durante la
carcinogénesis oral experimental. Por tanto, puede emplearse

como marcador tumoral de TOP(C123,
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Seleccion de marcadores

FAK

La sobreexpresion de la quinasa de adhesiéon focal (FAK) ha sido
documentada en los CECC24, aunque no siempre se corresponde con una
amplificacion del gen FAK. Ocurre como evento en las primeras fases de la
transformacion maligna en los CCE, asociandose a un aumento de la
invasividad y el potencial metastasico de estos tumores. Se ha probado a
su vez como diana molecular en algunos estudios con terapias

bioldgicasizs.

La amplificacion de FAK en los CCE se ha asociado frecuentemente
con ganancias en otros 2 genes de la misma region 8q24, PTP4a3 y
KHDRBs3120, que se han encontrado co-amplificados con él en muchos
casos. Sin embargo otro oncogén, C-MYC, uno de los mas conocidos y
estudiados en distintos tipos de tumores, se acompafa del aumento en el
ndmero de copias de FAK sélo en un 30% casos!29,
La amplificacion de la region 8q23-24 ha sido definida como un
importante evento inicial en la carcinogénesis en los CECC.126 El gen
FAK/PKT2 es uno de los mas importantes de dicha region y codifica la
proteina FAK o quinasa de adhesion focal que actia como un transductor
de senales hacia el nucleo, desde las integrinas!?’. La pérdida de adhesién
entre las células epiteliales y la matriz extracelular es una de las vias
fundamentales que utilizan las células tumorales para favorecer la
migracion, invasion y metastasis!26127, La quinasa de adhesion focal
participa en el control de las interacciones entre las células y la matriz que

posibilita la estabilidad de los tejidos120.

72



Marco Teorico

Hay evidencias que sugieren que la FAK es una “llave” en las vias de
sefializacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)128.
La identificacion de la mayoria de los procesos bioldgicos regulados por
FAK se ha hecho en células no neoplasicas, donde se ha documentado bien
como la activacion de FAK contribuye a la regulacion de las integrinas y las
sefiales del factor de crecimiento que promueven la adhesion celular, la

independencia del anclaje, la motilidad celular y la apoptosis?29.

La inmunotincion de FAK se demostr6 en CECC en la mucosa
normal, de forma débil y confinada a la capa basal del epitelio, con un
patrén de expresion citoplasmatico. Se ha observado tincién positiva en
células del endotelio vascular y en células acinares de las glandulas

seromucosas, no detectandose expresion legible en el estroma?3°.

Hoy en dia ha quedado claro que FAK ejerce muchos de sus efectos
en la motilidad a través de la asociacién quinasa-independiente con
multitud de sefiales y proteinas efectoras3l. Entre ellas esta la capacidad
de FAK para influenciar la activacion de Cdc42, Rac y Rho, ayudando a

regular el citoesqueleto de actina durante el movimiento celular131, 132,

Cortactina

El citoesqueleto de actina es una red dinamica de polimeros de actina y
una gran variedad de proteinas asociadas. Sus principales funciones
fisioldgicas estan relacionadas con la motilidad celular y los cambios de
forma de la célula durante el ciclo celular. También participa en la
adhesion, la fagocitosis, la citoquinesis, el movimiento de las particulas
intracelulares en el citoplasma y la organizacion de los receptores

transmembranal33.134, Hoy en dia se sabe que las proteinas involucradas
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en las vias de sefalizacion de tirosin-quinasas y la familia de Rho GTPasas
juegan un importante papel cooperando en la regulaciéon del citoesqueleto
de actinal33. Las moléculas que intervienen en estas vias, como la
cortactina (codificada por el gen CTTN), participan en la integracion y

mediacién de las respuestas celulares 134,

La cortactina esta relacionada con la organizacion del citoesqueleto
y las estructuras de adhesién celular, cuyo gen codificante (CTTN) se
encuentra en el mismo cromosoma que la ciclina D1, 11q13140. Como ya se
ha comentado, este gen se encuentra sobreexpresado en un 31% de
tumores de cabeza y cuello, y se relaciona con un fenotipo de alta

malignidad>s.

La cortactina es una proteina de union a la actina relacionada segtiin
se ha visto con vias de sefializacién de tirosin-quinasas y Rho GTPasas que
desembocan en cambios estructurales en el citoesqueleto que a su vez
pueden dar lugar a alteraciones en la morfologia celular. Asi pues, estos
estudios!3>. determinan que juega un importante papel en la integracion y
mediacion de vias de sefializacion basadas en la fosforilacion de tirosina
que regulan la red de filamentos de actina, la organizacion de los
receptores transmembrana y las dinamicas en la membrana. Se cree que la
fosforilacién de cortactina es promovida directamente por la proteina Src,
si bien el mecanismo exacto no ha sido totalmente-demostrado hasta la

fechal3s.

Algunas células malignas, durante el fendmeno invasivo, exhiben
prolongaciones o pseudépodos, estructuras ricas en actina asociadas a la
degradacion de la matriz extracelular, que colectivamente ayudan en la
motilidad celular. Se ha descrito el papel de la cortactina como promotor

de la secrecidon de metaloproteasas (MMPs) necesarias para la degradacion
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de la matriz en el proceso de formacion de estas estructuras y también la
posible implicacion de la misma en la formacion de pseudépodos o
podosomas?3> Ello puede ofrecer una explicacién a la asociaciéon entre la
sobreexpresion de cortactina y el peor pronostico en CECC y otros tipos de

carcinomas.

Van Rossum y cols. 13¢, describen la funcién de la cortactina como
estabilizador de las redes de filamentos de actina al promover mediante la
activacion del complejo Arp2/3 (proteina relacionada con la actina 2/3) la
polimerizacién de dichos filamentos. Se encarga asi de la regulacion de las
adhesiones intercelulares, proceso importante en los fendmenos de
motilidad celular, asi como la fosforilacion de cortactina a través de Src136,
La adhesidn celular a la matriz extracelular estd mediada por integrinas,
que agrupan filamentos de actina, proteinas de unién a la actina y
proteinas de sefializacién, promoviendo de esta manera la formacién de
adhesiones focales.137 Las uniones célula-célula estdn mediadas por
cadherinas y se acompafian de una profunda remodelacion del
citoesqueleto de actina. El complejo Arp 2/3 estd implicado en la
formacion de contactos de adhesion basados en E-cadherina.’3® Tomados
en conjunto, estos datos sugieren que la activaciéon de Arp 2/3 y la
estabilizacion de la red de actina es una funciéon celular propia de la
cortactina, aunque no exclusiva de ella, y su actividad esta directamente
relacionada con la motilidad basada en los filamentos de actina, asi como
indirectamente a través de la interaccién de proteinas de unién a SH3 que
regulan de forma dinamica la organizacion de proteinas
transmembranal38, El incremento de los niveles de cortactina, demostrado
en diversos trabajos y en diferentes tipos de canceres, aumenta la
adhesion de las células tumorales, la migraciéon celular y facilita el

fenomeno de invasividad.13
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La amplificacién de la regién cromosémica 11q13 se ha descrito en
varios tipos de carcinomas humanos, incluyendo los de cabeza y cuello,
mama, pulmon, eséfago, ovario y vejiga.140 Esta alteracion genética es una
de las que con mayor frecuencia se observan en CECC (20-52%),
encontrandose correlacion con el crecimiento agresivo tumoral, la
presencia de metastasis linfaticas y un peor pronosticol2é. Rodrigo y
cols.>8141  investigaron el papel de CCNDI1 y CTTN como genes
“conductores” de la amplificaciéon en 11q13, demostrando la asociacién
entre la amplificacién de CTTN con un peor pronostico y disminucion de la
supervivencia en pacientes con CECC, sugiriendo que la amplificacion de
este gen, contribuye directamente a la agresividad tumoral. Lineas
celulares aisladas de pacientes con amplificacion de la region 11q13
muestran un incremento de los niveles de mRNA y de la proteina
correspondiente, evidencidndose que la sobreexpresién de cortactina
juega un importante papel en los tumores con amplificacién de 11q1358.

La amplificacién de los genes TAOS1 y CTTN, ambos localizados en 11q13,
ha sido analizada en muestras de lesiones premalignas orales
(leucoplasias) y carcinomas de células escamosas orales, concluyendo que
pueden ser un evento inicial en la carcinogénesis oral®>. Los resultados de
este estudio muestran la existencia de una asociacion entre la
amplificacion de estos genes y el incremento de las metastasis linfaticas,

una pobre diferenciacidn histologica y un estadio clinico avanzado®3.

En un estudio reciente!4Z, se demostré que el estado de expresion de
la proteina constituye un factor pronoéstico independiente para el riesgo de
recurrencia local, supervivencia total y libre de enfermedad. También se
observd que un subgrupo de pacientes en los que se sobreexpresaba
cortactina y tenian bajos niveles de EGFR, presentaban cifras de

supervivencia comparables a los que tenian un incremento en la expresion
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de ambas: EGFR y cortactina Estos hallazgos identifican a la cortactina
como un marcador prondstico relevante e incluso como una posible diana
molecular en el desarrollo de nuevos agentes antitumorales. De todos los
genes localizados en el amplicon 11q13, la expresién de cortactina ha
demostrado ser el mejor predictor de baja supervivencia en estadios

avanzados de CECC143.

Podoplanina

La Podoplanina es una pequefia glicoproteina transmembrana tipo
mucinosa importante en la linfangiogénesis y que se expresa en humanos
en condiciones normales en los podocitos, musculo esquelético, placenta,
pulmoén, corazén, mama y glandulas salivares!#4. Ocasionalmente la
expresion focal de podoplanina se puede apreciar en areas circunscritas de
la capa basal de la epidermis45. Dado que la podoplanina se expresa en
los vasos linfaticos pero no en el endotelio vascular, ha sido usada con
frecuencia como marcador especifico para las células del endotelio
linfatico y la linfangiogénesis4t. Se ha observado como la deficiencia de
podoplanina dificulta la normal formacién de vasos linfaticos y causa
linfedema en modelos animales donde se elimina su expresion!47. También

es capaz de inducir la agregacion plaquetaria in vitro14s.

La expresion de podoplanina se ve aumentada en gran variedad de
canceres entre los que se encuentran los carcinomas de células escamosas
de la cavidad oral, esd6fago, pulmén, cérvix y piel, asi como en
disgerminomas ovaricos, mesoteliomas y ciertos tumores del SNC149, 150,
Su expresidn en los CECC es generalmente heterogénea y con dos patrones
basicos: expresion difusa en muchas células tumorales y expresion focal en
la periferia proliferativa de los nidos celulares sin expresarse en las areas

centrales!49.
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El factor de crecimiento epidérmico, el factor basico de crecimiento
fibroblastico (FGF2) y el factor de necrosis tumoral a estimulan la
expresion de podoplanina en células tumorales de mama, y la bradicinina
hace lo propio en fibroblastos 3T3!50, La expresion de podoplanina
también se ha encontrado aumentada en el proceso de regeneracion
epidérmica, y se especula con el hecho de que la podoplanina forme parte
de una via que regule la migracion celular en el contexto de la reparacion
tisular y que esa misma via sea utilizada por las células cancerigenas
durante la invasion tumoral, confiriéndoles ventajas selectivas frente a las

otras células epiteliales?s0,

Durante la llamada transicién epitelio-mesenquimal las células
pierden marcadores epiteliales, como la E-cadherina y expresan
marcadores mesenquimales, como N-cadherina y vimentina. La formacion
de grandes nidos celulares en el tejido circundante, llamada habitualmente
migracion celular colectiva, es menos conocida. Recientes estudios
experimentales han demostrado que la podoplanina es mediadora en vias
que posibilitan este tipo de migracion celular colectiva y la invasion in vivo

e in vitrol51,

La invasion tumoral ocasionada por células que expresan
podoplanina parece estar también en relaciéon con la actividad de las
metaloproteasas de la matriz (MMPs) y puede ser reprimida por TIMPZ2,
un inhibidor de MMP150.151,

La sobreexpresion de podoplanina se ha identificado como
marcador de progresion hacia malignidad y peor prondstico en cancer
oral, siendo considerado predictor de riesgo de metastasis linfaticas

regionales y de una disminucion de la supervivencial2°.
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Kawaguchi y cols?52 en su estudio en lesiones precancerosas orales
demuestran que la podoplanina, en conjuncién con el analisis
histopatoldgico, puede servir como un valioso biomarcador para predecir
el riesgo de desarrollar un cancer en los pacientes con TOPC. En las
lesiones precancerosas orales la podoplanina se expresaba en la
membrana celular, predominantemente en el estrato basal, aunque en
ciertas muestras se extendia a la capa suprabasal, en forma de uno o
multiples nidos. La expresion se incrementa conforme aumenta la
gravedad de la displasia histolégica. Podoplanina ha sido considerada en
este estudio’>Z el Unico factor prondstico independiente para el desarrollo
de un cancer oral en el andlisis multivariante, lo que sugiere que nos

podria dar mas informacion que el examen histopatolégico convencional.
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Hipdtesis y Objetivos

HIPOTESIS

El desarrollo de un carcinoma oral de células escamosas (COCE)
conlleva diferentes alteraciones secuenciales en los mecanismos de
regulacion celular, cuyo resultado es una proliferacion incontrolada.
Conocer las alteraciones en las moléculas que intervienen en el control del
ciclo celular contribuye a comprender la patogenia de esta enfermedad y a
su vez a realizar un diagndstico mas precoz, a llevar a cabo una orientacion
pronoéstica con mayor exactitud y a un abordaje terapéutico mas adecuado.
El COCE presenta un comportamiento biolégico diferente dependiendo de
factores como la localizacidn, el tipo histoldgico, el estadio clinico y la

susceptibilidad individual de cada paciente.

La hipdtesis que sustenta el presente estudio considera que los
cambios moleculares son mas precoces que los cambios histologicos y
estan fuertemente relacionados con la evolucién y el pronédstico de las
lesiones orales. Por ello, el andlisis inmunohistoquimico puede aportar una
informacion superior sobre la evolucion y el prondstico, tanto en lesiones
premalignas como en carcinomas infiltrantes, que el estadiaje clasico y el

analisis histolégico.
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OBIJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es investigar el papel de la
cortactina, la quinasa de adhesidén focal (FAK) y la podoplanina en la
carcinogénesis y progresion de los COCE, asi como averiguar si el
estudio de su expresion es util como indicador de riesgo de
progresion a malignidad en TOPC y/o para establecer un prondstico

evolutivo en los COCE.

Para ello nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar la expresion de FAK, cortactina y podoplanina en las

lesiones de la mucosa oral potencialmente cancerizables (TOPC).

2. Evaluar la potencial asociacion entre la inmunoexpresion de
FAK, cortactina y podoplanina y la transformacion cancerosa de los

TOPC.

3. Estudiar la expresion de FAK, cortactina y podoplanina en los

COCE.

4. Analizar la posible asociaciéon entre la expresién de FAK,

cortactina y podoplanina y las variables clinicopatolégicas relevantes.

5. Evaluar el valor prondéstico de la expresién de FAK, cortactina

y podoplanina en los COCE.
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Pacientes y método

PACIENTES Y METODO

Seleccion de pacientes:

Se han seleccionado dos cohortes: (I) una constituida por pacientes
diagnosticados de trastornos orales potencialmente cancerizables y (II)
otra formada por pacientes tratados de carcinomas de células escamosas

de la cavidad oral.

TRASTORNOS ORALES POTENCIALMENTE
CANCERIZABLES

Se seleccionaron pacientes diagnosticados de TOPC en el Hospital
Universitario Central de Asturias (HUCA) entre los afios 2000 y 2007 que

cumplian los siguientes criterios de inclusion:

* Lesiones orales con caracteristicas clinicas de leucoplasia o
eritroplasia.

* Sometidas a estudio histologico (hiperplasia, displasia, carcinoma in
situ)

* Sin antecedentes de carcinomas de células escamosas en la cabeza y
el cuello.

* Tratamiento de la lesion mediante escisién o destrucciéon completa

con laser de COx.
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Los pacientes fueron seguidos cada 2 meses durante los primeros 6
meses después de completar el tratamiento, cada 3 meses hasta el segundo
afio, y cada 6 meses posteriormente, hasta el fin del estudio.

El seguimiento minimo fue de 5 afios en el caso de pacientes en los que no
hubo progresion a malignidad, o hasta que esta se produjo, en el resto de
los casos. Los pacientes en los que se observo progresion a malignidad en
menos 6 meses desde el diagnéstico del TOPC, fueron excluidos del

analisis.

En los casos de pacientes con multiples biopsias se seleccioné la

primera, segin orden cronoldgico, en la que se presento displasia.

Para la evaluacion de FAK y CNNT se incluyeron 64 pacientes en el

estudio, y para la evaluacion de podoplanina 58 pacientes.

CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS

Se consideraron pacientes diagnosticados de carcinoma de células
escamosas de la cavidad oral, en el Hospital Universitario Central de
Asturias, entre los afios 1996 y 2006, que no tuviesen antecedentes de
carcinomas en el area de la cabeza y el cuello, y que hubiesen sido

intervenidos quirdrgicamente con intencién curativa.
Se excluyeron del presente estudio los pacientes:
* En cuyo historial clinico faltasen datos relevantes.

* Sin material histolégico archivado suficiente para su estudio.

* Aquellos aquejados de carcinomas labiales.
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* Los que no se sometieron a diseccién cervical, bien por
contraindicacion para la anestesia general o bien por ser
tratados mediante técnica del ganglio centinela.

* Los que recibieron quimio o radioterapia preoperatoria en el

territorio de la cabeza o el cuello.

El seguimiento minimo fue de 5 afios tras el tratamiento. Los
pacientes fueron seguidos cada 2 meses durante los primeros 6 meses
después de completar el tratamiento, cada 3 meses hasta el segundo afio, y

cada 6 meses posteriormente.
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Variables analizadas

Se recogieron de la historia clinica de todos los pacientes las siguientes
variables:
* Demograficas:
o Sexo
o Edad en el momento del diagndstico
* Factores de riesgo
o Tabaco, se registré el consumo de tabaco en unidades
de cigarrillos diarios y los afios de habito. Se consider6
exfumadores a los pacientes con mas de dos afos de
abandono del habito tabaquico.
o Alcohol, se clasifico a los pacientes como bebedores
habituales si superaban el consumo de 30gr de

alcohol/dia.

TRASTORNOS ORALES POTENCIALMENTE
CANCERIZABLES

Ademas de los datos epidemioldgicos y de factores de riesgo se

incluyo:

* Histologia de la lesidn: (segun criterios de la OMS)
o Hiperplasia
o Displasialeve
o Displasia moderada

o Displasia grave o carcinoma in situ
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* Estado final:
o Sin progresion
o Progresion a carcinoma de células escamosas
infiltrante
o Evolucién a carcinoma verrugoso

* Tiempo de seguimiento

CARCINOMAS ORALES DE CELULAS ESCAMOSAS

Se registraron, en cada paciente, las siguientes variables:
* C(linicas
o Localizacién anatémica:
Lengua
Suelo oral
Paladar
Encia
Mucosa yugal
Retromolar/orofaringe
o Tamafio de la lesién (T) (Tabla 4)
o Presencia de ganglios linfaticos con metastasis (N)
(Tabla 4)
o Presencia de metastasis a distancia (M)(Tabla 4)
o Estadio tumoral (Tabla 5)
o Afectacion 6sea

o Tipo de reconstruccion del defecto
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o Recidiva (nimero y localizacion).
Local
Regional
A distancia
o Tratamiento complementario con radioterapia
o Tratamiento complementario con quimioterapia
o Estado al final del seguimiento
Vivo y libre de enfermedad
Muerto por la enfermedad o recidiva no tratable
Perdido o muerto por otra causa (censurado)
* Histoldgicas
o Diferenciacion histologica:
Bien diferenciado
Moderadamente diferenciado
Poco Diferenciado
o Estado de los bordes: considerandose bordes afectos
aquellas resecciones con margenes afectos o con tumor
a menos de 1mm del borde de reseccion.

* Tiempo de seguimiento
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TAMANO DEL TUMOR PRIMARIO (T)

TX Tumor primario no puede ser valorado

TO No existe evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

T1 Lesion menor de 2cm en su maximo didmetro

T2 Lesion mayor de 2cm y menor de 4cm en su maximo
diametro

T3 Lesion mayor de 4cm en su maximo diametro

T4 Lesion que invade estructuras adyacentes (huesos,

musculos extrinsecos o piel)

GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES (N)

NX Adenopatia cervical no valorable
NO Sin adenopatias cervicales clinicamente positivas
N1 Un solo ganglio homolateral positivo con 3cm o menos

de diametro

N2a Un solo ganglio homolateral positivo mayor de 3cm y
menor de 6cm de diametro

N2b Multiples ganglios homolaterales positivos menores de
6cm de diametro

N2c Ganglios bilaterales o contralaterales positivos, menores
de 6cm de diametro

N3 Uno o mas ganglios positivos mayores de 6cm de

diametro

METASTASIS A DISTANCIA (M)

MX Metastasis a distancia no valorable
MO No existe metastasis a distancia
M1 Existe metastasis a distancia.

Tabla 4 : Clasificacion TNM y estadiaje tumoral AJCC 153,
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ESTADIOS T N M
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio | T1 NO MO
Estadio II T2 NO MO
Estadio III T3 NO MO
T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3 N1 MO
Estadio IV A T4 NO MO
T4 N1 MO
Cualquier T N2 MO
Estadio IV B Cualquier T N3 MO
Estadio IV C Cualquier T Cualquier N M1

Tabla 5: Clasificacion TNM y estadiaje tumoral AJCC 153.

Muestras histologicas y analisis inmunohistoquimico

Se recogieron muestras representativas de las lesiones, conservadas

en parafina, del archivo anatomopatolégico del HUCA.

Los TOPC se clasificaron en tres categorias hiperplasia o displasia

leve, displasia moderada o displasia grave, segun la clasificacion de la

OMS?54, También se obtuvieron muestras representativas del tejido

tumoral en aquellos pacientes cuyas lesiones evolucionaron hacia

carcinoma de células escamosas invasivo.
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Como control negativo, se utilizO6 mucosa oral de pacientes sanos
procedente de la cirugia de extirpacion de terceros molares no

erupcionados.

Las muestras de COCE procedieron igualmente de bloques de tejido
parafinado del archivo anatomopatolégico del Hospital Universitario
Central de Asturias. Se valoré la diferenciacion tumoral y la proximidad de
los bordes de reseccién. Otros parametros como la profundidad tumoral, el
patrén de invasién o la presencia de infiltracién perineural no estaban
disponibles para todos los pacientes por lo que no pudieron ser tenidos en

cuenta.

Técnica de inmunohistogimica

De cada bloque de tejido se realizaron secciones seriadas de 3 pm
que fueron adheridas en portas Flex IHC microscope (Dako). Las secciones
fueron desparafinadas con xileno estdndar, e hidratadas en
concentraciones graduales decrecientes de alcohol.

El desenmascaramiento antigénico se llevo a cabo utilizando Envision Flex
Target Retrieval solution (Dako) a pH 9,0 en el caso de FAK y CTTN y en

tampon citrato a pH 6,0 para podoplanina.

El protocolo especifico para cada marcador se detalla a

continuacion:

e FAK: La tinciéon de las secciones se realiz6 automaticamente a
temperatura ambiente en una estacion de trabajo (Dako Autostainer
Plus), utilizando el anticuerpo monoclonal Anti-FAK, clon 4.47

(Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY) en dilucion 1:250. Se utiliz6
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como sistema de visualizacion el kit Dako EnVision Flex (Dako

Autostainer).

e CTTN: Tincion de las secciones automadaticamente a
temperatura ambiente en una estacion de trabajo (Dako Autostainer
Plus) utilizando el anticuerpo monoclonal Anti-Cortactina, clon 30
(BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA) en dilucién 1:200. Se
utilizé como sistema de visualizacion el kit Dako EnVision Flex

(Dako Autostainer).

* PODOPLANINA: Los cortes de tejido se incubaron durante
toda la noche a 4 ° C en una camara humeda con anticuerpos
monoclonales IgG de ratén anti-podoplanina, clon D2-40 (Covance
Inc. anteriormente Signet N ¢ de catalogo 730-01) a una dilucién
1:100. La tincién se realiz0 mediante el uso del sistema
DakoCytomation Envision Plus con peroxidasa de ratén y el
cromoégeno diaminobencidina como sustrato (DakoCytomation).

La expresion de podoplanina en las células endoteliales linfaticas del
estroma sirvié como un control positivo interno. El control negativo

se realiz6 con la omisién del antisuero de la incubacién primaria.

Finalmente se realiz6 la contratincion con hematoxilina durante 8

minutos.
Después de la tincion, las preparaciones fueron deshidratadas a

través de alcoholes de graduacion creciente y montadas con un

cubreobjetos segin un método estandar.
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Cuantificacion de marcadores

Las preparaciones fueron analizadas por dos observadores, un
miembro de nuestro equipo y un patdlogo, de forma independiente y sin
conocimiento de los datos clinicos. La concordancia interobservador se

situd en torno al 95%.

FAKY CTTN

La inmunotincion fue valorada tanto en TOPM como en COCE
utilizando una escala semicuantitativa, de acuerdo con la intensidad de la
tincion1ss;

* negativa (0)
e débil (+)
* moderada (++)

* intensa (+++).

PODOPLANINA

La cuantificacion se realiz6 segun criterios previamente

establecidos, dependiendo del tipo de lesion estudiada.

En TOPC, la cuantificacion de la inmunotincion se llevé a cabo
aplicando un sistema de puntuacién similar al previamente descrito por
Kawaguchi y cols?52 (Figura 2), de la siguiente manera:

(0) no se observo expresidn en ninguna parte del epitelio

(1) expresion restringida a la capa basal del epitelio

(2) expresion en las capas basales y suprabasales, en una tnica area
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(3) expresion extendida a la capa suprabasal, en dos o mas areas.

1
2
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Figura 2: Esquema de valoracién de la expresion de podoplanina. Adaptado

de Kawaguchi y cols?®2,

100



Pacientes y método

En las muestras correspondientes a COCE se valoro:

e Presencia de tincion

* Patron de tincion: difuso /periférico

* Intensidad de la tincion: +/++/+++

* Porcentaje de células teniidas: 0%, 1% a 33%, 34% a 66%,

>66%

* Score combinando intensidad y porcentaje (0-9). Resultado
del producto de la puntuacion en intensidad (tincion
negativa=0/+=1/++=2/+++=3) por la puntuacion en
porcentaje de células teitiidas (0%=0/1%-33%=1/34%-
66%=2/>66%=3).

o 0-4 baja expresion

o 5-9 alta expresion
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Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante el
sowftware SPSS para Windows version 20.0 (SPSS Inc., Chicago, ILL,
EEUU).

Los contrastes entre variables categoricas se llevaron a cabo
mediante el test de Chi-cuadrado y la prueba exacta de Fisher (cuando los
efectivos esperados en alguna casilla eran menores de 5). La relacién
entre la edad y variables categoricas binarias se determiné mediante la
prueba t de Student-Fisher. Las correlaciones entre variables ordinales
fueron analizadas mediante la prueba de Spearman.

Para el analisis de supervivencia, se utiliz6 el test de Kaplan-Meier.
Las diferencias entre los diversos tiempos de supervivencia se analizaron
mediante la prueba de log-rank. Se utiliz6 también el modelo de riesgos
proporcionales de Cox para los analisis uni y multivariante. En ambos se
calcularon los Hazard Ratios (HR) con intervalos de confianza del 95%
(IC). Los valores de p < 0,05 fueron considerados estadisticamente

significativos.
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RESULTADOS

Lesiones orales potencialmente malignizables

Descripcion de la muestra

FAK-CTTN

La muestra analizada en esta parte del estudio estaba formada por
64 pacientes, de los cuales 32 eran hombres y 32 mujeres, con edades
comprendidas entre los 39 y los 89 afos, siendo la edad media 64 afios
(DS 12,8).
Cincuenta y uno de los 64 pacientes (80%) eran fumadores, con un
consumo medio de 20 cigarrillos/dia. Treinta y nueve sujetos (60%) eran
consumidores habituales de alcohol.
Con respecto a la histologia de los TOPC, 48 casos fueron clasificados como
hiperplasia o displasia leve (75%), 8 casos (12,5%) como displasia
moderada y, por ultimo, 8 casos como displasia grave o carcinoma in situ

(Figura 3).
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Figura 3: Clasificacién de los TOPC en el andlisis de FAK y CTTN.
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A lo largo del seguimiento clinico 17 casos (26%) evolucionaron a
carcinoma invasor, siendo cuatro de ellos clasificados como carcinomas

verrugosos.

Las caracteristicas demograficas y anatomoclinicas de los pacientes se

resumen en la tabla 6:

TOPC sin TOPC con p
transformacion transformacion

maligna maligna
Edad (afios)
Media (DS) 63,8 (12,7) 64,7 (13,5)
Rango 39-87 46-83 0,36
Sexo numero (%)
Mujeres 22 (47,8) 10 (58,8)
Hombres 24 (52,2) 7 (41,2) 0,31
Consumo tabaco numero (%)
Fumadores 5(23,8) 6 (42,9)
No fumadores 16 (76,2) 8 (57,1 0,21
Consumo alcohol nimero (%)
Habitual 1(4,8) 3(21,4)
No 20 (95.2) 11 (78.6) 0,16
Displasia
Leve 42 (91,3) 5(29,4)
Moderada 2 (4,3) 6 (35,3) <0,0005
Grave 2(4,3) 6 (35,3)

Tabla 6: Caracteristicas clinicas y progresion a malignidad de los TOPC en el

andlisis de FAK y CTTN.
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PODOPLANINA

La muestra seleccionada para esta segunda parte del estudio estaba
formada por 58 pacientes, de los cuales 27 (46,6%) fueron hombres y 31
(54,4%) mujeres. La edad media fue de 64 afos (DS 12,9), con un rango de
39 a 87 anos.

Treintaicinco de los 58 pacientes (60%) eran fumadores, con un consumo
medio de 20 cigarrillos al dia. Veintiocho pacientes (48%) consumian
habitualmente alcohol.

Histoldgicamente, 43 casos (74,1%) fueron clasificados como hiperplasia o
displasia leve, 7 casos (12,1%) como displasia moderada y 8 casos

(13,8%) como displasia grave o carcinoma in situ (Figura 4).
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Figura 4: Distribucion de los TOPC en el andlisis de podoplanina.

A lo largo del seguimiento 13 de los 58 pacientes (22,4%)

evolucionaron a carcinoma de células escamosas invasor.

Las caracteristicas de los pacientes se resumen en la tabla 7.
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Displasia sin Displasias con P
transformacion transformacion

maligna maligna
Edad (afios)
Media (DS) 63,8 (12,7) 64,1 (13,8)
Rango 39-87 46-83 0,36
Sexo numero (%)
Mujeres 22 (49) 9(69)
Hombres 23 (51) 4 (31) 0,37
Consumo tabaco ntiimero (%)
Fumadores 29 (64.,4) 6 (46)
No fumadores 16 (35,6) 7 (53.8) 0,39
Consumo alcohol nimero (%)
Habitual 25 (55,5) 2(23)
No 20 (44.5) 10 (77) 0,25
Displasia
Leve 41 (91) 2 (15,4)
Moderada 2 (4,5 5(38.5) <0,0005
Grave 2 (4,5) 6 (46,2)

Tabla 7: Caracteristicas clinicas y progresion a malignidad de los TOPC en el

andlisis de Podoplanina.
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Analisis de la expresion de FAK

En las 64 secciones en las que se analiz6 la inmunoexpresién de FAK
se incluyo epitelio normal como control interno. En este, la expresion de
FAK se restringe a la capa de células basales, siendo despreciable en las
células estromales.

En las zonas displasicas la tincidn se valoré segun su intensidad como leve,
moderada o fuerte (Figura 5). En las areas displasicas, 27 de las 64
lesiones (42%) presentaron sobreexpresion de FAK (intensidad moderada
o fuerte) en relacion con el resto del epitelio. En 17 casos (26%) se detecto
expresion con intensidad fuerte.

El patron de tincion fue de predominio citoplasmatico, no obstante algunas

células manifestaron refuerzo periférico.

En funcién de la clasificacion histopatolégica previa se observo que
la intensidad de la tincién aument6 con el grado de displasia, como se
resume en la tabla 8.

Asociacion claramente significativa en el test de Chi-cuadrado (p<0,0005).

D. leve D. moderada D. severa
P
(48) (8) (8)
Expresion
6 (12%) 5 (62%) 6 (75%) <0,0005
intensa FAK

Tabla 8: Relacion entre la expresion de FAK y el diagndstico histopatoldgico.

En la cohorte de pacientes que evolucionaron a carcinomas orales

de células escamosas (COCE) se analizé también la expresién de esta
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proteina, estando presente en 15 (88%) de las muestras estudiadas. En
cada paciente, la expresion de FAK en la muestra tumoral se comparé con
la obtenida previamente en el correspondiente TOPC, observando que la
expresiéon se mantuvo o incluso aumenté en la muestra con COCE, en

comparacion con la muestra previa.

Analisis de la expresion de CTTN

En las muestras estudiadas se observo, en el epitelio sano, tincion
débil con CTTN en los estratos mas diferenciados y, al igual que con FAK,
tincion despreciable en las células estromales.

El patrdn de tincién fue de predominio citoplasmatico y, en algunos casos,

enriquecimiento proteico en la membrana celular (Figura 5).

Se encontraron niveles elevados de expresion de CTTN (++ y +++)
en las areas displasicas de 52 (81%) de los 64 TOPC estudiados. Siendo de
intensidad fuerte (+++) en 25 casos (39%).

El andlisis mediante inmunohistoquimica de muestras del mismo
individuo tomadas en distintos momentos mostré que el grado de

expresion de la proteina estudiada se mantuvo estable.

Al analizar la expresiéon de CTTN con respecto a la clasificacion
histopatoldgica de los TOPC encontramos que la expresidon proteica
aumenta con el grado de displasia, observandose una asociacion

estadisticamente significativa ( p=0,004) (Tabla 9).
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CTTN FAK

Figura 5: Andlisis inmunohistoquimico de la expresion de CTTN y FAK en
TOPC. A: Epitelio normal con tincién negativa. B-D: Muestras
representativas de lesiones potencialmente malignizables - B: Expresion leve.
C: Expresion moderada. D: Expresion fuerte. E: COCE con expresion proteica

fuerte.
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D. leve D. moderada D. severa
P
(48) (8) (8)
Expresion
14 (29%) 7 (87%) 4 (50%) 0,004
intensa CTTN

Tabla 9: Relacién entre la expresion de CTTN y el diagndstico

histopatoldgico

La expresion proteica fue también evaluada en los COCE de aquellos
pacientes que presentaron progresion a malignidad a lo largo del
seguimiento clinico en la cohorte de pacientes estudiados. En cada
paciente, la expresién de CTTN en la muestra tumoral se compardé con la
obtenida previamente en el correspondiente TOPC.

Se observo sobreexpresion de CTTN (++ y +++) en 13 (77%) de los 17
COCE, comprobandose que la expresion de la proteina se mantuvo o

incremento en el tumor con respecto a la muestra de TOPC.

Expresion de FAK y CTTN y progresion a COCE

En el presente estudio encontramos asociacién estadisticamente

significativa entre el grado de displasia y la progresion a COCE. (Tabla 10)

Grado de Numero de casos Progresion COCE p
displasia (%) Numero (%)
Leve 48 (75%) 5(29,4%)
Moderada 8 (12,5%) 6 (35,3%) <0,0005
Grave 8 (12,5%) 6 (35,3%)

Tabla 10: Evolucion de los pacientes a carcinoma en funcion del diagndstico

histoldgico.
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Cuando analizamos la relacion entre la sobreexpresion de FAK y
CTTN y la progresion a cancer, agrupamos, para el analisis estadistico, por
una parte las lesiones que presentaron una inmunotincién negativa o una
intensidad baja o moderada (0/+/++) y, por otro lado, aquellas cuya
expresion fue puntuada como intensa (+++).

Observamos la existencia de una asociacion entre la expresion de
FAK y la progresion a carcinoma. De hecho, 11 de 17 muestras con
expresion elevada (+++) de FAK evolucionaron a COCE frente a 6 de 47
que no presentaban expresion o lo hacian con intensidad leve o moderada
(0/+/++). Los resultados fueron estadisticamente significativos (Tabla 11,

Test exacto de Fisher, p = 0,0005).

Numero de casos Progresion 0SSC

Expresion FAK P
(%) Numero (%)
Leve-Moderada
47 (73,4%) 6 (35%)
(0/+/++) <0,0005
Intensa (+++) 17 (26,6%) 11 (65%)

Tabla 11: Relacidn entre la sobreexpresion de FAK y la progresion a cdncer

En cuanto a CTTN, se observd una asociacion significativa entre la
expresion intensa de cortactina y la evoluciéon a COCE. Trece de los 25
casos con expresion intensa (+++) progresaron a malignidad frente a 4
casos de los 39 con expresion débil o moderada (Tabla 12). Test exacto de

Fisher, p < 0,0005).
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Numero de casos Progresion COCE

Expresion CTTN p
(%) Numero (%)
Leve-Moderada
39 (61%) 4 (23%)
(0/+/++) <0,0005
Intensa (+++) 25 (39%) 13 (77%)

Tabla 12: Relacion entre la sobreexpresion de CTTN y la progresion a

cancer.

Analizando conjuntamente los dos marcadores incrementamos la

significacion del test, como se resume en la tabla 13:

Expresion Numero de casos  Progresion COCE
p
CTTN-FAK (%) Numero (%)
Leve-moderada
36 (56%) 4 (23%)
(0/4+/++)
CTTN+++o0
14 (22%) 2 (12%) <0,0001
FAK+++
CTTN+++ y
14 (22%) 11 (65%)
FAK+++

Tabla 13: Relacion entre la sobreexpresion de FAKy CTTN de forma

conjunta y la progresion a COCE.

En el andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier, hemos encontrado
que la progresion a COCE se asocia significativamente con el grado

histopatoldgico (figura 6) (log-rank p < 0,0005), con la expresion intensa
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de CTTN (figura 7) (log-rank p = 0,001) y con la expresion intensa de FAK
(figura 8) (log-rank p < 0,0005).

Cuando analizamos el potencial predictivo de la expresién conjunta
de CTTN y FAK, se objetiva como las lesiones con una expresiéon intensa
(+++) de ambas proteinas (grupo 2) tienen un riesgo de evolucion
significativamente mayor que aquellas sin expresiéon intensa (grupo 0) o
que aquellas otras con expresion intensa de s6lo una de ellas (grupo 1)
(Figura 9)(log-rank p = 0,0004, grupo 2 versus grupo 1; p < 0,0005, grupo
2 versus grupo 0; y p= 0,93 grupo 1 versus grupo 0).
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Figura 6: Curva de supervivencia de Kaplan-Meier en pacientes con TOPC
categorizados por grado histolégico (log-rank p< 0,005).
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Figura 7: Curva de supervivencia de Kaplan-Meier en pacientes con TOPC

categorizados por sobreexpresion de CTTN (log-rank p = 0,001).
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Figura 8: Curva de supervivencia de Kaplan-Meier en pacientes con TOPC

categorizados por sobreexpresion de FAK (log-rank p <0,0005).
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Figura 9: Curva de supervivencia de Kaplan-Meier en pacientes con TOPC

categorizados por sobreexpresion simultdnea de CTTN - FAK [log-rank p =

0,0004, grupo 2 (expresion intensa FAK y CTTN) versus grupo 1(expresion

intensa de FAK o CTTN); p < 0,0005, grupo 2 versus grupo 0 (expresion débil

o moderada de FAKy CTTN); y p= 0.93 grupo 1 versus grupo 0].
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El analisis univariante de Cox (Tabla 14) confirmé que la expresion
intensa de FAK y CTTN, asi como el grado histopatoldgico se asocian

significativamente con el incremento de riesgo de progresion a COCE.

Factores P HR IC95%
Consumo de tabaco 0,06 2,8 0,924-8,572
Consumo de alcohol 0,35 1,8 0,491-7,272
Displasia (severa vs leve-moderada) 0,007 4,5 1,527-13,481
CTTN (+++ vs 0/+/ ++) 0,005 6,3 1,775-22,187
FAK (+++ vs 0/+/++) 0,001 6,8 2,089-22,187
CTTN y/o FAK (+++ vs 0/+/++) 0,001 9,2 2,487-33,964

Tabla 14: Andlisis univariante de Cox. HR: Hazard Ratio.

En el analisis multivariante de Cox (Tabla 15), se incluyeron las
variables que habian sido significativas en el analisis univariante y, entre
las que aportaban informacion redundante, las que alcanzaron un mayor
valor HR. Solamente la expresion intensa de CTTN y/o FAK se mantuvo
como predictor prondstico independiente de progresion a COCE (HR

=6,298; 1C95% 1,551-25,581; log-rank p=0,01).

Factores p HR IC95%
Displasia (grave vs leve-moderada) 0,069 2,935 0,921-9,357
CTTN y/o FAK (+++ vs 0/+/++) 0,01 6,298 1,551-25,581

Tabla 15: Analisis multivariante de Cox
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Analisis de la expresion de podoplanina

El analisis inmunohistoquimico de la expresién de podoplanina se
realiz6 en un conjunto de 58 TOPC. Las secciones seleccionadas para
estudio contenian también epitelio normal como control interno. La
expresion de podoplanina fue detectada consistentemente en las células
endoteliales de los vasos linfaticos, como se esperaba de acuerdo con su
funcion bien establecida como marcador linfatico. En contraste, la
expresion de podoplanina en el epitelio oral normal era insignificante o
estaba restringida a pequefios grupos de células dentro de la capa basal
que mostro tincion principalmente en la membrana y en el citoplasma
(Figura 10- A). La expresion en el epitelio oral displasico fue muy variable,
detectandose un patron membranoso predominantemente en la capa basal
(Figura 10 B-E). En algunos casos, la expresion se extendié a la capa

suprabasal en una o multiples zonas (Figura 10 D-E).

Entre las 58 lesiones displasicas analizadas, 18 casos (31%) no
mostraron ninguna expresion detectable de podoplanina en el epitelio
[marcado como 0 (Figura 10-B)], 18 (31%) mostraron expresion de
podoplanina sélo en ciertas células basales [marcado como 1, (Figura 10-
C)], 7 (12%) exhibieron expresion de podoplanina extendida a la capa
suprabasal en un area [marcado como 2, (Figura 10- D)], y 15 (26%) en

dos o0 mas areas [marcado como 3, (Figura 10-E)].
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Figura 10: expresion de podoplaniana. A: epitelio nomal. B-E: Epitelio con
displasia - B: score 0. C: score 1. D: score 2. E: score 3. F: COCE con expresion

positiva de podoplanina.
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La edad de los pacientes (p = 0,23), el sexo (p = 0,5) y los habitos de
estilo de vida como el tabaquismo (p = 0,49) y el consumo de etanol (p =
0,64) no mostraron una asociacion significativa con la expresion de

podoplanina (Tabla 16).

Expresion Expresion P
negativa (0-1) positiva (2-3)

Edad (afios)
- Media (DS) 60,25(12,6) 65,9 (12,9) 0,23
Sexo - Numero (%)
Mujeres 18 (58) 13 (42)
Hombres 18 (67) 9 (33) 0,50

Consumo tabaco - Namero (%)

Fumadores 11 (31) 24 (69)

No fumadores 9(39) 14 (61) 0,49
Consumo alcohol - Numero (%)

Habitual 10 (36) 18 (64)

No 11(25) 19 (75) 0,65

Tabla 16: Asociacidn entre la expresion de podoplanina y las caracteristicas
clinicas de los pacientes.

La expresion de podoplanina se asocié con el grado de displasia
(Tabla 17). Especificamente, 9 (21%) de las 43 lesiones con displasia leve,
6 (85,7%) de las 7 lesiones con displasia moderada, y 7 (87,5%) de los 8
lesiones con displasia grave / carcinoma in situ presentaron expresion

positiva de podoplanina (puntuaciones de 2 o 3) (p <0,0005).
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Displasia - Numero (%)

Leve 34 (79) 9(21)
Moderada 1(14,3) 6 (85,7) <0,0005
Grave 1(12,5) 7 (87,5)

Tabla 17: Asociacion entre la expresion de podoplanina y el grado de

displasia.

La expresion de podoplanina también se evalu6 en los 13 tumores
invasivos desarrollados en nuestra cohorte. Para cada paciente, la
expresion de la proteina en el tumor invasivo se comparé con la de la
lesion premaligna previa correspondiente. El aumento de expresion de
podoplanina se observo en 11 (84,6%) de los 13 tumores invasivos, con
una fuerte tincidn positiva en 10 (77%) de los casos. El analisis estadistico
reveld una fuerte correlacion positiva entre la expresion de podoplanina
en los TOPC y en los tumores invasivos (coeficiente de correlacion de
Spearman 0,701, p = 0,008). En general, se observé que la expresion de
podoplanina se mantuvo o aument6 aliin mas en el tumor en comparacion

con la lesiéon preinvasiva del paciente.
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Expresion de podoplanina y progresion a COCE.

La tabla 18 presenta la asociacion entre la expresion de podoplanina
y la evolucién del TOPC. Veintidés de las 58 lesiones (38%) fueron
clasificadas como podoplanina-positivas (puntuaciones 2 y 3), y las 36

restantes (62%) fueron consideradas como negativas (0 y 1) (p=0.0005).

Expresion Numero de casos Progresion COCE
p
Podoplanina (%) Numero (%)
Score 0 18 (31%) 1(7,7%)
Score 1 18 (31%) 1(7,7%)
<0,0005
Score 2 7 (12%) 1 (7,7%)
Score 3 15 (26%) 10 (76,9%)

Tabla 18: Evolucién de los TOPC en funcién de la expresion de podoplanina.

Hubo una asociacion estadisticamente significativa en la cohorte
presente entre el grado histopatoldgico y el riesgo de progresion de la

displasia de cancer oral (p <0,0005) (Tablas 17 y 19).
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Sin Tiempo de
Factor . transformacion supervivencia
L e Numero . (meses) P
pronostico maligna .
Nimero (%) Media; ES
(IC 95%)
Consumo tabaco — niumero (%)
95;24
Fumadores 35 16 (45,7)
(47,9 —142,1)
0,04
166,8, 23,5
No fumadores 23 16 (69,6)
(120,7 - 212,9)
Displasia
181,7; 5,6
Leve 43 41 (95,3)
(170,6 — 192,9)
92,4; 343
Moderada 7 2 (28,6) <0,0005
(25,2 - 159,7)
110,3; 29,4
Grave 8 2 (25)
(52,6 — 168)
Podoplanina
. 238,6; 9,2
Negativa (0-1) 36 34 (94,4)
(220-256)
<0,0005
11,4; 17,5
Positiva (2 -3) 22 11 (50)
(80 -148,8)

Tabla 19: Andlisis univariante de los factores prondsticos (Kaplan-Meier).

Ademas, los pacientes que en los que se observé expresion positiva

de podoplanina (puntuaciéon 2 6 3) presentaron una incidencia

significativamente mayor de cancer oral que aquellos con expresion

negativa de esta proteina (log-rank p <0,0005) (Fig. 11).
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Figura 11 : Curva de supervivencia de Kaplan-Meier en pacientes con TOPC
categorizados por expresion de podoplanina.
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En el andlisis de Kaplan-Meier, el habito de fumar fue otra variable

significativamente asociada con la transformacién maligna (Tabla 19).

El andlisis univariante de Cox mostr6 que la expresién de
podoplanina, asi como el grado de displasia epitelial se asociaron

significativamente con el riesgo de cancer oral (Tabla 20).

Factores p HR IC95%
Tabaco 0,058 3,6 0,96 — 9,76
Alcohol 0,34 1,92 0,49 -7.4
Displasia (grave vs leve -moderada) 0,006 4,82 1,57 - 14,78
Expresion de Podoplanina (0-1 vs 2-3) 0,002 11,27 2,47 -51,42

Tabla 20: Andlisis univariante de Cox.

Los factores que tuvieron un impacto significativo en la
transformacion maligna, en el analisis univariante (expresién de
podoplanina, displasia epitelial, y habito de fumar), se incluyeron en un
modelo de multivariante de regresion de Cox (Tabla 21). En este analisis,
la expresion de podoplanina fue el unico predictor independiente
significativo del desarrollo del cancer oral (HR = 8,738; IC = 1,83-41,63
95%, p=0,007).
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Factores p HR IC95%
Tabaco 0,11 2,56 0,792 — 8,283
Displasia (severa vs leve -moderada) 0,14 2,33 0,747 - 7277
Expresion de Podoplanina (0-1 vs 2-3) 0,007 8,74 1,834 - 41,634

Tabla 21: Andlisis multivariante de Cox.
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CARCINOMAS ORALES DE CELULAS
ESCAMOSAS

Descripcion de la muestra

La muestra estudiada incluyé 92 pacientes, cuya edad media fue de
55,8 (SD 15,47) afos, con un rango de 24 a 88 afios. De los sujetos de la
muestra, 61 (66%) fueron hombres y 31 mujeres (34%). Veintisiete (29%)
de los 92 pacientes no habian consumido tabaco a lo largo de su vida,
mientras que 52 (57%) eran consumidores habituales de tabaco, con un
consumo medio de 20 cigarrillos al dia y 9 (10%) lo habian sido con
anterioridad, pero ya no lo eran. Con respecto al consumo de alcohol, el

55% de los pacientes eran consumidores habituales.

La localizacion tumoral mas frecuente fue en la lengua,
registrandose 39 casos (42%), seguido del suelo oral, con 22 casos (24%).

El resto de caracteristicas de los tumores se recoge en la tabla 22.

De los 92 pacientes de la muestra, 41 recibieron tratamiento
complementario con radioterapia. Treintaicinco pacientes (38%)
presentaron recidiva tumoral, siendo la media de recidivas 1,48 (rango 1-
5). En total se registraron 41 recidivas a nivel local y 7 a nivel regional.
Tres pacientes fueron diagnosticados de metastasis a distancia. Un 8% de
los pacientes desarrollo a lo largo del seguimiento un segundo CCE en el

area de la cabeza y el cuello.
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Caracteristicas Numero %
Localizacion

Lengua 39 42
Suelo oral 22 24
Encia 19 21
Paladar 2 2,2
Mucosa yugal 4 4,3
Retromolar/orofaringe 6 6,5
T

T1 19 21
T2 32 35
T3 15 16
T4 26 28
N

NO 52 56,5
N+ 40 43,5
Estadio

I 14 15
I 17 18
I 21 23
v 40 44
Diferenciacion tumoral

Bien diferenciado 58 63
Moderado 28 30,4
Poco diferenciado 6 6,6

Tabla 22: Caracteristicas clinico-patoldgicas de los casos incluidos.
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Al finalizar el seguimiento, 35 pacientes (38%) estaban vivos y
libres de enfermedad, mientras que 47 pacientes (51%) fallecieron a
causa del COCE o presentaban una recidiva no curable. Diez pacientes
(11%) abandonaron el seguimiento, fallecidos por otra causa.

El seguimiento medio fue 54 meses (rango entre 1 y 196 meses). La
media de seguimiento de los pacientes que estaban vivos y libres de
enfermedad en la ultima visita fue de 90 meses (rango 37-196 meses). El
42% de los pacientes fallecid6 en los cinco primeros afios tras el

diagndstico.

Analisis de la expresion de FAK

La expresion de la quinasa de adhesién focal (FAK) fue valorada en
cuatro niveles: negativa, +, ++ y +++. Los resultados de su expresiéon en 92
carcinomas orales fue la siguiente: un caso (1,1%) fue negativo, 27
(29,3%) mostraron una expresion leve (+)(Figura 12-A)., 32 casos (34,8%)
una expresion moderada (++)(Figura 12-B).y, finalmente, los restantes 32

casos (34,8%), una expresion intensa (Figura 12-C).

Figura 12: Andlisis inmunohistoquimico de la expresion de FAK en COCE. A:
Expresion leve. B: Expresion moderada. C:Expresion intensa.
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Asociacion entre la expresion de FAK y variables clinico-patologicas

La intensidad de la inmunoexpresion de FAK, analizada segun la
escala de valoracion precitada, no se asocié significativamente con

ninguna de las variables clinicopatolégicas estudiadas (Tabla 23).

Agrupando los resultados de la inmunoexpresion de FAK en dos
grupos, por un lado aquellos en los que la expresion es nula o baja y por
otro, los casos en los que la expresion de FAK es moderada o intensa, se
observd wuna asociacion significativa con metastasis ganglionares.
Especificamente, de los 40 casos con metastasis ganglionares regionales, 8
(20%) mostraron expresion nula o escasa de FAK y, los 32 restantes

(80%), expresion moderada o intensa (p = 0,045).

Intensidad de la

inmunoexpresion de FAK p
- + ++ +++
Sexo
Hombre 1 16 19 25
0,27
Mujer 0 11 13 7
Consumo de tabaco
Fumadores 1 16 16 19
No fumadores 0 9 11 7 0,85
Exfumadores 0 2 3 4

Tabla 23: Asociacion entre intensidad de tincion de FAK y
caracteristicas clinico-patoldgicas.(contintia =)
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Intensidad de la

inmunoexpresion de FAK p

- + ++ +++
Consumo de alcohol
Habitual 1 15 16 19 0,84
No bebedores 0 12 14 11
Localizacion tumoral
Lengua 1 10 18 10
Suelo oral 0 4 9 9
Encia 0 9 3 7
Paladar 0 0 0 2 0,23
Yugal 0 2 0 2
Retromolar 0 2 2 2
T
T1 0 4 11 4
T2 0 8 12 12
T3 1 5 5 4 0,10
T4 0 10 4 12
N
NO 0 20 15 17 0.07
N+ 1 7 17 15
Estadio
I 0 4 7 3
II 0 7 4 6 0,59
I 0 4 10 7
v 1 12 11 16
Diferenciacion tumoral
Bien 1 17 21 19
Moderado 0 9 8 11 0,92
Poco 0 1 3 2

Tabla 23: Asociacidn entre intensidad de tincion de FAK y

caracteristicas clinico-patoldgicas. (contintia =)
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Intensidad de la

inmunoexpresion de FAK P
- + ++ +++
Recidiva
No 1 15 18 23
0,40
Si 0 12 14 9
Segundo tumor primario
No 1 25 29 29
0,80
Si 0 1 3 3

Tabla 23: Asociacion entre intensidad de tincion de FAK y caracteristicas
clinico-patoldgicas.

Asociacion entre FAK y supervivencia

En el analisis de supervivencia de Kaplan-Meier, hemos prescindido
del caso en que FAK fue negativa, porque al tratarse de un caso censurado,
el programa no ha calculado los estadisticos propios del analisis.
Considerando los tres casos restantes, la supervivencia fue
significativamente menor en los 32 tumores con expresion moderada de
FAK (p = 0,01)(Tabla 24). No obstante, los casos con expresion intensa
mostraron una mejor supervivencia que los casos con expresion discreta
(Figura 13). En consecuencia, esta falta de tendencia nos sugiere que

debemos contemplar estos resultados con cautela.
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Intensidad Supervi- Tiempo de
dela vencia supervivencia
Numero X2 p
expresion numero (%) (meses) media;
de FAK mediana, IC95%
+ 27 13 (48) 96,9; 125 (72 - 121)
++ 32 12 (37) 46,22 (30-61) 7,9 0,01
-+ 32 19 (59) 114; 131 (80 — 148)

Tabla 24: Andlisis de supervivencia en funcion de la expresion de FAK.
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Figura 13: Curva de supervivencia de Kaplan-Meier en pacientes con
carcinoma de células escamosas oral categorizados por expresion de FAK.
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Analisis de la expresion de cortactina

En la expresion de cortactina se valord la intensidad de su
expresion, la cual, en los casos en que fue positiva, se asignd a una escala
de tres niveles: en 2 casos (2,2%) la expresion fue negativa, en 36 casos
(39,1%) la expresién fue leve (+)(Figura 14-A), en otros 36 casos (39,1%)
fue moderada (++) (Figura 14-B) y, finalmente, en 18 casos (19,6%) fue
intensa (Figura 14-C).

Figura 14: Andlisis inmunohistoquimico de la expresion de CTTN en COCE.

A: Expresion leve. B: Expresion moderada. C:Expresion fuerte.

Asociacion entre la expresion de cortactina y variables clinico-
patoldgicas

De todas las variables clinicopatoldgicas estudiadas, la intensidad de
la inmunoexpresion de cortactina, tan solo se asoci6 significativamente
con la aparicién de segundos tumores primarios (p = 0.02) (Tabla 25).
Agrupando la intensidad de expresion de cortactina en dos grupos, por un
lado los casos en los que la expresion fue negativa, débil o moderada y, por
otro, los casos en los que la expresion fue intensa, el riesgo de desarrollar
un segundo tumor primario fue, en el primer grupo, de 0,041 y, en el

segundo, de 0,222; con un riesgo relativo (RR) de 6,67.
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Intensidad de la

inmunoexpresion de cortactina p
- + ++ +++

Sexo
Masculino 2 21 26 12 0.51
Femenino 0 15 10 6
Consumo de tabaco
Fumadores 2 16 24 10
No fumadores 0 14 9 4 0,42
Exfumadores 0 4 3 2
Consumo de alcohol
Habitual 2 17 23 9 0.50
No bebedores 0 17 13 7
Localizacion tumoral
Lengua 1 18 14 6
Suelo oral 0 6 9 7
Encia 1 9 6 3
Paladar 0 1 0 1 0,34
Yugal 0 2 2 0
Retromolar 0 0 5 1
T
T1 0 7 6 6
T2 0 15 10 7
T3 1 5 8 1 0,46
T4 1 9 12 4
N
NO 0 23 18 11 0,27
N+ 2 13 18 7

Tabla 25: Asociacién entre intensidad de tincion de cortactina y

caracteristicas clinico-patoldgicas.(Contintia =)

Intensidad de la

P
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inmunoexpresion de cortactina

- + ++ +++
Estadio
I 0 6 3 5
II 0 8 7 2 0,67
I 0 8 8 5
v 2 14 18 6
Diferenciacion tumoral
Bien 1 23 22 12
Moderado 1 10 11 6 0,89
Poco 0 3 3 0
Recidiva
No 2 23 19 13 0.43
Si 0 13 17 5
Segundo tumor primario
No 2 33 35 14 0.02
Si 0 3 0 4

Tabla 25: Asociacion entre intensidad de tincion de cortactina y

caracteristicas clinico-patoldgicas.

Asociacion entre cortactina y supervivencia

En el andlisis

de

supervivencia

de

Kaplan-Meier,

la

inmunoexpresién de cortactina no ha mostrado relaciéon con supervivencia

(p =0,66) (Tabla 26).

140



Resultados

Intensidad Supervi- Tiempo de
dela vencia supervivencia

Numero X 2 p
expresion de numero (meses) media,
cortactina (%) mediana, IC95%
Negativa, +, ++ 74 36 (48,6)  97,4; 69 (76,3 — 118,5)

0,18 0,66

+ 18 9 (50) 75; 60 (45,1 — 104,8)

Tabla 26: Medias y medianas del andlisis de supervivencia.

Analisis de la expresion de podoplanina

La expresion de podoplanina en el endotelio de los vasos linfaticos
se utilizé como control positivo. (Figura 15) Se diferenciaron dos patrones
predominantes en el tejido tumoral, difuso (Figura 16-A) y periférico
(Figura 16-B). En ambos casos la tincion celular fue predominantemente
membranosa.

De las 92 muestras analizadas, 4 (4,3%) no exhibieron tincion, 30
(33%) mostraron un patron difuso y 58 (63%) un patron periférico

(Figura 16).

La intensidad de la tincion fue débil (Figura 17-A) (+) en 30 casos
(32%), moderada (Figura 17 -B) (++) en 36 casos (40%) e intensa (Figura
17- C) (+++) en 26 casos (28%).
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Figura 15: Tumor
de células escamosas con
tincion negativa para
podoplanina. Vaso
linfdtico con tincion
positiva (control interno)

Figura 16-A: Patrén
difuso.

Figura 16-B: Patron

periférico
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Figura 17: A - Intensidad débil (+); B - Intensidad moderada (++);
C - Intensidad elevada (+++).
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Figura 18: A < 33% de células tefiidas; B 34%-66% de células teriidas;
C >66% de células tenidas.
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Con respecto al recuento celular, se observd expresion baja (Figura
18-A) (<33% células tefiidas) en 34 casos (38%), expresion moderada
(Figura 18 -B) (entre un 34% y un 66% de las células) en 33 casos (36%) y
expresion alta (Figura 18 - C) (por encima del 66% de células positivas) en

21 casos (22%).

Para el analisis de los datos, se consideraron con baja expresion

aquellas preparaciones con un score < 4, mientras que aquellas con score

>4 se consideraron como de intensidad alta.

Caracteristicas Numero %
Inmunolocalizacion

Difuso 30 33
Periférico 58 63
Negativo 4 4
Recuento celular

1-33% 34 38
34-66% 33 36
>66% 21 22
Negativo 4 4
Intensidad

+ 26 28
++ 36 40
+++ 26 28
Negativo 4 4
Score

<4 60 65
>4 32 35

Tabla 27: Resumen de la valoracién de la expresion de podoplanina.
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Asociacion entre podoplanina y variables clinico-patologicas

La expresion de podoplanina se asocié con el grado histologico del
tumor (p = 0,003).
La tincion difusa de podoplanina disminuyo significativamente del 43% en
el caso de tumores bien diferenciados al 37% en los moderadamente
diferenciados y al 20% en los carcinomas poco diferenciados.
El patrén periférico se observéd en un 72% de tumores bien diferenciados,
en un 27% de los moderadamente diferenciados y en ningun caso de los

carcinomas poco diferenciados.

De los pacientes que manifestaron un patrén de tinciéon difuso, el
13% presentaron un segundo tumor primario a lo largo del seguimiento,

frente a un 3% en el caso de aquellos con patrén periférico (p=0,055).

Inmunolocalizacién de podoplanina

p
Negativo Difuso Periférico

Sexo
Hombre 3 21 37

0,85
Mujer 1 9 21
Consumo de tabaco
Fumadores 1 5 21
No fumadores 3 19 30 0,29
Exfumadores 0 3 6
Consumo de alcohol
Habitual 2 20 29

0,11
No bebedores 2 7 28

Tabla 28: Asociacion entre el patron de tincion de podoplanina y las
caracteristicas clinico-patolégicas.(Contintia =)
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Inmunolocalizacién de podoplanina

p
Negativo Difuso Periférico

Localizacion tumoral
Lengua 0 11 28
Suelo oral 0 9 13
Encia 3 6 10

0,21
Paladar 0 1 1
Yugal 0 1 3
Retromolar 1 2 3
T
Tl 1 4 14
T2 0 9 23

0,11
T3 0 5 10
T4 3 12 11
N
NO 3 18 31

0,70
N+ 1 12 27
Estadio
I 1 3 10
I 0 4 13

0,48
11 0 7 14
v 3 16 21
Diferenciacion tumoral
Bien 3 13 42
Moderado 1 11 16 0,003
Poco 0 6 0
Recidiva
No 3 21 33

0,47
Si 1 9 25
Segundo tumor primario
No 3 25 56

0,06
Si 1 4 2

Tabla 28: Asociacion entre el patréon de tincion de podoplanina y las
caracteristicas clinico-patoldgicas.
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La proporcion de células tefiidas (Tabla 29) y el score (Tabla 30) se
asocio significativamente con el grado de diferenciaciéon tumoral (p=0,03 y
p=0,01, respectivamente). El 43% de los tumores bien diferenciados, el
38% de los moderadamente diferenciados y el 19% de los poco
diferenciados, expresaron podoplanina en mas del 66% de sus células. De
manera similar, el 43% de los tumores bien diferenciados, el 43% de los
moderadamente diferenciados y el 12% de los poco diferenciados

obtuvieron un score superior a 4.

Inmunoexpresion de podoplanina

Negativo 1-33%  34-66% >66%

Sexo
Masculino 3 21 21 16

0,42
Femenino 1 14 12 5
Consumo de tabaco
Fumadores 3 18 19 12
No fumadores 0 14 11 2 0,07
Exfumadores 0 2 33 4
Consumo de alcohol
Habitual 2 17 18 14

0,24
No bebedores 1 17 15 4
Localizacion tumoral
Lengua 0 20 11 8
Suelo oral 0 6 6 10
Encia 2 7 9 1

<0,05

Paladar 0 0 2 0
Yugal 0 1 2 1
Retromolar 1 1 3 1

Tabla 29: Asociacion entre la expresion de podoplanina y las caracteristicas
clinico-patolégicas (Contintia =)
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Inmunoexpresion de podoplanina

Negativo 1-33%  34-66% >66%

T
T1 0 7 8 4
T2 0 13 11 8

0,70
T3 0 7 4 4
T4 3 8 10 5
N
NO 2 20 18 12

0,98
N+ 1 15 15 9
Estadio
1 0 6 5 3
11 0 7 7 3

0,81
111 0 9 5 7
v 3 13 16 8
Diferenciacion tumoral
Bien 2 28 19 9
Moderado 1 7 12 8 0,03
Poco 0 0 2 4
Recidiva
No 2 21 19 15

0,83
Si 1 14 14 6
Segundo tumor primario
No 3 33 30 18

0,63
Si 0 2 2 3

Tabla 29: Asociacion entre la expresion de podoplanina y las caracteristicas
clinico-patoldgicas

La proporciéon de células tefiidas se correlacion6 con la localizacién
tumoral. En el 38% de los carcinomas de lengua y en el 47% de los
carcinomas del suelo oral, se observo una tincién positiva en mas del 66%
de sus células, mientras que en el resto de localizaciones tumorales esta
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proporcion se observé en menos del 5% de los casos (p<0,05). Ademas los
carcinomas de lengua y suelo oral mostraron tinciones de intensidad
fuerte (38% y 34% respectivamente) y scores >4 en un 40% y 37% de los
casos, con respecto a otras localizaciones donde se mantuvieron entre un
0y un 11% de los casos.

No se observd relacion entre la expresion de podoplanina y el resto

de caracteristicas clinico-patoldgicas.

Intensidad de Score
podoplanina p p
- + ++  +++ <4 >4
Sexo
Masculino 3 17 21 20 38 23
0,50 0,49
Femenino 1 9 15 6 22 9
Consumo de tabaco
Fumadores 3 16 16 17 33 19
No fumadores 1 7 14 5 0,85 21 6 0,15
Exfumadores 0 2 4 3 5 4
Consumo de alcohol
Habitual 2 14 17 18 31 20
0,36 0,17
No bebedores 2 11 17 7 28 9
Localizacion tumoral
Lengua 0 13 16 10 26 13
Suelo oral 0 2 11 9 10 12
Encia 3 6 7 3 16 3
0,02 0,03
Paladar 0 1 1 0 2 0
Yugal 0 1 0 3 1 3
Retromolar 1 3 1 1 5 1

Tabla 30: Asociacion entre intensidad de tincion de podoplanina y el score
(intensidad x porcentaje) y caracteristicas clinico-patoldgicas.
(Contintia =)

Intensidad de p P
Score
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podoplanina
- + ++  +++ <4 >4
T
T1 1 3 10 5 11 8
T2 0 9 15 8 21 11
0,29 0,70
T3 0 6 3 6 9 6
T4 3 8 8 7 19 7
N
NO 3 13 23 13 33 19
0,53 0,68
N+ 1 13 13 13 27 13
Estadio
I 1 3 7 3 9 5
11 0 4 11 2 12 5
0,26 0,83
I 0 6 6 9 12 9
v 3 13 12 12 27 13
Diferenciacion tumoral
Bien 3 21 22 12 44 14
Moderado 1 4 12 11 0,23 14 14 0,01
Poco 0 1 2 3 2 4
Recidiva
No 3 16 21 17 36 21
0,92 0,59
Si 1 10 15 9 24 11
Segundo tumor primario
No 3 24 33 24 55 29
0,57 0,69
Si 1 2 2 2 4 3

Tabla 30: Asociacion entre intensidad de tincién de podoplanina y el score
(intensidad x porcentaje) y caracteristicas clinico-patoldgicas.
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Asociacion entre podopanina y supervivencia

En el analisis univariante de supervivencia de Kaplan-Meier (Tabla
31) el estadio T (p=0,01), la presencia de metastasis ganglionares
(p=0,01), el estadio clinico (p=0,004), la localizaciéon tumoral (p=0,04), el
estado del borde de reseccion (p<0,0005) y la recidiva tumoral (p<0,0005)

se asociaron significativamente con una peor supervivencia.

Supervi- Tiempo de
Factor ) vencia supervivencia
Numero X2 p
pronostico nuamero (meses) media,

(%) mediana, IC95%

Sexo
Hombre 64 31 (48) 95,60,(26-94)

1,105 0,29
Mujer 36 20 (56) 99,125,(80-169)
T
T1+T2 58 33 (57) 103, 125,(79-171)

5,56 0,01
T3 + T4 42 18 (43) 76,47, (2-92)
N
NO 60 36 (60) 103, 125, (83-198)

6,5 0,01
N+ 40 15(37) 76,47, (2-92)
Estadio
I1+11 38 24(63) 115, 141, (83-198)

8,341 0,004
I+1v 62 27(43%) 82, 37, (6-68)
Localizacion tumoral
Lengua 43 18(42) 71,53, (25-80)
Suelo oral 26 16(61) 103, 131, (0-265)
Encia 19 10(52) 93, 125, (56-193)

11,3 0,04
Paladar 2 2(100)
Yugal 4 3(75) 126
Retromolar 6 2(33) 32,8, (0-20)

Tabla 31: Andlisis univariante en funcion de factores prondsticos
(Kaplan-Meier) (Contintia =)
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Supervi- Tiempo de
Factor vencia supervivencia
Numero X 2 p
prondstico numero (meses) media,
(%) mediana, IC95%
Diferenciacion tumoral
Bien 64 32(50) 90, 93, (29-156)
Moderado 30 17(56) 83,77, (28-126) 0,73 0,69
Poco 6 2(33) 76, 13, (0-43)
Margen tumoral
Libre 90 50(55) 107, 125, (63-186)
26,8 <0,0005
Afecto 10 1(10) 17,7, (5-9)
Recidiva
No 64 48(75) 123, 141, (119-162)
41,9 <0,0005
Si 36 3(8) 40, 18, (7-28)
Segundo tumor primario
No 89 45(51) 88, 61, (12-110)
Si 10 5(50) 115, 125, (90-159) 0,55 0,4
>4 32 15(47) 72,43, (0-92)

Tabla 31: Andlisis univariante de supervivencia en funcion de factores
prondsticos (Kaplan-Meier)
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La supervivencia en los casos que mostraron un patrén periférico o

un score >4 no mostré un descenso significativo frente a aquellos con

patron difuso o score < 4 (p=0,45 y p=0,52 respectivamente) (Tabla 32).

Supervi Tiempo de
Factor vencia supervivencia
Numero X 2 p
prondstico numero (meses) media,
(%) mediana, IC95%
Inmunolocalizacion de podoplanina
Negativa 4 1(25) 66, 14, (0-93)
Difuso 30 17(57) 102, 131, (50-211) 1,598 0,45
Peritérico 58 27(46) 83,59, (35-82)
Expresion de podoplanina
Negativa 3 1(33) 24,14, (0-31)
1-33% 35 15(43) 71, 56, (40-71)
3,323 0,34
34-66% 33 19(57) 114, 141, (17-264)
>66% 21 10(47) 75, 43, (7-78)
Intensidad de podoplanina
Negativa 4 1(25) 66, 14, (0-93)
+ 26 13(50) 98, 56, (0-148)
1,983 0,57
+ 36 20(55) 92
+++ 26 11(42) 69, 37, (0-48)
Score
<4 60 30(50) 100, 77, (8-145)
0,401 0,52
>4 32 15(47) 72,43, (0-92)

Tabla 32: Andlisis univariante de supervivencia en funcion de la expresion
de podoplanina (Kaplan-Meier)

154



Resultados

En estadios iniciales (T1-2) los pacientes con score >4 presentaron
una menor supervivencia, con una media de 43 meses frente a 141 meses
de los que puntuan por debajo de 4 (p=0,04). Sin embargo, esta relaciéon no
se mantiene en tumores de mayor tamafo o extension.

En pacientes NO con score >4 se observa también una peor supervivencia
que en aquellos de score <4, no siendo esta diferencia significativa (p =

0,08).

En el analisis multivariante de Cox Unicamente se confirman como
predictores independientes de baja supervivencia la presencia de
margenes de reseccion afectos (HR = 5,17; 95%CIl =2,3a 11,4; p < 0,0005)
y la recidiva tumoral (HR = 5,49; 95%CI =2,9 a 10,2; p < 0,0005).

155



156



6.DISCUSION






Discusion

DISCUSION

Existe un gran interés en identificar marcadores moleculares que
aumenten la sensibilidad y mejoren el poder predictivo de las actuales
técnicas diagndsticas clinico-patologicas y que ayuden a predecir el riesgo
de malignizacion en pacientes con TOPC y a distinguir diferentes niveles
pronésticos en pacientes con COCE.

En este estudio hemos observado que la inmunoexpresién de las
proteinas FAK, CTTN y podoplanina, en TOPC parece ser un mejor
predictor independiente del riesgo de progresion a cancer que el grado de
displasia histolégica.

Dado que en las ultimas décadas apenas ha mejorado Ila
supervivencia de pacientes con COCE, también es necesario profundizar en
la busqueda de dianas moleculares que nos permitan aumentar la eficacia
de los tratamientos actuales y mejorar el control de la enfermedad con
combinaciones de fArmacos adaptadas a las condiciones bioldgicas de cada
tumor con mayor eficacia, selectividad y menor toxicidad que los

quimioterapicos de uso convencional.

Consideraciones sobre las muestras de pacientes
estudiadas y parametros clinico-patologicos

TRASTORNOS ORALES POTENCIALMENTE
CANCERIZABLES

Los TOPC representan un campo de dificil estudio debido a los

cambios en la nomenclatura y definicion que han sufrido desde sus
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primeras descripciones. Si analizamos la literatura existente sobre TOPC,
observamos que los criterios de inclusion y exclusion, los intervalos de
seguimiento y las caracteristicas de los pacientes, varian segun los
distintos autores, dificultando la comparaciéon de nuestros resultados con

los suyos 156157,

Decidimos, basandonos en la literaturatsée.157, excluir del estudio de
supervivencia a los pacientes que desarrollaron un CCE en los 6 meses
posteriores a la biopsia, eliminado asi el posible error en la eleccion de la
zona de la toma de biopsia. Las caracteristicas de los pacientes en el
presente estudio, tales como edad y sexo fueron similares a las de otros
estudios publicados previamente!52158, Estas similitudes indican que los
resultados de nuestro estudio serian facilmente generalizables, lo que
sugiere una razonable validez externa. En nuestra cohorte, hemos
observado una edad media de aparicién de los TOPC que se sitda en torno
a los 64 afos, edad ligeramente superior a la reflejada en otros estudios
que la sitiian entre la cuarta y la sexta década de la vida1>9, 160,

En cuanto al sexo, observamos una afectacion similar entre hombres y
mujeres obteniendo una relaciéon de 1:1, resultados similares a los
encontrados por otros autores 161, 162,

El factor etiol6gico mas claramente relacionado con la leucoplasia es el
consumo de tabaco en todas sus formas?®. 163, Este se ha asociado a un
riesgo 6 veces mayor de desarrollo de leucoplasia cuando se comparan
fumadores con no fumadores!®4, Se ha demostrado también la existencia
de una relacion dosis- respuesta, es decir, se asiste a un aumento del riesgo
de aparicion de leucoplasia a medida que aumenta el numero de cigarrillos
consumidos por dialés,

En nuestro estudio, el porcentaje de fumadores fue del 60% en la muestra
de FAK y CTTN y del 80% en la muestra de podoplanina. El consumo de

alcohol se situ6 en el 48% y el 60% respectivamente. Estas cifras son
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analogas a las encontradas en estudios similares166. 167, En nuestra primera
cohorte, 17 pacientes de 64 (26%) sufrieron una transformaciéon maligna,
mientras que 13 de 58 (22,4%) lo experimentaron en la segunda cohorte,
cifras similares a las referidas por Liu!tZz (26,8%), Ho!¢® (24,2%) y

Silverman¢6 (36%).

CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS

Aunque los carcinomas de células escamosas localizados en la
region de la cabeza y el cuello presentan caracteristicas clinico-patologicas
similares, la biologia tumoral muestra cambios significativos de una
localizacion a otra. Agrupar lesiones de distintas localizaciones supone una
pérdida de informacién respecto al comportamiento de lesiones asentadas
en localizaciones especificas. Un buen ejemplo de ello lo constituye la
combinacion de los canceres labial e intraoral. Con el objetivo de estudiar
una muestra mas homogénea, en el presente estudio nos limitamos a los
tumores localizados dentro de la cavidad oral: lengua, suelo de boca, encia
del reborde alveolar superior e inferior, mucosa yugal , paladar duro y

trigono retromolar.

Al analizar la supervivencia del cancer oral, es de obvia importancia
asegurarse de que todos los pacientes fueron examinados durante un
tiempo de seguimiento minimo, dentro del cual suelen ocurrir la mayoria
de las muertes asociadas a esta enfermedad. Whitehurst y Droulias!¢® han
descrito que el 85% de las recidivas del cancer de lengua ocurren en el
primer afio, 95% en los 2 primeros afios y el 100% en los 3 primeros afios.
A su vez, Decroix y Ghossein!7? han descrito que la mayoria de las muertes
asociadas a la enfermedad, en los pacientes con cancer de lengua, ocurren

en los 3 primeros afos post-tratamiento. En nuestro estudio todos los
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pacientes presentaron un seguimiento minimo de 5 afios o hasta que
ocurrié la muerte por la enfermedad neoplasica.

El grupo de pacientes analizado mostré una media de edad similar a las
descritas en otros estudios66-169, L.a proporcién entre hombres y mujeres

también se aproximo a las descritas en la mayoria de los estudios66.

El pronéstico de los pacientes con CCEO es determinado
directamente por la extension y en particular la diseminacion del tumor a
los ganglios linfaticos cervicales1617.20, E] sistema TNM es aceptado
mundialmente como un sistema de clasificacién para el cancer. Este
sistema valora la extensién anatémica de los tumores solidos malignos, la
cual es uno de los indicadores mas importantes para el tratamiento y un
importante factor de prediccién del pronéstico.

Algunos estudios parecen indicar que la diseminaciéon metastasica a los
ganglios linfaticos cervicales se correlaciona directamente con el tamafio
del tumor primario!71. Se ha demostrado que tumores T1 de lengua y suelo
de boca presentan metastasis cervicales en el 14% y el 11%,
respectivamente, mientras los tumores T4 las presentan en el 76,5% y el

53,5%, respectivamentel’?,

El grado de diferenciacion tumoral ha sido considerado como un
factor predictivo importante de la diseminacion tumoral a los ganglios
linfaticos cervicales!72. Los tumores menos diferenciados se asociaron con
una mayor incidencia de recidivas locales y un menor intervalo libre de
enfermedad!72. Ademas, los tumores bien diferenciados presentaron un
pronéstico mas favorable en comparacibn con los tumores

moderadamente diferenciados72.

Para algunos autores, uno de los factores prondsticos individuales

mas importantes es la extirpacion quirdrgica completa de la lesion, siendo
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el fracaso en la erradicacién del tumor primario la principal causa de
muerte en estos pacientes. Si las células neoplasicas estan presentes en el
margen de reseccion, la tasa de recidiva local aumenta sustancialmente y
la tasa de supervivencia disminuye!73. Por otro lado, la identificacidn de los
margenes quirurgicos positivos para infiltracion neoplasica mediante
histologia parece ser insuficiente, por lo que se ha propuesto un sistema de
estadiaje molecular basado en alteraciones genéticas para detectar células
neoplasicas. La deteccion de mutaciones en el gen P53 mediante PCR,
permitié la identificacion de células neoplasicas en pacientes con
margenes quirurgicos negativos histolégicamente, prediciendo la
aparicion de recidivas locales'74. La presencia de alteraciones genéticas en
el epitelio histologicamente normal adyacente al tumor podria explicar la
falta de relacion entre el estado de los bordes quirurgicos y la

supervivencia encontradas en éste y otros estudios74.

Consideraciones sobre los marcadores

CTTN y FAK

Como hemos comentado previamente, la carcinogénesis oral es un
proceso de multiples etapas que resulta de la acumulacién y la interaccién
de diversos eventos moleculares en varios cromosomas y genes a lo largo

del tiempo de desarrollo del cancer.175

La cortactina puede ser canditato a marcador de progresion a cancer
debido a sus multiples funciones bioldgicas. En estudios previos, se ha
demostrado que CTTN promueve la progresién del ciclo celular mediante
la regulacion negativa de la expresion de p21WAF1/ Cipl p27Kipl y p57KipZ y

modula los niveles de Cip/Kip CDKIs!76, La cortactina es una proteina de
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unién a la actina relacionada con vias de sefializacion de tirosin-quinasas y
Rho GTPasa que desembocan en cambios estructurales en el citoesqueleto.
Cortactina también es un sustrato de c-Src. La activacion de esta familia de
tirosina quinasas esta criticamente involucrada en la migracion de células
de carcinoma, la degradacion de la matriz extracelular y el
comportamiento invasivol76. Se postula que c-Src se comporta como una
diana de regulacién a la baja del EGFR en las células cancerosas!’’. Estos
resultados proporcionan indicios importantes sobre el papel oncogénico
de cortactina y su sobreexpresion se ha asociado con carcinogénesis,
presencia de metastasis ganglionares y peor prondsticol78 179,

Los resultados de varios estudios en cultivos celulares80.181 han
contribuido enormemente a caracterizar las funciones biologicas de CTTN
en procesos relativos a la tumorigénesis y a identificar las asociaciones de
CTTN. Estos indican que la sobreexpresién de CTTN incrementa la
migracion celular y la invasion en gran variedad de tumores182 183, 184  Se
ha postulado también que cortactina podria participar en la endocitosis
mediada por el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Por
lo tanto, la sobreexpresién de cortactina atenua la regulaciéon a la baja
inducida por ligando de EGFR y da lugar a la activacion sostenida de la
sefializacion del EGFR, por lo que la sobreexpresion de CTTN ha sido ligada
a la resistencia al inhibidor de la quinasa EGFR, Gefitinib 185, subrayando
que la CTTN también puede tener un importante papel en la respuesta
terapéutica de los CECC. La amplificacion de 11q13 es una alteracion
genética prevalente en los CECC58%0, Los casos con amplificacion
desarrollan con mayor frecuencia recidivas y tienen un incremento del
riesgo de muerte asociado al tumor 186, 187 El gen CTTN, localizado en esta
region amplificada, ha sido intensamente estudiado como conductor
potencial de esta amplificacién. Varios estudios 58-¢0 han demostrado la

asociacion de la amplificacion de CTTN con el crecimiento agresivo
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tumoral, la presencia de metastasis linfaticas y un peor prondstico en

distintos tipos de carcinomas.

Por su parte, FAK podria contribuir a la carcinogénesis oral
incrementando la proliferaciéon celular y suprimiendo la apoptosis
celular.188 Ademas, FAK controla la regulacion dinamica de las adhesiones
focales, las adherencias célula-célula cadherin-dependientes y las
estructuras periféricas de actina!?4 132, FAK también se ha implicado en la
expresion de las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs) y por
lo tanto en la invasion mesenquimal, y tiene un papel directo en el
crecimiento del tumor, a través de la via ERK-MAPK189,

La amplificaciéon de la region 8q23-24 ha sido definida como un
importante evento inicial en la carcinogénesis de los COCE y el gen
FAK/PKTZ se ha revelado como uno de los mas importantes de dicha
region. La sobreexpresion de la proteina FAK, aunque no siempre se
corresponde con una amplificacion del gen FAK, ha sido documentada en
los CECC32, Ocurre como evento precoz de la transformacién maligna en
los carcinomas de células escamosas, asociandose a un aumento de la

invasividad y el potencial metastasico de estos tumores?29.

La proteina tirosina quinasa Src integra varias vias de sefializacion
implicadas en procesos de proliferacidn, invasion y adhesidn entre otros.
Se ha descrito que la sobreactivacion de Src estd asociada con la
progresion tumoral y el potencial metastasico, por lo que la inhibicién de
la via de sefializacién de la quinasa Src podria representar una atractiva
diana terapéutica en cancer!?. Cortactina y FAK son importantes dianas de
regulacion por Src, que poseen un papel clave como reguladores de

invasion. Inhibidores de la actividad quinasa de Src, como Saracatinib y
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Dasatinib, se encuentran actualmente sometidos a ensayos clinicos. 191, 192,

193,194,

Hasta donde sabemos, en el presente estudio hemos analizado por
primera vez el papel de la expresion proteica de CTTN y FAK en la
transformacion maligna de los TOPC, relacionando los datos con
parametros clinico-patolégicos y pronoésticos. Nuestros resultados
muestran que tanto FAK como CTTN se sobreexpresan en las primeras
etapas de la tumorigénesis oral y que aquellos pacientes con expresion
fuerte de CTTN o FAK en lesiones displasicas presentan una incidencia de
cancer significativamente mayor que aquellos con expresion débil o
moderada. Por otro lado, en este estudio se encontr6 una expresion débil o
moderada de CTTN en cuatro de los 17 COCE (23%), lo que pone de
manifiesto la diversidad genética de estos tumores. Este hallazgo es
congruente con la presencia de un gen supresor con mayor actividad
represora que el potencial oncogénico de CTTN, también situado en 11q13

y adyacente a la region de CTTN176.

Se ha descrito que la presencia de displasia en el epitelio de la
cavidad oral se asocia con una mayor probabilidad de progresion a
cancer4050, En este estudio, los pacientes con displasia grave mostraron
mayor riesgo de progresion maligna (HR = 4,5), y la relacién entre la
histologia y el riesgo de cancer fue estadisticamente significativa en el
andlisis univariante. Ademas, en el andlisis univariante, la expresion de
CTTN y/o FAK fueron predictores significativos de riesgo desarrollo de
cancer (HR de 6,3 y 6,8; respectivamente). Sin embargo, en el analisis
multivariante, s6lo la co-expresion de las proteinas CTTN y FAK mantuvo
la significacion estadistica (p = 0,04), mientras que la displasia epitelial no
lo hizo (p = 0,069). Estos datos contribuyen a reforzar el valor limitado de

clasificacion histopatoldgica en la prediccién evolutiva de los TOPC.

166



Discusion

En nuestra cohorte, la expresion intensa de FAK y CTTN mostré una
asociacion solida con un mayor riesgo de cancer oral y lo mas importante,
la co-expresion intensa de FAK y CTTN fue un predictor independiente en
el analisis multivariante. Aun asi, la sobreexpresion de cortactina y FAK
puede no ser suficiente para promover el inicio de la tumorigénesis, dado
que 4 pacientes (23%) desarrollaron canceres a partir de lesiones que
manifestaron expresion de FAK y CTTN débil o moderada. Una explicacion
alternativa es que estas lesiones fueran biopsiadas antes de que ocurriera
la alteracién molecular, o bien que el cancer se originase a partir de otras
lesiones no visibles clinicamente en el momento de la biopsia y por lo

tanto no examinadas.

Nuestros resultados revelaron que la sobreexpresion de ambas
proteinas en los TOPC, fue detectada en las primeras etapas de la
tumorigénesis oral, y que su frecuencia aument6 a medida que lo hizo el
grado de displasia, lo que sugiere que FAK y CTTN son factores
importantes en la patogénesis, el desarrollo y la progresiéon de un
subconjunto significativo de carcinomas orales de células escamosas. De
acuerdo con estos datos, encontramos pacientes que muestran una
sobreexpresion intensa de CTTN y/o FAK en la muestra tumoral, mientras
que en la correspondiente muestra previa de TOPC la expresion de ambas
proteinas fue débil o moderada. Ademas nuestros hallazgos muestran que
la expresion de CTTN y FAK se mantiene o incrementa en el tumor con
respecto a la lesion premaligna, en todos los casos estudiados. Todo ello
apoya el importante papel biologico y clinico de CTTN y FAK en el

desarrollo y progresion del cancer oral.

El diagnostico histopatolégico de los TOPC es el “gold standard”
usado en la practica clinica diaria para determinar el riesgo de progresion

hacia COCE y la toma de decisiones en lo relativo al seguimiento y control

167



Discusion

mas o menos exhaustivo de los pacientes. La combinaciéon de CTTN y FAK
mostré una mayor significacion estadistica en términos de valor predictivo
y sensibilidad. Dado que el analisis inmunohistoquimico de cortactina y
FAK es relativamente sencillo, barato y facil de interpretar por cualquier
patélogo, parece razonable recomendarlo en el estudio de las displasias de
la cavidad oral. No obstante la utilizacion rutinaria de estos biomarcadores
requiere confirmar nuestros datos mediante estudios prospectivos y

multicéntricos.

FAKY CTTN y carcinomas de células escamosas

La inmunoexpresion moderada (++) o intensa (+++) de FAK fue
observada en 64 casos (69,6%), frente al 30,4% de los mismos que
presentaron tincién débil o ausente. Se trata de un porcentaje similar al
69% publicado por Jiang y cols?> en 2010 y superior al publicado con
anterioridad por nuestro grupo (56,5%)%. Esta diferencia con nuestro
estudio previo, puede ser atribuida a la calidad de la conservacion de las
muestras bioldgicas y a la variacion de los anticuerpos empleados.
Diversos estudios han demostrado la existencia de una asociacion
estadisticamente significativa entre la sobreexpresion de FAK y la
existencia de metastasis ganglionales en carcinomas de laringe!30132
esofagol?, mamal?8, colon 206, 199 y pancreas??. En los canceres de la
cavidad oral, también se ha sugerido el papel de FAK como marcador
precoz de metastasis ganglionares201.201, Asj, en el presente estudio hemos
observado que la sobreexpresion de FAK (++/+++) es mas frecuente en los
paciente con metastasis ganglionares, siendo esta asociacion
estadisticamente significativa (p=0,045). No obstante, al contrario que en

nuestra anterior serie202, en el presente estudio no hemos encontrado una
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asociacion significativa entre el tamafio tumoral y el aumento de expresion

de FAK.

La invasividad del carcinoma oral de células escamosas también se
ha asociado con una elevada fosforilacion de FAK. Schneider2%8 realiz6 un
analisis mediante Western Blot en dos lineas celulares de COCE con
capacidad invasora baja y alta, encontrando un aumento en la expresién de
FAK en la dltima. Desde una perspectiva clinica, estos datos se asocian con
un mal prondstico y peor supervivencia de los pacientes.

En los carcinomas de células escamosas de laringe!32 y de es6fago2%4 se ha
objetivado la existencia de una relacién significativa entre FAK y el
pronostico. En el estudio anterior de nuestro grupo202 se encontré una
asociacion estadisticamente significativa entre la expresion de FAK y la
presencia de recurrencias tumorales y peores tiempos de supervivencia.
En el presente estudio, no hemos hallado asociacion significativa entre la

expresion de FAK y la aparicidn de recidivas tumorales.

La supervivencia fue significativamente menor en los 32 tumores
con expresion moderada de FAK (p = 0,01). No obstante, los casos con
expresion intensa mostraron una mejor supervivencia que los casos con
expresiéon discreta. En consecuencia, observamos una asociacion
estadisticamente significativa entre ambas variables, pero con una
ausencia de tendencia que nos sugiere que debemos interpretar estos

resultados con cautela.

Con respecto a CTTN, hemos observado la existencia de
sobreexpresion (++/+++) en el 58,7% de los casos, porcentaje superior al
45,7% publicado por Yamada y cols'?°. En su estudio Yamada y cols.

Encontraron una asociacién significativa entre la expresion de CTTN y el
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tamafio tumoral, el estadio N y el patron de invasiéon tumoral. En el
presente estudio, de todas las variables clinicopatolégicas estudiadas, la
intensidad de la inmunoexpresién de cortactina, tan solo se asocid
significativamente con la aparicién de segundos tumores primarios (p =
0,02), con un riesgo relativo (RR) de 6,67.

En el andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier, la inmunoexpresién de
cortactina no ha mostrado relaciéon con supervivencia (p = 0,66), hallazgo
consistente con el de Rodrigo y cols!41, que en su cohorte s6lo encuentran
relacion entre la expresion de CTTN y supervivencia en la subpoblacion de

CCE de laringe y no en la subpoblacidon de faringe.

PODOPLANINA

A pesar de que la funcion fisiologica de la podoplanina permanece
aun desconocida, se sabe que actia como un marcador especifico de la
linfangiogénesis y recientes resultados experimentales han demostrado
que esta glicoproteina transmembrana tipo-mucinosa participa en vias
que facilitan la migracion celular colectiva y la invasion tumorall4414s,
Estos hallazgos sugieren que la podoplanina juega un papel en el
crecimiento y reparacion de los tejidos, asi como en la carcinogénesis y el
proceso de transformacion malignal4?. La podoplanina se expresa en
aproximadamente el 90% de los COCE129149y en el 37% de pacientes con
TOPC152, Ademas, también se ha observado que la podoplanina se expresa
fuertemente en algunas lesiones hiperplasicas y displasicas adyacentes a
los tumores primarios, lo que indica que la sobreexpresién ocurre en

estadios precoces de la tumorigénesis en los CCE129.
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En el presente estudio hemos podido confirmar la observacion de
Kawaguchil>2 que sugiere que la expresion podoplanina en los TOPC se
asocia con un mayor riesgo de transformacion maligna. Este autor mostro
que el 24,4% de los TOPC que no sufrieron transformaciéon maligna,
mostraron expresién de podoplanina, a diferencia del 84,6% de expresion
observada en las muestras histolégicas de pacientes que si
experimentaron malignizacion. Ademas, en un analisis multivariante que
incluy6 el habito de fumar y la presencia de displasia epitelial, la expresion
podoplanina fue el tunico predictor independiente significativo del
desarrollo del cancer, con un HR de 8,738. Estos datos apoyan un papel
relevante de la podoplanina en estadios precoces de la transformacion
maligna en las lesiones orales. Se ha considerando que la podoplanina por
si sola podria no ser suficiente para promover la carcinogénesis!>2. En
nuestro estudio, 2 (15%) COCE se desarrollaron a partir de las lesiones
con expresion débil o moderada de podoplanina. Al igual que en la cohorte
previa, también barajamos la posibilidad de que estas lesiones fueran
biopsiadas antes de que ocurriera la alteracién, o que el cancer se
originase a partir de otras lesiones no visibles clinicamente en el momento
de la biopsia y por lo tanto no examinadas. En consonancia con esta idea,
hemos encontrado 6 pacientes que muestran una fuerte expresion de
podoplanina en el tumor invasivo con débil o moderada expresion de la
proteina en el correspondiente TOPC previamente biopsiado.

Ademads, nuestra observacion de que la expresion de podoplanina se
mantiene o incluso aumenta en los tumores invasivos apoya aun mas el
papel de esta proteina tanto en el desarrollo como en la progresion del
cancer oral.

El hecho de que los tumores sélidos del area de la cabeza y el cuello
muestren una arquitectura heterogénea en comparacion con la mucosa
oral sana, ha llevado a generar la hipotesis de que en estos tumores, una

subpoblacion de células es clonogénica?02 203, Para explicar este fendémeno,
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se ha sugerido que soOlo un pequefio subconjunto de células
fenotipicamente distinto es responsable de la generacion de tumores y que
este subconjunto podria ser considerado como las células madre del
cancer o células iniciadoras del tumor (TICs)204. Atsumi y cols1?
identifican la podoplanina como un nuevo marcador de TICs en los CCE.

El papel de la podoplanina en los estadios iniciales de la tumorigénesis
sigue sin esclarecerse. Las células podoplanina-positivas en el epitelio
pueden representar la expansion clonal al alza de las TICs durante la
carcinogénesis y los TOPC con tal expansion clonal pueden implicar un
mayor riesgo de transformaciéon maligna. Ademas, podoplanina esta
involucrada en la remodelacion del esqueleto de actina y puede promover
la invasion al aumentar la motilidad celular. La interaccion de la pequefia
cola citoplasmica de podoplanina y actina estd mediada por ezrina y
moesina, que son fosforilados en presencia de sobreexpresion de
podoplaninal49151, Especificamente, podoplanina se co-localizada con
ezrina, una proteina transmembrana que enlaza con radixina y moesina, a
los filamentos de actina, mientras que también facilita la re-localizacion de
ezrina en protuberancias de la membrana plasmatica como filopodios,
para reducir la expresion de E-cadherina y, en consecuencia, la
adhesividad célula-célulaz05, y la promocidon de la transicion epitelial-
mesenquimal debido a activacion de RhoA14%. El aumento de la motilidad
celular explica por qué los niveles altos de expresiéon de podoplanina se
asocian con una alta tasa de transformacién maligna, debido al hecho de
que las células podoplanina-positivas son mas capaces de moverse dentro
del tejido circundante!>8. Ademads, la podoplanina induce la migracién
celular a través de la formacidn de filopodios por regulacion a la baja de las
Rho GTPasas!>!, y también parece ser capaz de inducir la transicion
epitelio-mesenquimal a través de regulacién a la baja de la expresién de E-

cadherinal50.
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En mas del 80% de COCE, la podoplanina se expresa en las células
situadas en los bordes exteriores o frentes invasivos de nidos tumorales!29,
lo que puede sugerir que un factor(s) producido en los tejidos vecinos
podria influir en la expresion de podoplanina. De hecho, el factor de
crecimiento epidérmico, el factor de crecimiento fibroblastico basico, y el
factor de necrosis tumoral han demostrado inducir expresion de
podoplaninals0. Estudios recientes sugieren que el frente de invasion
contiene una subpoblaciéon de células madre de cancer que difieren de la
masa tumorall29.150.152 206 Vormittag y cols19? sostienen que la invasion de
carcinomas de células escamosas en el area de la cabeza y el cuello no
depende de desdiferenciacion celular, sino de la adquisicion de células
tumorales especificas que expresen podoplanina en el frente de invasion
tumoral. No obstante, la funcién biolégica de la podoplanina podria variar

entre diferentes tipos de cancer.

Como se ha mencionado con anterioridad, clasicamente la displasia
epitelial se ha considerado el “gold standard” para evaluar el riesgo de
desarrollar cancer oral?0?”. En nuestra muestra, 43 casos mostraron
displasia leve, y 2 de ellos desarrollaron COCE durante el periodo de
seguimiento. Por otro lado, 2 de 8 casos con displasia grave no
desarrollaron COCE. En consecuencia, el grado de displasia epitelial no
representa un predictor de riesgo inalible y probablemente tampoco
fiable103. Aunque existe un acuerdo casi general de que la tasa de
transformacion maligna aumenta con la gravedad de la displasia, algunos
autores no han observado una asociacion significativa entre displasia
epitelial y transformacion maligna®8. Especificamente Holmstrup y cols?8
manifestaron que solo las leucoplasias no homogéneas y las lesiones con
un tamafio superior a 200mm?2 estaban relacionadas con una
transformacion maligna. Sin embargo, no encontraron asociacion

estadisticamente significativa entre el resto de variables examinadas
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(grado de displasia epitelial, localizacién, consumo de tabaco e
intervencién quirurgica) y la trasformacién maligna. Por lo tanto, los
biomarcadores como podoplanina podrian contribuir a aumentar la
previsibilidad y fiabilidad en la evaluaciéon del riesgo de cancerizacion de

los TOPC y guiar el tratamiento.

Podoplanina y carcinomas orales de células escamosas

La sobreexpresion de podoplanina ha sido asociada con la
diseminaciéon metastasica a los ganglios linfaticos4% 208, 'y con mal
pronéstico 129,150,199, 209 Sin embargo, en el presente estudio no hemos
encontrado asociacion entre la expresion de podoplanina y la presencia de
metastasis en los ganglios linfaticos o la supervivencia.

Aunque la funcién biolégica de la podoplanina no se entiende
completamente, la sobreexpresion de esta proteina puede promover la
formacion de extensiones de células alargadas y el aumento de la
adhesion, la migracién y la formacion de tubos de células endoteliales
vasculares?10. Aunque la angiogénesis en el crecimiento y la diseminacion
de los tumores solidos esta bien estudiada, se sabe poco sobre el papel de
linfangiogénesis en la progresion tumoral, en particular en las metastasis
de los ganglios linfaticos?!1, al menos en parte debido a la falta de
marcadores especificos de vasos linfaticos. La podoplanina es uno de los
genes mas altamente expresados en los cultivos de células endoteliales
linfaticas humanas?12, El anticuerpo monoclonal D2-40, reconoce un
Mr40.000 O-ligando sialoglicoprotéico expresado en el endotelio linfatico,
en algunas células germinales neoplasicas y en los gonocitos fetales
testiculares, es especifico para podoplanina?13. La linfangiogénesis
tumoral se ha identificado recientemente como un paradmetro prondstico

para el riesgo de metastasis en los ganglios linfaticos de los carcinomas de
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la cabeza y el cuello?!4. En nuestro estudio hemos utilizado el anticuerpo
D2-40 para evaluar la expresion de podoplanina en los COCE encontrando
metastasis ganglionares en el 33% de los pacientes con alta expresion de
podoplanina, frente a un 68% en pacientes con baja expresiéon de la misma

(score 4 o inferior).

Nakayama y cols.?1> encontraron que los vasos podoplanin-positivos
estan casi siempre presentes en el margen invasivo del estroma tumoral,
pero no en el interior del propio tumor. Ademas, Margaritescu y cols.216
mostraron que la linfangiogénesis se produce ya en la lesién premaligna
en pacientes con COCE. En el carcinoma colorrectal?!? y en el cancer de
mama?Z218, los vasos linfaticos se encuentran casi exclusivamente en el
margen invasivo del tumor. En contraste, se observaron vasos linfaticos
intratumorales y peritumorales en el cancer de prostata2!? y los CCE de la
cabeza y el cuello y en el cancer células escamosas de pulmén cuando el
tumor expresa podoplaninaz20.221, Aquellos tumores con expresion focal de
podoplanina en la periferia de la masa tumoral mostraron una
supervivencia global significativamente mejor que aquellos otros con
expresion negativa de podoplanina. Estos resultados estan en marcado
contraste con las observaciones realizadas por Yuan y cols.129 en los COCE,
pero en consonancia con los datos publicados por Rodrigo y cols.155 en el
carcinoma de células escamosas de laringe.

Los hallazgos sobre una posible asociacion entre la linfangiogénesis y el
prondstico no son consistentes222, 223, 224, 225 Asi, Sousa y cols.2%3
observaron una asociacidon significativa entre la linfangiogénesis y la
afectacidon ganglionar, pero no entre la linfangiogénesis y la supervivencia,
mientras que otros estudios encontraron que la linfangiogénesis fue un
factor pronostico de supervivenciaz20.222, También en el carcinoma de
células escamosas del cuello uterino2%? y del pulmén??, la baja expresion

de podoplanina se asocié con metastasis ganglionar y mal pronostico.
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Cueni y cols.226 encontraron, en pacientes con carcinomas de células
escamosas, metastasis en los ganglios linfaticos con mayor frecuencia en
los tumores con alta expresién de podoplanina, pero la diferencia no fue
estadisticamente significativa. En un estudio reciente sobre el uso de la
expresion de podoplanina para identificar pacientes con COCE con
metastasis en los ganglios linfaticos, se inform6 de una sensibilidad del
36% y de una especificidad del 83%?227, lo que indica que la podoplanina
no es un marcador fiable para la practica diaria, cuando es considerada
aisladametne. Ademas, en el cancer de cérvix, ni los émbolos de células
tumorales en los vasos linfaticos ni las células metastasicas en los ganglios
linfaticos expresaron podoplanina, incluso cuando el tumor primario fue
podoplanin-positivoZ%9. Estos hallazgos sugieren que la funcién biologica

de la podoplanina varia entre los diferentes tipos de cancer.

En nuestro estudio hemos encontrado expresion de podoplanina en
88 de 92 casos (96%) y expresion alta (score> 4) en 32 casos (35%),
hallazgo consistente con otros estudios previos que hallaron expresion de
podoplanina en el 86% y?28 el 84,1%22° de las muestras tumorales, pero
que contrasta con Huber y cols.22? que comunican una expresion de
podoplanina de sélo el 24%.
En marcado contraste con las publicaciones anteriores!29 227. 230, 231 ng
hemos encontrado una asociacion significativa entre la expresion de
podoplanina y las metastasis linfaticas en los ganglios cervicales. El 37%
de los paciente pNO presentaron una expresion alta de podoplanina en
comparacion con el 33% de todos los casos. Una explicacion podria ser el
hallazgo de una mas alta expresiéon de podoplanina en las primeras etapas

de la tumorigénesis.

Hemos observado que los canceres de la lengua y del suelo de la

boca desarrollan, con frecuencia, metastasis en los ganglios linfaticos
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cervicales y que, la incidencia de las mismas aumenta notablemente
cuando el tumor primario muestra una expresion alta de podoplanina.
También encontramos una alta expresion de podoplanina con mayor
frecuencia en los canceres de la lengua y del suelo de la boca, que son
generalmente mas pequefios (T1 o T2) que los de la encia, el paladar, y el
area retromolar. Por otra parte, hemos observado una tendencia a la alta
expresion de podoplanina en tumores bien diferenciados. Por ultimo, las
metastasis en los ganglios linfaticos del cuello se encontraron con mayor
frecuencia en los tumores con expresion alta de podoplanina. Sin embargo,
ninguna de estas diferencias alcanz6 significacion estadistica.

Los datos de la asociacion de la expresion de podoplanina con la
localizacion tumoral y la diferenciacion del tumor son contradictorios. Las
diferencias en la expresion de podoplanina sefialadas en relaciéon con la
localizacion del tumor podrian deberse indirectamente a las asociaciones
con otras variables clinico-patoldgicas, como el grado de diferenciacion, el
tamafio del tumor o a las metastasis en los ganglios linfaticos. La
asociacion entre la expresion de podoplanina y el asentamiento del tumor
en la lengua y en el suelo oral podria reflejar mayor frecuencia de tumores
T1-T2, una mayor proporcion de tumores bien diferenciados y/o de los
tumores con metastasis en los ganglios linfaticos del cuello. Por ultimo, los
tumores de la lengua y del suelo de la boca también pueden ser vistos
como entidades tumorales distintas de otros tipos de cancer de la cavidad

oral.

Hemos encontrado una expresion de podoplanina limitada al frente
tumoral invasivo en el 63% de los carcinomas, lo que sugiere que la
subpoblacion de células invasoras tiene propiedades bioldgicas distintas
de las situadas en el interior del tumor!29150199229 [a expresion de
podoplanina tiende a ser mayor en los carcinomas bien diferenciados, que

suelen ser menos invasivos que los pobremente diferenciados. Esta
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aparente contradiccion nos lleva a sugerir que la invasion en los COCEs no
es impulsada por desdiferenciacién celular, sino por la aparicién de una
poblacién especifica de células tumorales con una alta capacidad de auto-
renovacion (células madre del cancer, CSC), que normalmente expresan
podoplaninal®®. De hecho, la podoplanina ha sido identificada como un
marcador de células madre cancerosas en CCE humanos??9, que segin
otros estudios comprenden una pequefia poblacion de células
cancerosas232. Las CSC son mas invasivas, muestran una mayor capacidad
de regeneracion, y presentan mas resistencia a la radioterapia y la
quimioterapia?33, por lo que su catalogacidn es crucial para el control de la

enfermedad.
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CONCLUSIONES

En el contexto del presente estudio, el andlisis de los resultados

permite establecer las siguientes conclusiones:

En lesiones de la mucosa oral potencialmente
cancerizables:

12) La inmunoexpresion de las proteinas cortactina (CTTN), quinasa de
adhesion focal (FAK) y podoplanina (PDP) se increment6 de forma

significativa segun el grado de displasia epitelial.

22) La inmunoexpresion intensa de quinasa de adhesidn focal (FAK) o de
cortactina (CTTN) se asocio6 significativamente con progresion a
carcinoma oral de células escamosas, en comparacion con las lesiones

que exhibieron una expresion débil o moderada.

32) La coexpresion intensa de quinasa de adhesion focal (FAK) y de
cortactina (CTTN) se asocio significativamente con progresion a
carcinoma oral de células escamosas en comparacion con las lesiones
que exhibieron una expresion débil o moderada de una o de ambas

proteinas o una expresion intensa de una sola de ellas.

42) En el andlisis estadistico univariante, tanto el grado de displasia
epitelial como la expresidn intensa aislada o conjunta de CTTN y/o
FAK se asociaron significativamente con progresion malignidad. En el

analisis multivariante, tan solo la coexpresion intensa de CTTN y FAK
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se asoci6 significativamente con progresion a malignidad (riesgo =

6,2).

52) En el andlisis estadistico univariante, tanto el grado de displasia
epitelial como la expresion moderada o intensa de PDP se asociaron
significativamente con progresion a malignidad. En el analisis
multivariante, tan solo la expresiéon moderada o intensa de PDP se

asocio significativamente con progresion a malignidad (riesgo = 8,7).
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En carcinomas orales de células escamosas:

62) La expresion moderada o intensa de FAK se asocid significativamente

con la presencia de metastasis ganglionares cervicales.

72) La expresién moderada de FAK se asocié con peor supervivencia.

82) La expresion intensa de cortactina se asocié significativamente con la

aparicion de segundos tumores primarios (riesgo = 6,6).

92) La expresion de podoplanina se redujo a medida que se incrementé el

grado de anaplasia tumoral.
102) En los canceres localizados en la lengua y en el suelo de la boca, la
expresiéon de podoplanina fue mas frecuente e intensa que en las

restantes localizaciones estudiadas.

112) Las expresiones de cortactina y podoplanina no se asociaron con

supervivencia especifica.
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