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Marco teédrico

Definicion y clasificacion de las neoplasias escamosas de superficie ocular

La superficie ocular (SO) incluye diversas estructuras: la cornea, el limbo, la conjuntiva y las
glandulas de Meibomio. El epitelio corneal y conjuntival se encuentran en continuidad a
través de los epitelios ductales con el epitelio acinar de las glandulas lagrimales principales y
accesorias, asi como con las glandulas de Meibomio de los parpados, que son
invaginaciones especializadas de la superficie ocular. Todas estas estructuras comparten el

mismo origen embrioldgico (ectodermo).!

Las neoplasias escamosas de la superficie ocular (NESO) constituyen el tumor maligno mas
frecuente de la superficie ocular y abarcan un amplio espectro de tumores que afectan la
SO. Histologicamente, las NESO van desde lesiones displasicas de las células escamosas,

hasta el carcinoma invasor de conjuntiva y cornea.?*

El grado de involucro anatémico de la lesion es importante para determinar el manejo y
poder explicar el pronostico al paciente. Se describe a continuacion la clasificacion de

tumores epiteliales de acuerdo con su grado de malignidad en la Tabla 1:°

Grado de malignidad

Benignos Papiloma escamoso

Hiperplasia benigna del epitelio

Queratoacantoma




Premalignos Acantosis

Queratosis actinica

Metaplasia escamosa

Neoplasia intraepitelial conjuntival (NIC)

Malignos Carcinoma epidermoide

Tabla 1. Clasificacion de tumores epiteliales por su grado de malignidad.

Fuente: Adaptado de Shields CL, et al. (2017)°

Las NIC se dividen en 3 grados, de acuerdo al involucro del espesor epitelial:®’

e Grado I o displasia leve: confinado al tercio basal del epitelio.

e Grado II o displasia moderada: se extiende al tercio medio del epitelio.

e Grado III o displasia severa: Se extiende al tercio superficial del epitelio.

Se considera como “carcinoma i situ” cuando se invade el espesor completo del epitelio, sin
sobrepasar la membrana basal epitelial. Es importante mencionar, que el manual de
clasificacion American Joint Committee on Cancer (AJCC)® coloca al carcinoma i situ
dentro de las NIC (corresponderia al grado III). Una vez que sobrepasa la membrana basal
del epitelio, se denominara carcinoma epidermoide (CE) o de células escamosas. El término

“Iinvasor” indica infiltracion del estroma subyacente sobrepasando la membrana basal.

Para el presente trabajo, el término NESO incluiré las NIC y el carcinoma epidermoide.



Existe otra clasificacion de las NESO, de la AJCC, en la que el cancer se estadifica por tipo

de tumor, la presencia de infiltraciéon nodular y de metastasis (I'NM), como se muestra en

la Tabla 2.

Definicion de tumor primario (T)

TX El tumor primario no puede identificarse

TO Sin evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor (Sdmm en su didmetro mayor) que invade la membrana basal conjuntival

sin invasion de estructuras adyacentes.

T2 Tumor (>5mm en su didmetro mayor) que invade la membrana basal conjuntival

sin invasion de estructuras adyacentes.

T3 Tumor que invade estructuras adyacentes*, excluyendo la orbita.

T4 Tumor que invade la érbita con o sin mayor extension.

T4a Invade tejidos blandos orbitarios, sin invasiéon a hueso.

T4b Invade hueso

T4c Invade senos paranasales adyacentes

T4d Invade tejido cerebral

Definicion de ganglios linfaticos regionales (N)

NX Los ganglios linfaticos regionales no son evaluados




NO Ganglios linfaticos regionales ausentes

N1 Ganglios linfaticos regionales presentes

Definicion de metastasis a distancia (M)
MO Metastasis a distancia ausente

M1 Metastasis a distancia presente

Definicion de grado histopatologico (G)
GX El grado no puede determinarse

G1 Bien diferenciado

G2 Moderadamente diferenciado

G3 Pobremente diferenciado

G4 Indiferenciado

Tabla 2. Clasificacion de la AJCC del carcinoma conjuntival. Traducido de Shields CL et
al. (2017).> *Estructuras adyacentes: cornea, fondos de saco, conjuntiva tarsal, punto o
canaliculo lagrimal, carincula, lamela anterior o posterior del parpado, margen palpebral,

invasion intraocular.

Epidemiologia

Las NESO son una patologia infrecuente. La literatura que aporta datos epidemioldgicos
sobre estos tumores es escasa. Ademas, cabe mencionar que la metodologia para la

obtencion de los datos asi como la presentacion de resultados es sumamente heterogénea;
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pocos reportan informacién a nivel nacional, algunos son estudios multicéntricos y otros son
datos de centros tnicos. También varia el tipo de centro hospitalario, proviniendo ya sea de
hospitales generales o centros de referencia oftalmolégica. Por otro lado, los tipos de

poblacién son diferentes en términos de localizacién geografica y raza. Finalmente, algunos

reportan exclusivamente el carcinoma epidermoide y, otros, el espectro completo de las

NESO.

Quiza la publicaciéon mas importante respecto a epidemiologia de las NESO es la de
Gichubhi et al’, una revision sistematica realizada en 2013 con el objetivo de describir la
epidemiologia de la enfermedad en Africa y, secundariamente, a nivel global. Los
resultados se reportaron mediante la tasa de incidencia estandarizada por edad (TIEE) para
ambos sexos. Los autores encontraron que la TIEE media a nivel mundial fue de 0.18 y
0.08 casos/ano/ 100,000 para hombres y mujeres, respectivamente; siendo la menor TIEE
reportada en Europa con 0.05 y 0.01 casos/afio/ 100,000 y la mayor en Zimbawe, Africa
con 3.4y 3.0 casos/ano/100,000. El continente africano tuvo la mayor incidencia de la

enfermedad, seguido de Sudamérica y Oceania.

La mayor parte de los reportes sugieren que la enfermedad se presenta clasicamente en
pacientes del sexo masculino, mayores de 60 afios.*> Sin embargo, dependiendo de la
localizacion geografica y el estado inmunolégico, puede presentarse en poblaciones mas
jovenes y sin predomino de sexo, sobre todo cuando existe asociacion con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH).” Esta forma de presentacion se reportd en poblaciones
africanas, donde el espectro de la enfermedad es muy distinto. Los mismos autores han
subrayado la importancia de la geografia de la poblacion, que fue dividida de acuerdo a su

localizacion respecto al ecuador, siendo los paises en el hemisferio sur los que suelen
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presentar una mayor incidencia. Se han propuesto dos patrones demograficos de acuerdo

con la edad de presentacion, el sexo y la asociacion a infecciones virales, como se muestra

en la Tabla 3.

Caracteristicas Climas templados Climas tropicales
Predominio por género  Si, masculino No
Edad de presentacion Adultos mayores Jovenes
Asociaciéon a VPH Rara Frecuente
Asociaciéon a VIH Rara Frecuente
Paises ejemplo Estados Unidos Zimbawe

Australia Uganda

Tabla 3. Patrones demograficos de las NESO. VPH: Virus del papiloma humano; VIH:

Virus de la inmunodeficiencia humana. Fuente: Adaptado de Gichuhi et al (2013).7

Contamos con algunos reportes de nuestro pais, todos provenientes de centros hospitalarios
aislados, la mayoria de referencia oftalmolégica. En México no contamos con un registro
nacional de datos sobre este tipo de tumores, probablemente debido a que su incidencia y
mortalidad es muy baja en comparacion con el cancer de mama, prostata, colon, pulmoén,
cervicouterino y tiroides, en los cuales se centran la mayor parte de los esfuerzos de los
servicios de salud a nivel nacional de acuerdo a los datos de la Organizacién panamericana

de la salud.®

En los reportes mexicanos, todos de la Ciudad de México, la mayor parte de los casos tenia

una edad al diagnostico alrededor de los 60 anos y, en promedio, no hubo una diferencia
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por sexo. Sin embargo, los estudios fueron muy heterogéneos en la poblacion estudiada; es

el caso de Capiz-Correa y colaboradores!?, que se centraron en el carcinoma epidermoide a

diferencia de los otros dos en los que se reportaron también las lesiones benignas, displasias

y/o el carcinoma in situ!!. Las caracteristicas principales de dichos estudios se muestran en

la Tabla 4.

Referencia (ano)

Orrostieta-Olvera

Capiz-Correa

Ramos-Betancourt

(2008)!1 (2016)10 (2016)12
Estado Ciudad de México | Ciudad de Ciudad de México
México
Hospital Hospital General Hospital Asociacion para
de México Fundacion evitar la ceguera en
Nuestra Senora México
de la Luz
Tipo de centro General y de De referencia De referencia
hospitalario referencia oftalmolégica oftalmolégica
oftalmoldgica
N 32 129 241
Periodo de estudio 11 anos (1996- 7 anos (2006- 10 anos (2005-
2007) 2013) 2015)
Edad en anos, media | 60.7 64.7 58.6
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Sexo masculino, % | 46.87% (15) 67.44% (87) 56.4% (136)

(n)

Grado

Histopatologico, %

(n) ] ; 49.7% (103)

Papiloma 6.25% (2) - 21.2% (51)

Displasia 2.1% (5)
NICI 7.5% (18)
NIC II 11.6% (28)
NIGTI 37.5% (12) - -

Carcinoma wn situ 56.25% (18) 100% (129) 19.9% (48)

Carcinoma - 16.2% (39)

epidermoide

Otros (ej. queratosis

actinica)

Tabla 4. Resumen de los resultados reportados en las series mexicanas sobre NESO.

Fisiopatologia y factores de riesgo

La etiologia de las NESO es multifactorial, e incluye factores intrinsecos y extrinsecos.
Entre los principales factores de riesgo implicados en la patogénesis de las NESO se

incluyen la radiacion ultravioleta (UV), tabaquismo, inmunosupresion, susceptibilidad
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genética, dano preexistente de la superficie ocular, exposicion a quimicos y deficiencia de
vitamina A.'3 Asi mismo, el virus del papiloma humano (VPH) también ha sido implicado
en la patogénesis de NESO, pero se considera mas un cofactor en el desarrollo de la

enfermedad en huéspedes previamente susceptibles que un factor etiologico.>!*

Los mecanismos fisiopatogénicos involucrados en el desarrollo de NESO pueden ser por
dano al acido desoxirribonucleico (DNA), falla en los mecanismos de reparaciéon del DNA

y/o por una inmunidad reducida.?

La radiacion ultravioleta B (UVB) puede ocasionar una “foto-inmunosupresion” local y
sistémica, dafo directo al DNA y un entrecruzamiento de las bases para formar dimeros de
ciclobutano pirimidina®!3, los cuales se consideran como caracteristicos del dafio por
radiacion UV.216 Estos dimeros alteran la estructura del DNA y bloquean su sintesis.> Asi
mismo, se ha reportado que existen transiciones especificas de ciertas bases del gen supresor
de tumores TP53 en NESO, las cuales pueden ocurrir en diferentes fases de la
transformacion maligna y pueden encontrarse en lesiones precancerosas, tales como la
queratosis actinica. Dichos mecanismos llevan a un retraso en la reparacion del DNA y a

un incremento en las mutaciones somaticas y oncogénesis.?

Por otro lado, la mayoria de las NESO se derivan del limbo, particularmente en el area
nasal interpalpebral.!” Es en esta region en donde se ha descrito que existe una mas alta
concentracion de criptas epiteliales limbares!® que contienen a las células madre del limbo.
Asi mismo, esta zona anatémica es la que se encuentra descubierta durante la apertura
normal de los parpados, haciéndola mas susceptible al dafio por radiacion UV. Por otra

parte, se ha postulado que las neoplasias intraepiteliales conjuntivales (NIC) inician en las
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células basales y se extienden hacia la superficie, patron que se refleja en la clasificacion

histologica.!?

Finalmente, la exposicion a radiacion UVB reactiva la infeccion latente por VPH,!7 el cual
es un virus de DINA epiteliotrofico, especialmente en la mucosa de transicion, y ha sido
implicado en la etiologia de diversos carcinomas de células escamosas, tales como cérvix

uterino, colorectal, laringeo, esofagico, vesical y de la superficie ocular.?

Participacién de genes en la progresion del tumor

La progresion del tumor resulta de la acumulacion de maltiples mutaciones tanto en genes
supresores de tumor como en oncogenes. Los genes supresores de tumores y sus proteinas
juegan un papel importante en la prevencion del crecimiento de tumores al regular
negativamente el crecimiento celular en donde el gen p53 es el prototipo de gen supresor de
tumor. Este gen consiste en 11 exones y se localiza en el cromosoma 17p13 en humanos. Una
mutacion de p53 lleva a disminucion en la expresion de la proteina Bel-2, que es una proteina
de membrana necesaria para la longevidad celular y facilitar un sistema inmune saludable.?’
Mutaciones en este gen alteran los mecanismos de reparaciéon del DNA permitiendo la
proliferacion celular. Ademas, se ha observado que hasta en el 70% de los casos de NESO
existe una reaccion positiva a p53 alterada?.

El Virus del Papiloma Humano (VPH) ha sido implicado en la etiologia de diversos
carcinomas de células escamosas (cervico-uterino, colorectal, laringeo, esofagico, vesical). En
las NESO se ha reportado una prevalencia entre 33 hasta 100% de los casos.

Por otra parte, ha observado un incremento en la expresion de pl6 en lesiones escamosas

asociadas a VPH, y su grado de expresion y tincion en la inmunohistoquimica correlaciona
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con el grado de displasia, siendo intensa en las lesiones de alto grado, con un patrén difuso
tanto nuclear como citoplasmico. La expresiéon aumentada de pl6 es dada por la
neutralizacion de proteinas supresoras de tumor p53 y la proteina de retinoblastoma (pRb)
por los oncogenes E6 y E7 de las células infectadas con VPH. Los subtipos de VPH de bajo
riesgo suelen mostrar menor expresion de pl6 debido a que producen oncogenes E6 y E7
con menor habilidad para neutralizar a los supresores tumorales endogenos. Por tanto, la
expresion de pl16 es cominmente empleada como un marcador de infeccion por los subtipos
de VPH de alto riesgo.?!

El interés en la oncoproteina p53 yace en su implicacion para el desarrollo de tratamiento
para NESO debido a su potencial capacidad pronoéstica. Los tumores negativos a pd3 no
responden bien a quimioterapia dirigida a danar el DNA.29 Su presencia suele conferir un
mayor grado de proliferacion y estadio a diversos tumores, asi como incrementar su mayor
tasa de recurrencia;?’ por lo tanto, pl6 nos permitird conocer si existe relacion de las
neoplasias con VPH y Ki-67 con la tasa de proliferacion del tumor.

Solo existe un estudio publicado que analiza mutaciones especificas en NESO por medio de
una tecnologia de secuenciacion completa de exones, lo cual se realizé en una cohorte de 7
individuos en Miami. En ese estudio, las mutaciones mas frecuentes en los genes que

promueven la oncogénesis como el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF).??

Diagnéstico

Clinico

Las NESO suelen iniciar con sintomas inespecificos como sensacion de cuerpo extrafio,

irritacion y enrojecimiento. Con el paso del tiempo, el paciente nota la lesion y es entonces
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cuando acude a consulta. En una gran parte de los casos, las NESO se originan de
degeneraciones conjuntivales preexistentes, tales como una pingiiécula o un pterigion,
pasando en ocasiones desapercibido por el médico. Las lesiones son tipicamente unilaterales
y de crecimiento lento, a menos que el paciente tenga alguna comorbilidad que lo
predisponga a un crecimiento acelerado y, en ocasiones, a presentarse de manera bilateral
(por ejemplo, la inmunosupresion asociada al sindrome de inmunodeficiencia adquirida —
SIDA).

E1 95% de las lesiones se originan en el limbo, y su localizacién mas frecuente es el area
interpalpebral, que es el area expuesta a la radiacion solar.?3

Clinicamente estas neoplasias pueden presentar un aspecto papilomatoso, asi como cambios
leucoplaquicos, abarcando cualquier localizacion de la superficie ocular. Cuando invaden
la cornea, se presentan lesiones grisaceas, con margenes digitiformes e irregulares y pueden
presentar diferentes grados de vascularizacion.>* Asi mismo, pueden mostrar pigmentacion,
dato clinico considerado como factor de riesgo para sobrepasar la membrana basal, es

decir, para carcinoma epidermoide. (Figura 1)

En cuanto a su distribucion sobre la superficie ocular, se dividen en nodular, cuando la
lesion esta bien circunscrita (generalmente en uno o dos cuadrantes), o difusas, que se
extienden por 6 o mas meridianos o miden =15mm en su didmetro mayor.?3>* A estas

ultimas también se les conoce como neoplasias gigantes. (Figura 2)
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Figura 1. Neoplasia escamosa de la superficie ocular. Se observa una lesioén sobre elevada,
gelatinosa, con vaso nutricio (inferior), leucoplaquia (area blanquecina cercana al limbo) y

pigmento. Fuente: Archivo fotografico APEC.

Ademas de las tipicas caracteristicas clinicas, se pueden utilizar tinciones vitales para
confirmar la sospecha diagnoéstica de NESO. Las tinciones de verde de lisamina (Figura 3) y
rosa de bengala se utilizan para tenir y delinear la extension de la lesion; pero no son
especificas para la enfermedad.? El azul de toludina y el de metileno son tinciones
acidofilas que tienen afinidad por acidos nucleicos presentes en las lesiones malignas que
son liberados debido a la alta tasa de mitosis y pobre adherencia intercelular. Aunque la
sensibilidad de dichas tinciones es alta, su especificidad es baja a moderada, por lo cual se

sugiere utilizarlos como una herramienta de tamizaje inicial?>-7.
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Figura 2. Neoplasia escamosa gigante de la superficie ocular. Se observa una lesion de
aspecto papilomatoso con un borde gelatinoso y grisaceo sobre la cornea, invadiendo mas

de 6 meridianos del limbo. Fuente: Archivo fotografico APEC.
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Figura 3. Tincién con verde de lisamina de una NESO. Fuente: Archivo fotografico APEC.

Estudio histopatoldgico

El estandar de oro para el diagnéstico de NESO es el estudio histopatologico. La biopsia se
puede dividir en tres tipos: excisional, incisional y por mapeo. Cada una tiene sus
indicaciones y contraindicaciones dependiendo del tipo de lesion, la extension de esta y las
estructuras anatomicas afectadas. Generalmente utilizamos la biopsia excisional como
tratamiento de primera linea para el manejo de NESQO, indicada principalmente en lesiones
bien circunscritas de tamafno pequeno o moderado y siempre acompanada de crioterapia
en los bordes quirtargicos asi como la colocaciéon de una membrana amniotica para cubrir el
defecto conjuntival y/o corneal secundario a la resecciéon del tumor. La incisional es
mayormente utilizada, especificamente en lesiones escamosas, inicamente para
confirmacion diagnodstica antes de iniciar la quimioterapia topica o para valorar cirugia
mutilante en lesiones de gran tamano con sospecha y/o evidencia de invasion intraocular o

a tejidos adyacentes (ej. Orbita).
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Cabe mencionar que existen otras herramientas para toma de tejido para diagnoéstico
histopatolégico, como la citologia por exfoliacion y la citologia de impresion, ambas con la
debilidad de evaluar tnicamente las capas superficiales del epitelio de conjuntiva o
cornea.?’ Es decir, si la lesion es subepitelial o se localiza en capas mas profundas, lo cual
sucede en las etapas mas tempranas de la enfermedad, estas muestras de tejido no seran de
utilidad diagnostica y nos llevara a falsos negativos. La clasificacion histopatoldgica fue

explicada previamente.

Estudios de imagen

Tomografia de coherencia dptica de alta resolucion (HR-OCT)

La HR-OCT es una técnica no invasiva que nos permite evaluar morfol6gicamente la
arquitectura corneal y limbal, asi como diferentes caracteristicas de las neoplasias con una
resolucion axial de 3-5 micras. Utilizando esta herramienta, las NESO muestran
tipicamente un epitelio engrosado (mayor a 120 micras) e hiper-refléctico, con una
transicion abrupta entre el tejido normal y el neoplasico. (Figura 4) La sensibilidad y

especificidad de este método diagnostico es de 94% y 100%, respectivamente. 2829
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Figura 4. Tomografia de coherencia 6ptica de alta resolucién en un paciente con NESO.
Se observa hiper-reflectividad y engrosamiento del epitelio enfermo (mayor a 120 micras)
(c) y la zona de transicion abrupta (b) entre el epitelio sano (a) y el enfermo (c). Fuente:

Archivo APEC, edicion por el Dr. Jesas H. Davila Alquisiras.

Ultrabiomicroscopia del segmento anterior (UBM) y microscopia confocal

La ultrabiomicroscopia del segmento anterior proporciona imagenes hasta de 5 a 6mm de
profundidad con una resolucion mucho menor a la del HR-OCT, de 25 micras, por lo que
su utilidad se ha limitado como una herramienta para determinar la presencia de invasion a
tejidos profundos como esclera o cuerpo ciliar?®. Las NESO se observan con una superficie
hiperecoica y el estroma hipoecoico. Los signos sugestivos de extension intraocular del

tumor son acortamiento del angulo de la cAmara anterior y engrosamiento uveal.3?

La microscopia confocal también es una técnica no invasiva que permite examinar las

capas de la superficie ocular con una alta resolucion, permitiendo observar las estructuras a
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nivel celular. En las NESO, las células tumorales se observan grandes, irregulares, con un
nucleo brillante e hiperrefléctico y también se ha descrito la presencia de células alargadas

con nucleo polimorfico.?%3!

Otras herramientas.

Se ha descrito que diversos virus y que algunas alteraciones en ciertos genes estan
relacionados con el desarrollo de las NESO. Para determinar su participacion existen varias
técnicas como inmunohistoquimica (IHQ)), hibridacion in situ (HiS) y la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR). Entre estas técnicas la IHQ) es de las mas empleadas por su facil

acceso y bajo costo.

TRATAMIENTO

En afnos recientes han surgido multiples avances en el diagnostico y tratamiento de NESO.

El tratamiento de las NESO ha cambiado de quirargico a médico con interferon alfa 2b
(IFN), 5-fluorouracilo (5-FU) o mitomicina G (MMC) debido a que estos farmacos han
demostrado una eficacia comparable a la cirugia con escasos efectos adversos y una baja tasa
de recurrencias. Aun con los avances en diagnostico y tratamiento, persisten ciertos tumores
refractarios a tratamiento topico y las recurrencias pueden ocurrir hasta en 10 a 15% de los

casos.3?
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Tratamiento médico con quimioterapia topica

Debido a la alta tasa de recurrencia de NESO, se ha incrementado el uso de quimioterapia
topica. Las ventajas del manejo médico son:

1. Tratamiento de toda la SO

2. Tratamiento de lesiones subclinicas/microscopicas

3. Ewvita deficiencia de células de limbo (DCL) posquirtargica
La quimioterapia tdpica solia indicarse en pacientes que no fueran candidatos a cirugia (por
ejemplo, en lesiones grandes y difusas con margenes mal definidos) o en recurrencias.
En la actualidad, muchos centros utilizan la quimioterapia topica como terapia de primera
linea. Los tres farmacos que se utilizan como quimioterapia topica son: Interferén alfa 2b, 5-
fluorouracilo y Mitomicina C. El mas utilizado y con mayor evidencia en estudios
retrospectivos es el Interferén, por lo que sera el que utilizaremos en nuestro estudio.
En un estudio retrospectivo se compararon recurrencias y efectos adversos de las NESO en
pacientes tratados de forma quirtrgica vs medica, encontrandose que no existe diferencia

entre ambos tratamientos.32

Interferon alfa 2-B

El Interferén alfa 2-B, es una proteina recombinante que pertenece a una familia de proteinas
secretada por leucocitos, con propiedades antivirales y antineoplasicas.3?

Se ha reportado un éxito desde 80 a 100% como tratamiento primario de las NESO, de
forma local. El tratamiento topico consiste en administrar gotas a una concentracion de 1

millon Ul/ml cuatro veces al dia hasta resolucion, la cual se ha reportado en un promedio
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de 3 meses. Cuando su administracion es subconjuntival, se utiliza a una concentracion de 3
millones de Ul, inyectando 0.5ml una a tres veces por semana hasta resolucion (promedio

1.4meses).3

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Cual es la prevalencia de p53, VPH16 y VPH]18 en los casos de NESO?
¢La presencia de p53/VPH16/VPH18 en casos de NESO pueden determinar la respuesta a

quimioterapia topica con interferén alfa 2-B?

OBJETIVOS

Objetivo primario

Determinar la prevalencia de casos positivos a p53, VPH 16 y VPH 18 en NESO por medio

de inmunohistoquimica.

Objetivos secundarios

1. Reportar las caracteristicas demograficas de la poblacion

2. Reportar los hallazgos clinicos

3. Reportar los hallazgos histopatologicos

4. Determinar la presencia de mutaciones del gen TP53 en pacientes con NESO

utilizando secuenciaciéon completa de exones.
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5. Determinar la proporciéon de casos de eficacia al tratamiento con quimioterapia
topica
6. Determinar el tiempo de curaciéon con la quimioterapia topica

7. Comparar la presencia de p53 y VPH con la respuesta a quimioterapia topica

HIPOTESIS

Hipétesis primaria

La prevalencia de p53 sera mayor o igual al 70% en los casos de NESO

La prevalencia de VPH 16 y 18 sera mayor o igual al 30% en los casos de NESO

Hipétesis secundarias

La proporcion de casos de eficacia al tratamiento con quimioterapia topica sera mayor o
igual al 70%.
La presencia de p53 serd un factor asociado a buena respuesta a quimioterapia topica

La presencia de VPH no tendra relacion con la respuesta a quimioterapia topica

METODOS

Disefio del estudio

Universo: Pacientes que sean presentados a la Clinica de superficie ocular por probable
NESO.

Unidad de observaciéon: Ojo
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Método de muestreo: Reclutamiento consecutivo.

Diseifio del estudio: Serie de casos prospectiva.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion
1. Pacientes mayores de 18 afos
2. Firma de consentimiento informado
3. Con signos clinicos de NESO (lesion conjuntival nodular, cérnea opalescente,
leucoplaquia, apariencia papilomatosa o gelatinosa y/o con vasos nutricios).
4. Con caracteristicas tipicas de NESO por HR-OCT (ver el apartado de diagnostico).
5. Con capacidad de comprender el tratamiento y colocarselo adecuadamente.

6. Firma de consentimiento informado.

Criterios de exclusion
1. Invasion a esclera o intraocular por OCT y/o UBM
2. Tratamiento topico previo
3. Tratamiento quirdrgico previo

4. Ojo tnico

Tamaio de la muestra

Se calcul6 mediante la formula de estimacion de proporciones:
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n = Za’ PQ*
T2
Q=1-P
Za = A dos colas: 1.96
T =0.1(10%)
P =HPV =0.78 (78%)'2 N= 65.9 = 66

P53 = 0.75 (75%)!2N= 72

* El tamano de la muestra para el objetivo primario se determiné a conveniencia (n=10) con

la finalidad de tener la secuenciaciéon completa de exones de los casos.

Descripcion general de los métodos

Después de la firma del consentimiento informado, se realizo la exploracion oftalmolédgica
completa y un interrogatorio dirigido (datos demograficos y posibles factores de riesgo). La
informaciéon clinica recabada incluy6: edad a la presentacion, sexo, raza, antecedentes
personales patologicos y oftalmologicos, antecedente de exposicion a luz ultravioleta,
localizacion del tumor, area del tumor, caracteristicas del tumor, grosor epitelial por HR-
OCT vy estadio clinico de la AJCC. A todos los casos se le tomo registro fotografico de la

lesion y HR-OCT.
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Obtencidn y procesamiento de las muestras

Se coloco una gota de tetracaina en fondo de saco conjuntival (Ponti, Laboratorios Sophia) y
se tomo una biopsia incisional en huso de espesor total de la conjuntiva, tomando la lesién
con pinzas 0.12 y cortando el tejido con tijera de Wescott. Una vez tomada la muestra, se les
indic6 Tobramicina con Dexametasona qid por 7 dias (Obrydex, Laboratorios Grin-Lupin).
La pieza fue enviada y procesada para:

e Diagnostico histopatologico en el laboratorio de patologia ocular

e p53, VPHI6 y VPHI8 por medio de inmunohistoquimica

e Un fragmento se congeld a -70°C para posterior obtencion de DNA.
Al obtener la confirmacion histopatologica de NESO, se inici6 tratamiento con Interferon
alfa 2B topico (1 millon U/ml) QID hasta resolucién clinica y por HR-OCT. Una vez que
se documenta resolucion clinica, se deja terapia de mantenimiento durante dos meses mas.
Durante las revisiones mensuales, se realizo la exploracion oftalmologica completa, registro
fotografico de la lesion, renovacion del medicamento si es el caso, toma de HR-OCT vy
registro de eventos adversos.
De cada espécimen obtenido, un fragmento fue enviado a examen histopatologico e
inmunohistoquimica (fragmento 1) y otro se congel6 a -70°C para posterior extracciéon de

DNA.

Fragmento 1: diagndstico histopatoligico e inmunohistoquimica.

Un fragmento de la muestra fue colocada y referida en una membrana vegetal, la cual se f1j6
en formol al 10%. Posteriormente, se procesaron los tejidos utilizando métodos

estandarizados en el servicio de patologia del hospital, realizandolos todos con la misma
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metodologia: deshidratacion, aclaramiento e infiltracion, por medio de un histoquinete (Leica
TP1020) durante 14 horas (nocturno).

Después de su inclusion manual en parafina, se realiz6 la microtomia con un grosor de 3
micras, dado que es un tejido altamente celular. Las cintas se colocaron en bano de flotacién
con agua corriente, se separaron individualmente y se colocaron en ladminas limpias
previamente marcadas. Las laminas se dejaron escurrir verticalmente de 30 a 45 minutos y
se colocaron acostadas a una temperatura de 60°C, en donde se mantuvieron toda la noche.
A las laminillas obtenidas se les realizaron las tinciones con Hematoxilina-Eosina tradicional,
las cuales fueron revisadas y clasificadas por dos patologos oculares. Todas las lesiones con
diagnostico de NESO fueron incluidas en el estudio.

Los anticuerpos especificos dirigidos contra p53 y VPH se colocaron sobre el tejido y fueron
calentados durante 4 minutos. Posterior a ello se introdujeron las laminillas con el tejido
montado en el equipo Ventana Benchmark Ultra para realizar la técnica de
inmunohistoquimica de forma automatizada. Los anticuerpos utilizados, la casa comercial,
la clona y la dilucion fueron los siguientes: anti-p53 BioSystem, diluciéon 1:50, y rabbit anti-
VPH de alto riesgo DAKO, diluciéon 1:100.

La interpretacion de los marcadores se llevo acabo de la siguiente forma: se evaluaron 10
campos de 40X, tomandose como positiva si las células muestran tincién nuclear para ambos

anticuerpos.

Fragmento 2: Andlisis molecular

En el otro fragmento de tejido se realizo el procedimiento para la extracciéon de ADNm total

de los especimenes congelados utilizando el kit DNA Miniprep Plus Kit (ZYMO Research
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Corporation, Orange CA, USA) siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Una vez
extraido y cuantificado mediante espectrofotometria, dichas muestras de ADN fueron
enviadas a la Universidad de Miami para procesamiento y analisis de mutaciones de acuerdo
a la metodologia descrita en la investigacién previa??, que se resume a continuacion:

e Las secuencias fueron alineadas al genoma humano de referencia GRCh37/hgl19
utilizando NovoAlign (Novocraft Technologies Sdn Bhd).

e (Como no se recolectaron muestras de controles como parte del diseno del estudio, se
cre6 un panel de muestras normales de una base de datos del Bascom Palmer Eye
Institute. Ninguno de estos pacientes tenia antecedente o diagndstico de
padecimientos genéticos y se realizaron multiples filtros para reducir la variabilidad
genética, siendo el paso final un filtro mas estricto basado en una publicacion reciente
de caracterizacion de genes y mutaciones (Comprehensive Characterization of Driver
Genes and Mutations dataset)* para identificar mutaciones oncogénicas.

e Se crearon redes de interaccion proteina-proteina de los genes mutados utilizando
STRING (por sus siglas en inglés, Search Tool for Retrieval of Interacting
Genes/Proteins)?.

e Las firmas mutacionales fueron analizadas utilizando polimorfismos de nucléotido

unico (SNPs, por sus siglas en inglés).36

Definiciones operativas

Definiciéon operativa de lesion sospechosa de NESO:
e (Conjuntival: Lesion gelatinosa elevada, con vasos nutricios. Puede tener un aspecto
papilomatoso y/o tener cambios leucoplaquicos, en cualquier localizacién de la

conjuntiva, cercana al limbo, que puede invadir cornea.
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e (Corneal: lesiones opalescentes, grisaceas, con margenes digitiformes e irregulares, que
pueden asociarse a lesiones conjuntivales.
Definicién operativa de resolucién: Desapariciéon clinica de la lesiéon, ausencia de vasos
nutricios, aplanamiento de la conjuntiva, cérnea clara. OCT sin datos caracteristicos de
NESO.
Definicion operativa de fallo del tratamiento: Lesion persistente después de 6 meses de

tratamiento.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizo el analisis estadistico utilizando SPSS version 25 (IBM Corporation, Armonk, NY,
USA). Las variables demograficas se analizaron mediante estadistica descriptiva. Se reportd
la frecuencia de positividad a marcadores p53, VPH 16 y 18 y la proporcion de resolucion.
Se utiliz6 la prueba exacta de Fisher para determinar diferencias estadisticas entre la
positividad a P53 o VPH vy la resolucion, el grado histologico, los fenotipos clinicos, sexo,
edad y antecedente de exposicion a luz UV.

La significancia estadistica se consider6 cuando la p fue menor a 0.05.

ASPECTOS ETICOS

Este protocolo ha sido disefiado con base a los Principios éticos para las investigaciones médicas en
seres humanos, apegado a la Declaracion de Helsinki y las buenas practicas clinicas y de
documentacion. El consentimiento informado y protocolo fueron presentados y aprobados

por el Comité de ética y el Comité de investigacion local (Asociacion para Evitar la Ceguera
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en México, I.LA.P.). Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado previo a

cualquier maniobra o inclusion en el estudio.
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RESULTADOS

Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblaciéon

Se reclutaron 12 pacientes, todos identificados como mestizo mexicanos, de los cuales 58.3%

(n=7) fueron del sexo masculino. La media de edad fue de 69.3 anos (DE 11.7, 55-90). La

mayor parte de los pacientes (58.3%, n=7) tenian una ocupacion al aire libre (por ejemplo,

obrero, campesino), y 66.7% (n=8) reportaron el antecedente de exposicion intensa a luz

solar a lo largo de su vida. La media del tiempo de evolucion fue de 23.81 meses (DE 22.14,

2-60). La mayor parte de los tumores se localizo en el cuadrante temporal (66.7%, n=8), y la

mayoria de los ojos incluidos fueron derechos (75%, n=9), teniendo una media del area basal

de 40.6mm?2 (DE 38.86, 8-130).

Un resumen de las caracteristicas demograficas y clinicas de cada caso se presentan en la

Tabla 5.

ID | Eda | Sex | Expo- Localizaci | Area Diagnoést | Estadi | Respue
d o sicion on ico o sta a
afio uUv AJCC | IFN
s

1 83 M St Superior 130 CIS T3 No

OD mm?
2 61 M St Temporal 34 mm? | CIS T3 St
OD
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3 80 No Temporal 20 mm? | CIN1 T3 Si
OD

4 56 St Nasal OD 11 mm? | CIN2 T3 Si

5 69 Si Temporal | 62 mm? | CINI T3 Si
OS

6 63 No Temporal 10 mm? | CIN2 T3 St
OD

7 55 No Temporal 78 mm? | CIN1 T3 S
OD

8 90 St Temporal 28 mm? | CIN2 T3 No
OD

9 58 S Temporal 25 mm? | CIS T3 S
OD

10 |75 No Nasal OS 8 mm? | CIS T3 S

11 |78 St Nasal OS ND CIS T3 No

12 | 64 St Temporal ND CIS T3 St
OD

Tabla 5. Caracteristicas clinicas y demograficas de la poblacion. Abreviaturas:

M=Masculino;F=Femenino; UV= Antecedente de exposicion a luz UV, reportado por el

paciente; AJCC, American Joint Committee on Cancer; HPV, Human Papilloma Virus;

IFN, Interferon; OD, ojo derecho; OS, ojo izquierdo; CIS, Carcinoma in situ; CIN,

Neoplasia Intraepitelial Conjuntival; ND No disponible.
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Hallazgos por imagen e histopatologicos de las NESO

Al analizar la HR-OCT, todos los casos presentaron caracteristicas clinicas tipicas de NESO:
hiper-reflectividad y engrosamiento epitelial mayor a 120 micras, asi como la linea de
transicion abrupta entre epitelio sano y enfermo. La media de grosor epitelial fue de 227.6
(DE 89.1, 126-377). Ademas de los hallazgos clinicos descritos previamente, se encontr6é que
el 100% de los tumores invadia el tejido corneal.
Como se present6 en la Tabla 5, el 100% de los tumores correspondia a un estadio 13
(AJCC). En cuanto a la clasificacion histopatologica, la poblacion se distribuy6 de la siguiente
manera:

o NICI: 41.7% (n=5)

e NICIIL 25% (n=3)

e NIC III o carcinoma in situ: 33.3% (n=4)

Inmunodeteccion de p53

La prevalencia de p33 determinada por la senal positiva detectada mediante
inmunohistoquimica (Figura 5) fue de 80% (n=8/10), y de VPH de 50% (n=8/10). Dos casos

se eliminaron debido a que la muestra no fue adecuadamente procesada.
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Figura 5. Fotomicrografia representativa a gran aumento que muestra una expresion nuclear
positiva en células de las capas profundas y media del epitelio de revestimiento en una

neoplasia de alto grado (NIC 2). (Inmunodetecciéon de p53, amplificacion original 40x).

Respuesta a tratamiento con IFN

El 75% de los casos (n=9/12) tuvo respuesta a quimioterapia topica (figura 6), dos casos
fueron considerados como tal debido a que, aunque presentaron cierta reduccién en el
tamafio, no cumplieron el seguimiento minimo de 3 meses. La media de tiempo de respuesta
a tratamiento fue de 5.83 meses (DE 1.85, 3-8 meses) y no se reportaron efectos adversos. El

tiempo de seguimiento fue de 8.5 meses (SD 3.14, 3- 13 meses).
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Figura 6. Apariencia clinica del ojo derecho de un paciente con NESO antes y después del

tratamiento con IFN. A. Lesion conjuntival difusa y gelatinosa con leucoplaquia e involucro
corneal antes del tratamiento (con diagnostico histopatolégico de carcinoma in situ). B.

Apariencia después de 6 meses del tratamiento con interferén topico.

Al comparar la presencia de P53 con la respuesta a quimioterapia topica, se observo que 2
de los 3 casos no respondedores a IFN (66.7%) y 6 de 7 respondedores (85.71%) presentaron
P53+, sin encontrarse significancia estadistica (p=0.18, prueba exacta de Fisher).

En el caso de VPH, se encontré que 2 de los 3 casos no respondedores a IFN (66.7%) y 3 de
7 respondedores (42.86%) presentaron VPH+, sin encontrarse significancia estadistica

(p=>0.9999, prueba exacta de Fisher).

Analisis por secuenciacion completa de exones

En el analisis por secuenciacion completa de exones de estos pacientes (n=10) se encontraron

305 mutaciones. La mutacion mas frecuentemente encontrada fue en TP53 y HGF (ambas
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presentes en el 50% de los casos), encontrandose como tnica firma mutacional en la base de
datos aquella por mutagenesis inducida por luz ultravioleta (siendo el 100% la firma

mutacional C > T) (Figura 7).
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Figura 7. Analisis de firma mutacional demostrando la mutaciéon (C > T) inducida por luz

UV en las muestras de NESO. BG = Background signal.

Al comparar la presencia de la mutacion en TP53 y la respuesta a tratamiento, sexo, edad,

status de VPH y antecedente de exposicion intensa a luz ultravioleta, no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas.
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DISCUSION

Es este estudio sobre NESO, encontramos una prevalencia de P53 de 80%, ligeramente
mayor a la reportada en la literatura. Uno de los estudios mas importantes en este tema es el
de Mahomed et al,?? de Sudafrica, donde report6 una prevalencia del 75% de p53 en 41
especimenes de NESO. A diferencia de nuestra poblacion (33.3%), el 87.5% de sus casos
fueron carcinomas in situ o invasores, algunos de los casos asociados a VIH, lo cual implica
que los tumores de su poblacion fueron mas agresivos.

En otro estudio realizado en Polonia, la prevalencia de p53 fue de 54.5% (n=11) en
carcinomas escamosos de la superficie ocular®’, también en una serie de casos pequenia, lo
cual puede deberse a la diferencia en localizacion geografica y exposicion a luz UV.

En 1996, Newton y colaboradores investigaron el riesgo de presentar carcinoma escamoso
de acuerdo a la distribucion geografica. Encontraron que, por cada 10 grados de
incremento en la latitud®, se reducia la incidencia de esta patologia en un 49%. Con estos
resultados se corroboro6 la hipotesis de que la exposicion a la luz ultravioleta es una causa de
NESO, describiéndose una relacién directamente proporcional entre la latitud (exposicién
a luz UV-B) y la incidencia de estos tumores.?® Asi mismo, la piel clara, la propension a
quemaduras solares y el iris claro son factores de riesgo a considerar para el desarrollo de

NESO.%

La mutacion en TP53, un gen reparador que participa activamente en la regulacion del
ciclo celular, fue la mas frecuentemente encontrada en el estudio de secuenciacion de

exones (50% de los casos). Dicha mutacion ha sido previamente descrita en NESO y es bien

* La latitud proporciona la localizacién de un lugar desde el ecuador y se expresa en medidas angulares que
varian desde los 0° del Ecuador hasta los 90° de los polos norte y sur. Uganda, Singapur y Costa Rica son
ejemplos de paises en los 10° cercanos al Ecuador, donde se estima una alta incidencia de la enfermedad.
Meéxico se encuentra entre las latitudes 32°N al Norte y 14°N en el Sur, la CDMX en la 19°N.
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reconocido que promueve el desarrollo y la progresion de cancer.?37 En un estudio de 21
especimenes de NESO, el 52.4% (n=11) presentaron mutaciones en los exones 5-9 de
TP53, de las cuales 7 mutaciones fueron transiciones C>T.% Se ha descrito que estas
mutaciones pueden deberse a que la radiacion solar UVB es un promotor conocido tanto
de las mutaciones en TP53 como de NESO. La tinica “firma” mutacional presente en las
muestras del presente estudio fue dicha mutacion C>T inducida por luz UV. Este hallazgo,
combinado con el antecedente de exposicion intensa a luz UV en todos los casos positivos,
soporta la idea de que la luz UV es un factor de riesgo mayor en la patogénesis de las
NESO, y recalca la importancia de explicar y aconsejar a los pacientes sobre este riesgo con

la finalidad de evitar recurrencias o la generacion de nuevas lesiones en el ojo contralateral.

Al comparar con el estudio previo en la poblaciéon de Miami,?? no se encontré mutaciéon en
TP53 en dicha poblacion. Esta disimilitud entre estudios puede deberse a que la poblacion
es bastante distinta en términos de raza (100% hispanos vs 30%). Por otro lado, los pacientes

tenian una edad mayor (media de edad 69.3 £11.7, vs 57.29 + 15.41) y los tumores eran mas

grandes (40.6mm? £38.87 vs 19.0mm? £ 17.7) en el presente estudio. Esto podria sugerir que,
sl no se tiene el tratamiento adecuado en estadios tempranos, el avance en la evolucion del
tumor puede resultar en un aumento en el nimero y tipo de mutaciones.

Los primeros casos de VPH en tumores conjuntivales fueron publicados en 1991 por Odrich
et al, una serie de 3 carcinomas de células escamosas bilaterales.*! Los VPH son virus
oncogénicos que han sido reportados en diversas neoplasias epiteliales, como el
cervicouterino.*?

La prevalencia de VPH en nuestra poblacion fue de 50%, valor similar a lo reportado en la

literatura. En el estudio polaco mencionado previamente, la prevalencia reportada fue de
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9.1%, y en 5 de 7 (71.4%) de estos tumores positivos a VPH también presentaron positividad
a pb3;37 en nuestra poblacion 3 de 4 tumores (75%) positivos a p53 presentaron positividad
a VPH, apoyando la idea de que el VPH puede ser un cofactor en el desarrollo y/o progresion
de las NESO. En otro estudio con 21 casos de carcinoma de células escamosas y 22 controles,
el VPH estuvo presente en 86% y 36% respectivamente, encontrando un Odss Ratio de -12
y sugiriendo el rol del virus en la etiologia de las NESO.*? Sin embargo, en otros estudios no
se ha encontrado VPH en este tipo de tumores.**

Cabe mencionar que la metodologia para la deteccion de VPH ha sido muy diversa en la
literatura, utilizando inmunohistoquimica, reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) o la
técnica de hibridacién in situ y la frecuencia de VPH varia desde 0 hasta 100%.%

La relacion entre la respuesta a quimioterapia topica y la presencia de VPH y p53 ha sido
evaluada previamente en un estudio retrospectivo que incluydé 27 casos con NESO,
conducido en Miami, encontrandose positividad a VPH en 78% y P53 n 70% de los casos.*
Similar a nuestro estudio, no se encontrd relacion entre la presencia de VPH y P53 y la
respuesta a quimioterapia topica con IFNalfa-2b.

Reconocemos que una de las principales limitaciones del estudio para probar las hipotesis
secundarias es el reducido tamano de la muestra. Ademas de ello, la presencia de sélo tres
pacientes que no respondieron a IFNalfa-2b hace dificil el analisis y la interpretacion de
factores que promueven la falta de respuesta a tratamiento. Por ese motivo y que la tasa de
respuesta a quimioterapia topica es bastante alta (desde 70 hasta 95%), para responder a
dichas preguntas de investigacion se debera incrementar el tamano de la muestra e incluir a
un mayor numero de no-respondedores a quimioterapia topica.

Después de iniciar este proyecto de investigacion, se generaron multiples hipotesis y se

crearon colaboraciones con otras instituciones. A lo largo del tiempo, se ha conformado una
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cohorte de neoplasias de superficie ocular y nos hemos ubicado como un centro de referencia
a nivel nacional. El desarrollo de farmacos y ensayos clinicos dirigidos a la maquinaria de
reparacion del ADN estd al frente en la investigaciéon basica y clinica del cancer,*® por lo que
estudios derivados de este proyecto inicial podran contribuir a probar opciones terapéuticas

para NESO en el futuro.

CONCLUSIONES

A pesar de sus limitaciones, este estudio nos permitié obtener la prevalencia de p53 y VPH
en los pacientes con NESO.

Existe una alta frecuencia de p53 determinada mediante inmunohistoquimica y por
secuenciacion completa de exones,

Se sugiere que las causas podrian ser la exposicion a la luz UV como factor patogénico por
alteracion en la reparaciéon del DNA vy las alteraciones secundarias en el ciclo celular como

se ha sugerido previamente en otros estudios.

Es necesaria la realizacion de mas estudios sobre la participacion de P53 como fundamento

en nuevas opciones terapéuticas para NESO.
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Abreviaturas (en orden alfabético)

AJCC

CE

HR-OCT

IFNa 2b

NESO

NIC

TIEE

UBM

American Joint Committee on Cancer

Carcinoma epidermoide (o de células escamosas)
Tomografia de coherencia éptica de alta resolucién
Interferon alfa 2b.

Neoplasia escamosa de la superficie ocular
Neoplasia intraepitelial corneal/conjuntival

Tasa de inicidencia estandarizada por edad

Ultrabiomicroscopia del segmento anterior
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