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RESUMEN

El presente estudio tiene un disefio de cohorte ambispectivo a 5 afios de
seguimiento, comprendido en el periodo del 2014 al 2019-1. El objetivo principal fue
determinar la supervivencia global y la supervivencia libre de recurrencia en los
pacientes con Cancer Bucal y Orofaringeo (CByO) de acuerdo con la presencia de
Virus Papiloma Humano (VPH), controlando por otros factores prondésticos.

Nuestra muestra estuvo conformada por pacientes incidentes del Instituto Nacional
de Cancerologia, donde la unidad ultima de muestreo fue el expediente clinico, asi
como el bloque de parafina del tumor, permitiendo la deteccion de VPH y la
deteccién de Linfocitos Infiltrantes del Tumor CD4+ y CD8+ por medio de la técnica

de INNO-LIPA e inmunohistoquimica respectivamente.

La relevancia del estudio radica en que sera la primera investigacion en el pais que
logré estudiar de manera conjunta factores prondsticos desde el ambito
epidemioldgico, clinico, patolégico e inmunoldgico y el impacto en su conjunto, tanto

en la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global.

La justificacion de este proyecto se fundamenta en el hecho que el CByO ha tenido
un incremento significativo a nivel mundial. Asi mismo, el elevado indice de
recurrencia y una tasa limitada de supervivencia posterior al diagndstico, aun en
estadios tempranos. Por su parte, el VPH es un factor obligado a evaluar debido a

las diferencias en el prondstico de la enfermedad.

En nuestro pais, la informacion del CByO es escasa y poco actualizada, y en
relacion con el VPH y estas neoplasias, aun es menor. Ante el nUmero creciente de
pacientes con CByO VPH positivos reportado en otros paises, es probable que esta
misma tendencia este ocurriendo en México, de alli la importancia de su
identificacion y estudio. Las mejores estrategias en el diagndstico, una vigilancia
congruente e informacion epidemioldgica, clinica y patologica completa es

necesaria en estas neoplasias.
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ABREVIATURAS

CB: Céancer Bucal

CO: Cancer Orofaringeo

CByO: Cancer Bucal y Orofaringeo

P16: Proteina inhibidor de la quinasa dependiente de la ciclina p16INK4a

P53: Supresor tumoral que desempefia un papel importante en la interrupcion de

la division celular cuando ocurre un dafio en el ADN.
P21: Proteina involucrada en la regulacién del ciclo celular. Actda a nivel de G1 a
S y cuando se activa induce apoptosis en respuesta a la alteracion del DNA.

LITs: Linfocitos Infiltrantes del Tumor, son células inmunitarias que se acumulan
alrededor o dentro de un tumor. Los TIL pueden actuar contra las células
neoplasicas y evitar que la enfermedad se propague.

Linfocito CD4+: Tipo de célula inmunitaria que estimula las células T citotoxicas,
los macréfagos y las células B para que produzcan respuestas
inmunitarias. También conocida “célula T auxiliar”.

Linfocito CD8+: Conocidos con el nombre de linfocitos T citotoxicos, o CTLs,
actla contra patdgenos intracelulares, como bacterias o virus, y
para la vigilancia de las células tumorales.

T-bet: Factor de transcripcion de células T que regula el compromiso del linaje de

células T helper 1, tiene un papel crucial en la regulacion de la homeostasis
de la mucosa, principalmente a través de su funcién en las células

dendriticas y las células linfoides innatas.



MARCO TEORICO

Epidemiologia del Cancer bucal y orofaringeo
El cancer bucal y orofaringeo (CByO) constituye un problema de salud al que

todavia no se le ha prestado toda la atencién que requiere. La incidencia anual a
nivel mundial de cancer bucal (CB) es de alrededor de 355,000 casos con
aproximadamente 177,000 fallecimientos asociados. Por su parte, la incidencia
acumulada para el cancer orofaringeo es 8,300 casos (1). En el 2022, la Sociedad
Americana contra el cancer estimo 54,000 casos de CByO anuales, y alrededor de
11,230 personas no sobrevivirdn a esta neoplasia. Las regiones con mayor
prevalencia del CByO son Latinoamérica, algunas areas del centro de Europa, y el

sur de India.

De acuerdo con el Registro Histopatoldgico de Neoplasias Malignas (RHNM) de
México, estimd que el CByO representaba el 1.13% de todos los casos de cancer
reportados en México y el 5.48% del total de las neoplasias malignas de cabeza y
cuello en el 2003 (2). Cabe sefialar que es el ltimo registro que se tiene respecto
a estas neoplasias debido a que este ha sido suspendido, y por tanto no se cuenta

con informacion integrada del sector publico, privado y de otras instituciones.

ElI CByO tiene un elevado indice de recurrencia y una limitada tasa de supervivencia
aun en estadios tempranos. Un estudio de cohorte retrospectivo realizado en el
2016 en México inform6 una recurrencia locoregional del 41.2% en cavidad oral y
en orofaringe, del 50.4% (p = 0,056) (3); en comparacién con un estudio realizado
en Espafa, donde la tasa de recurrencia en cavidad oral fue del 25.9% y del 40%

en orofaringe, respectivamente (4).

Por su parte, la letalidad estimada en México en este tipo de pacientes es del 62.4%,
y con base en los egresos hospitalarios del Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS) durante 1991 al 2000, el indice de supervivencia a 5 afios fue del 50% (5).
Es preocupante que a pesar de ser una enfermedad prevenible con medidas costo-



eficaces; mas de la mitad de los casos de CByO son diagnosticados en estadios
avanzados lo que contribuye a una supervivencia mas baja con la necesidad de
medidas terapéuticas complejas y costosas que requiere de intervenciones
multidisciplinarias, e involucran procedimientos quirargicos, radioterapia Yy
quimioterapia, seguidos por la reconstruccion y la rehabilitacion, que a su vez,

impactan tanto la calidad de vida como en la supervivencia de los pacientes.

Mas del 90% de los canceres de cabeza y cuello son carcinomas de células
escamosas, el sitio mas frecuentemente afectado en cavidad oral es la lengua,
principalmente en su cara ventral y bordes laterales; el piso de boca es el segundo
lugar mas frecuente, seguido de la mucosa yugal, labial y paladar duro. El sitio mas
frecuente en orofaringe es la base de la lengua y amigdalas (6). El CByO es un
grupo de neoplasias que se han relacionado con la exposicibn ambiental a
sustancias carcinogénicas, principalmente tabaco, alcohol y masticacion de nueces
de areca y betel, este Ultimo habito, no popular en México, es frecuente en algunas

regiones de EUA y Europa, como también el cigarrillo (bidi o chuta) en la India.

Aun cuando se han identificado diversos factores de riesgo, alrededor del 15 al 20%
de estas neoplasias ocurren en personas sin historial de los factores de riesgo
tradicionales, ademas de haber un aumento de casos en personas cada vez mas
jovenes (7). En diversos estudios la edad media de los pacientes con CByO oscila
entre la sexta y séptima década de vida (8), con una prevalencia mayor para el

género masculino de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

Se ha informado que los hombres tienden a tener comportamientos de mayor riesgo,
lo que es posible que favorezca el desarrollo de este tipo de cancer en comparacion
con las mujeres (9). Aun cuando los varones consumen tabaco y alcohol en mayor
cantidad, durante la ultima década este perfil ha ido cambiando, ya que las mujeres

consumen cada vez con mayor frecuencia estas sustancias.



Por otra parte, también es conocido que los hombres acuden menos a los servicios
dentales, y las lesiones bucales no son detectadas de forma temprana. En algunos
estudios, hasta el 58.7% de los tumores diagnosticados se presentaron en hombres

con un estadio avanzado.

La edad es un factor epidemiolégico importante en el CByO. Estudios recientes,
particularmente en Europa y América del Norte, han observado un nimero creciente
de infecciones por el virus del papiloma humano (VPH), y al ser este un factor de
riesgo puede estar contribuyendo a un riesgo incrementado en el desarrollo del
CByO en edades mas tempranas (10, 11).

FACTORES PRONOSTICOS

En el CByO, al igual que en la mayor parte de las neoplasias, la interaccion de los
diversos factores pronosticos al diagnéstico tiene un efecto en la supervivencia de
los pacientes. A continuacion, se detallan factores prondésticos diversos en el CByO,

tanto relacionados con el huésped, como la neoplasia y el virus per se.

RELACIONADOS AL PACIENTE
Edad y género

La supervivencia de los pacientes con CByO en general es sombrio. Se han
asociado diversos factores prondsticos en estos pacientes. Se ha observado que a
mayor edad el prondstico es peor. Con respecto al género, aun cuando la
prevalencia del CByO es mayor en los hombres, no existen diferencias significativas

en relacion con el género y la supervivencia (12, 13).

Estado civil

Referente al estado civil, los pacientes casados son mas propensos a un diagndstico
temprano (p=0.01) y menos propensos a presentar enfermedad metastasica
(OR=0.72, IC 95% 0.60 a 0.87, p=0.001) (14). Ademas de un mejor pronostico en

las tasas de supervivencia en comparacioén con los pacientes solteros (62.9% vs



60.8%). Aunque es pequeiia la diferencia encontrada, estos ultimos tienen mayor
riesgo de mortalidad (HR=1.93 I.C. 1.18 a 1.339, p <0.001) (15).

Localizacién anatdmica

En cuanto al sitio anatomico, la lengua es la localizacién més frecuente del cancer
oral. En algunos paises la localizaciéon varia debido a diferentes habitos. Por
ejemplo, en la India el cancer de mucosa yugal, es uno de los sitios mas frecuentes
por el habito de masticar la nuez de vetel (6). Otro aspecto importante con relacién
al sitio anatémico como factor prondéstico es la visibilidad de la lesion, ya que es
considerada por algunos autores, como un factor importante en el estadio tumoral
en el momento del diagnostico. El hecho de que una lesidon sea mas visible a la
simple inspeccion médica favorece su diagndstico en estadios tempranos, mientras
que una lesién oculta aumenta el riesgo de sufrir tumores en un estadio clinico mas
avanzado (16). Igualmente, el tiempo de espera para el tratamiento es un factor

prondéstico negativo (17).

indice de masa corporal (IMC)

En relacion con otros factores prondésticos en el CByO, se ha observado que el IMC

tiene un papel importante en la supervivencia del paciente.

Se ha observado que un IMC bajo (<18,5 kg /m?) al diagndstico, se asocia con una
peor supervivencia global (18). Los pacientes con un IMC> 25 kg/m? presentan una
mayor supervivencia global (HR = 0.49; p = 0.01) y una supervivencia libre de

enfermedad mas prolongada (HR = 0.43, p = 0.02) y (19).

En general, los pacientes con carcinoma epidermoide de cabeza y cuello tienen un
alto riesgo de estar desnutridos al momento del diagndstico o durante el tratamiento
en comparacion con otros tipos de cancer. Algunos estudios han informado que un
30 a 60% sufren desnutricion, causada por factores complejos, como odinofagia,

disfagia, xerostomia, obstruccién mecénica, anorexia y fatiga (20) .



Comorbilidades
Se ha informado que la presencia de comorbilidades tiene un efecto negativo en la

supervivencia en el CByO; sin embargo, también se ha observado su efecto
negativo en los pacientes con recurrencia. Un estudio realizado en Japén reporté
que pacientes = 65 anos con puntuaciones >6 en el indice de Charlson tenian

peores desenlaces. (21).

Tabaquismo y consumo de alcohol

Los factores mas estudiados como factores de riesgo para el desarrollo de OSCC
son el tabaco y el alcohol, ademas que también se han relacionado como factores
prondsticos, con la presencia de tumores mas agresivos y una supervivencia global
menor (25, 26). Un punto interesante para continuar investigando es el porcentaje
de pacientes que sin antecedentes al tabaco o alcohol desarrollan el OSCC.
Investigaciones recientes han descrito que este grupo de pacientes podrian
representar un entidad clinica y molecular diferente con perfiles de prondésticos
distintos.

Estado general y capacidad funcional

En varias neoplasias, y el CByO no es la excepcion, la capacidad funcional y estado
general del paciente tienen un impacto en la supervivencia de los pacientes. Los
pacientes con un ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group” (ECOG) mas alto
tienen hasta 3 veces menos posibilidades de muerte. En cuanto a la evaluacion de
la capacidad funcional evaluada a través de la escala de Karfnosky, se ha informado
que los pacientes con un indice <80 tienen peores desenlaces (OR=3.22 IC 95%
1.10a9.42, P=0.05 (27).

Cuentas linfocitarias
Aun cuando se conocen diversos factores pronosticos en relacion con el CByO, la

utilizacién de nuevos biomarcadores esta cobrando importancia. Un ejemplo de

estos, son los neutrofilos y linfocitos como indicadores de la estequiometria linfoide,



ya que se ha observado que las células cancerosas modifican el comportamiento
de los neutrdfilos a través de la induccion y liberacion de citoquinas y
metaloproteinasas, aumentando su potencial quimiotactico e inhibitorio de la

apoptosis (28, 29) .

Clinicamente, también se ha demostrado un prondéstico negativo en el recuento alto
de neutrdfilos y recuentos bajos de linfocitos, con una supervivencia menor. Por otro
lado, niveles altos de linfocitos se han asociado a una supervivencia global mas
larga, reduciendo el riesgo de muerte en el 19% (30). La hipoalbuminemia, también
ha mostrado ser un factor prondéstico independiente en la supervivencia libre de
enfermedad (31).

ASOCIADOS AL TUMOR

Existen diversas caracteristicas histopatolégicas del tumor que se asocian con la
supervivencia especifica y global. La invasion perineural, infiltrado linfoplasmocitario
y la existencia de margenes positivos han sido caracteristicas histolégicas que han
permitido discernir grupos de bajo, mediano y alto riesgo para la presencia de

metastasis ganglionares, y a distancia.

Vias de diseminacion

La diseminacion linfatica de los tumores orales ocurre en general de una manera
ordenada, en primer lugar, se ven afectados los ganglios cervicales altos, seguidos
por los medios y, por ultimo, los de la cadena cervical baja. Cerca del 50% del cancer
oral presenta metastasis linfaticas en el momento del diagnéstico o en el
seguimiento(6). Los pacientes que presentan diseminacion ganglionar

extracapsular tienen alto riesgo de desarrollar una recurrencia (32).

El carcinoma epidermoide oral se disemina principalmente a nivel local seguido por
diseminacion linfatica regional. Esta ultima via es la mas importante, asi como la
via mas frecuente de diseminacion. Inicialmente, los ganglios afectados son

moviles, pero a medida que se produce ruptura capsular de los mismos, se fijan a



estructuras vitales. La diseminacion hematdgena ocurre raramente, siendo

reportada por algunos autores en el 10% (33).

Invasion Perineural, Linfovascular y Extracapsular

En cuanto a la invasion perineural es un proceso por el cual, haces de nervios son
invadidos por células cancerosas (34). Ha sido reconocida como un indicador
prondéstico de supervivencia en neoplasias malignas. Asi mismo, se ha considerado
como un indicador de mal prondstico en el carcinoma epidermoide (35, 36). En un
estudio realizado en Nueva Delhi, la invasién perineural en pacientes con CByO, se
asocié con menores tasas en la supervivencia global y libre de enfermedad a los 2
afos (p=<0.001) (37).

Referente a la invasion linfovascular, un estudio hindd, report6 esta invasion en un

27.2% en pacientes recurrentes frente a 4.0% de los no recurrentes (38).

Un estudio realizado en Taiwan reportd la supervivencia global respecto a los
factores histopatoldgicos evaluando la invasién perineural, la invasion linfovascular,
y la ruptura extracapsular de ganglios en los pacientes con CO. La tasa de
supervivencia global a 5 afios al presentar cada uno de ellos fue del 58.4%, 50.4%
y 31.4%, respectivamente. Sin embargo, la supervivencia se redujo al presentar
positivo mas de uno de estos factores histopatoldgicos. Los pacientes al presentar
tanto ruptura extracapsular e invasion perinerural presentaron tasas de
supervivencia global a 5 afios de 31,5% y aquellos con ruptura capsular e invasion
linfovascular fue del 22.2%. Y los pacientes que presentaron el estado triple positivo
a estos factores histopatologicos, sélo presentaron una tasa de supervivencia global
a 5 afos de 20.0% (39). Por lo que estas infiltraciones son factores histopatolodgicos

adversos y se necesitan mas investigaciones.

Estadio tumoral

Existen pocos informes sobre los factores que en su conjunto afectan el prondstico

de los pacientes con cancer oral. La estadificacion se basa en el tumor-nédulo-



metéstasis (TNM), y se ha reportado que los estadios tempranos de la enfermedad
(I'y 1) se asocian a mejor pronostico frente a los estadios avanzados (1l y 1V) sin

embargo, aun falta conocer que otros factores en conjunto impactan el prondstico.

Aunque la clasificacion TNM ha sido eficaz, se necesitan conocer otras variables
implicadas para el prondstico. La deteccion del VPH como un biomarcador
potencial, en combinacion con el TNM, permite establecer mejor el prondstico y
guiar el tratamiento; sin embargo, este podria no ser el tnico.

El trabajo futuro deberd ser dirigido a comprender como el VPH afecta a la
carcinogénesis, y como su infeccion modifica o no a la progresién de la enfermedad
(40, 41). Es probable que para una mejor evaluacion del prondstico se tengan que
evaluar estrategias diferentes que reflejen la diversidad bioldgica de estos tipos de

cancer.

Margenes positivos

Un factor esencial en el pronostico de los tumores son los margenes positivos
después de la reseccion de cancer, los cuales varian ampliamente entre el 1 al
22%. Los margenes son con mas frecuencia positivos en el cancer oral (1,7 veces
p=0.03) (42) que en otros sitios de la cabeza y cuello (43-45). Se ha reportado que
margenes positivos o cercanos estan asociados con el aumento de recidiva local y
tienen un efecto negativo en la supervivencia. El riesgo de muerte a 5 afios es 2,5
veces mas alto en los pacientes con margenes positivos (p=0.08) (43, 44). Por lo
tanto, el estado de la reseccion quirurgica es un fuerte predictor del resultado en el
cancer oral (46). Nason vy cols. informaron que margenes quirargicos <3 mm
disminuyen la tasa de supervivencia global en el cancer oral (43, 47). En contraste,
Poeschl y cols. mostraron que la obtencién de margenes libres a la reseccion son
un factor importante para prevenir la recaida, y por lo tanto para aumentar la tasa

de supervivencia (48).



Diferenciacion histologica

La diferenciacion histolégica en neoplasias moderadas y poco diferenciadas ha
mostrado acelerar la progresion de la enfermedad, dando un prondstico mas

sombrio en comparacion con aquellos de grado histolégico bien diferenciado (49).

Linfocitos infiltrantes del tumor

Los Linfocitos Infiltrantes en el Tumor (LIT) son un tipo de leucocitos encontrados
en tumores implicados en destruir a las células tumorales, y se han asociado con
mejores resultados clinicos. Actualmente se ha demostrado que la infiltracion del
tumor por células CD8* se asocia con un mejor prondstico en varios tipos de
canceres. Estos resultados apoyan la idea de que, una vez establecido el cancer,
éste se asocia con la inmunidad antitumoral. Se ha observado que a una mayor
concentracion de LIT existe una mejor tasa de supervivencia en pacientes con
CByO (50).Un estudio realizado en Suecia en pacientes con cancer bucal, encontrd
gue un conteo elevado de linfocitos CD8+ era indicador de buen prondstico
(HR=0,56; p = 0,02)(54).

En los pacientes con CO, la presencia del VPH se asocia con un mejor prondstico
al compararla con los pacientes VPH negativos. Se ha tratado de explicar estas
diferencias en diversos ambitos de la investigacion, aunque el papel de la respuesta
inmune en este fendmeno es todavia poco claro. Debido a que el VPH se aprovecha
de la corta vida del queratinocito no se puede medir una respuesta inmune innata
en estos pacientes, por lo que se tendria que investigar esta respuesta a nivel del

sistema inmune adaptativo.

Los linfocitos CD8* neutralizan células infectadas por microorganismos
intracelulares, mediante un ataque directo a las células infectadas o tumorales
inyectando enzimas téxicas que provocan su destruccion. Un estudio piloto,
demostré que un alto numero de linfocitos CD8 * infiltrantes en el tumor y la
presencia de VPH-positivo a p16 se correlacionaron con mejor pronoéstico (55). Sin

embargo, un estudio realizado en Estados Unidos encontré6 que los conteos



elevados de linfocitos T CD8* se asociaban a una mayor supervivencia global,

independientemente de la presencia del virus (56, 57).

De acuerdo con un estudio sueco en tumores de la base de lengua y amigdalas,
aquellos con VPH positivo diagnosticado con p16 'Nk4a* y altos recuentos LIT CD8 *
la supervivencia global a 3 afios fue superior, con un nimero mayor de LIT en
pacientes VPH-positivos (p <0,001) en comparacion con tumores VPH-negativos
(58). Esto sugiere que los altos recuentos CD8 * podrian ser utilizados como un
marcador adicional de prondstico junto con el estado del tumor a VPHpna+ (55).

Virus Papiloma Humano en cavidad bucal y orofaringe

El VPH se caracteriza por ser epiteliotropico, es decir, tiene afinidad por el epitelio
y las mucosas. Actualmente, existen mas de 100 tipos. De estos, mas de 40 tipos
son capaces de infectar tanto la regién anogenital como bucofaringea (59-61) .
Asimismo, existe un subgrupo clasificado en 2 dimensiones de acuerdo con su
capacidad de oncogénesis, clasificados como VPH de alto y bajo riesgo (62).

Esta infeccion, se transmite facilmente por contacto directo de piel y mucosas, la via
de transmisién puede ser horizontal, a través de contacto sexual, o vertical de
madre a hijo durante el parto o la lactancia (63, 64), Sin embargo, adn se sigue

investigando otras vias de transmision a nivel oral (63).

La identificacion de lesiones intraepiteliales tumorales asociadas a tipos con
diferente potencial oncogénico ha demostrado que este virus participa en un namero
cada vez mas importante de lesiones, tanto en la zona vulvo-genital (65), como en

la cavidad oral y orofaringea.

La incidencia de infecciones genitales por VPH de acuerdo con el Centro para el
Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) en Estados Unidos, es de 14
millones de casos anualmente y va en aumento. (66). En cavidad bucal,
aproximadamente el 10 % de los hombres y el 3.6 % de las mujeres tienen VPH

oral, y las infecciones por VPH oral se hacen mas comunes a medida que las


https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000257212&version=Patient&language=Spanish
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personas tienen mayor edad. Asimismo, se estima que el VPH causa el 70 % de los

canceres orofaringeos en los Estados Unidos (67).

Se calcula que més del 80% de los adultos sexualmente activos, seran infectados
por al menos un tipo de VPH alguna vez en su vida (68). Aproximadamente el 50%
de estas infecciones son ocasionadas por uno de los subtipos de alto riesgo (69).

De acuerdo con un meta-analisis publicado enl 2007, en el 26% de los casos de
cancer de cabeza y cuello, el VPH estaba presente (70). La deteccion de ADN del
VPH en el CByO es variable, desde un 20 hasta un 90%. Esta variabilidad es
explicada por la seleccion del método de recolecciéon de la muestra, el sitio
anatomico y la técnica de deteccion. La incidencia varia considerablemente

dependiendo de la poblacion estudiada (71).

La proporcion de VPH atribuible a este tipo de neoplasias es del 47% en América
del norte, 46% en Asia, 36% en América Central, Australia y Africa, y del 26% en
Europa (72). En este tipo de neoplasias, los tipos VPH 16 y 18, subtipos de alto
riesgo, son los de mayor prevalencia, 86% y 16%, respectivamente (73).

La prevalencia del VPH difiere dependiendo del sitio anatomico de la neoplasia,
encontrdndose en mayor porcentaje en orofaringe, 57%; cavidad oral, 12% e
hipofaringe en el 10% (74). En México, se han detectado variantes del VPH 18, 21,

35y 45, algunas de ellas, también asociados con el cancer cervicouterino (65).

Para el diagnostico del VPH se han utilizado diferentes estrategias. La reaccion de
polimerasa en cadena (PCR) es una de ellas, al igual que la técnica de INNO-LiPA,
ambas, con capacidad de identificar mas de 32 tipos. Los beneficios de estas
técnicas, entre otros, es que pueden detectar la presencia del virus en muestras
previamente almacenadas, permitiendo su identificacion en las muestras
embebidas en parafina. Otra técnica frecuentemente empleada para la deteccion
del VPH en tejidos es la inmuhistoquimica, especialmente en relacién con la

proteina p16, proteina de supresion tumoral que se encuentra atenuada no sélo en



este tipo de neoplasias, sino también en diversas entidades tumorales. Su funcion
primordial es la de detener el ciclo celular cuando el DNA se encuentra dafiado. Se
ha observado que una fuerte sobreexpresion nuclear y citoplasmatica en ciertas
entidades, como es el caso de células escamosas displasicas y neoplasicas, puede
asociarse con VPH de alto riesgo (73). Otras proteinas como la p53 y la proteina
retinoblastoma (pRB) se cree que juegan un papel crucial en el ciclo celular y en las

proteinas de supresion tumoral.

Gracias al desarrollo de estas tecnologias, hoy se conocen factores epidemiolégicos
y bioldgicos propios en las neoplasias de cabeza y cuello asociadas al VPH. Ademas,
en un subgrupo de estas neoplasias se ha observado una mejoria en el prondstico
cuando se asocian al VPH, siendo entidades clinica y epidemiologicamente
diferentes (73,75). Lo anterior, constituye una parte importante del motivo de este

estudio.

SUPERVIVENCIA EN PACIENTES CON VPH POSITIVO

Tasas de supervivencia

En el cancer orofaringeo se ha demostrado que la presencia del VPH en el tejido
tumoral es un factor prondstico independiente para la supervivencia global y libre de
progresion (6, 21, 40, 41). La presencia de VPH se ha asociado con tasas mayores
de supervivencia a los 2, 3 y 5 afos de seguimiento (HR: 0.5 IC 95%:0.3-1,1
p=0.07), respectivamente (72). Los resultados de un meta-analisis demostraron
menor probabilidad de morir en pacientes con cancer de cabeza y cuello VPH
positivos, con un efecto protector en la mortalidad asociada al cancer (HR 0.85 IC
95% 0.7- 1.0) y un bajo riesgo de recurrencia (HR 0.62 1C95% 0.5-0.8), en
comparacion con pacientes VPH negativos (70). Un estudio retrospectivo encontré
datos similares, con mayor tasa de supervivencia especifica de la enfermedad en
los pacientes con la presencia del VPH en el tumor (HR 0.24, IC 95%=0.06-0.87).

Estas diferencias en la supervivencia se han tratado de explicar desde el &mbito

epidemioldgico, clinico y biologico (76, 77). Un punto clave es referente al sitio



anatomico del cancer, ya que se han encontrado mejores tasas de supervivencia en
pacientes con cancer orofaringeo VPH positivos (p=0.026). Este hecho tiene una
relacion entre la localizacion anatomica, la respuesta inmunolégica y la

supervivencia.

Localizacion anatémicay respuestainmune

Se ha sugerido que el sitio anatémico de la orofaringe cuenta con un ambiente micro
inmune, que podria desempefiar un papel fundamental en la supervivencia ante la
infeccion del virus (9, 78). En general, la importancia de la respuesta inmunitaria
relacionada con el VPH en estas neoplasias aun no esta bien establecida. Se ha
observado que los linfocitos T que proliferan y sintetizan citocinas inflamatorias
tienen un papel sobre el reconocimiento de las oncoproteinas E6 y E7 (79). Los
resultados preclinicos en modelos de ratdn sugieren que se genera una respuesta
antitumoral especifica de antigeno in vivo a las células transformadas VPH positivas
y que esta respuesta, requiere tanto de células CD4+ y CD8+ para montar la
respuesta antitumoral (80), aunque falta una mayor investigacion en humanos sobre
el comportamiento de la respuesta inmunologica frente al tumor vy

concomitantemente frente al HPV.

De acuerdo con un estudio de cohorte realizado en Francia por Alain, la activaciéon
del linfocito T CD8+ y la respuesta inmune estan implicadas en el prondstico
mejorado de los pacientes con VPH positivo (78). Aunque aun se desconoce la
identificacion de antigenos implicados para desencadenar esta respuesta del
hospedero, se piensa que ante la presencia de un virus el pronéstico es sombrio,
sin embargo, en los VPH positivos experimentan mejores tasas de supervivencia.
En el caso del cancer orofaringeo se han asociado fuertemente el nimero de células
inmunes (células T) en el tumor y supervivencia de pacientes, y se ha observado
gue ante la presencia de un numero elevado de células T, los pacientes responden
al tratamiento. Por lo que se ha sugerido que los canceres causados por este virus
son detectados rapidamente por el sistema inmune con un papel imprescindible en
la respuesta inmunitaria, explicando mayores tasas en la supervivencia de los

pacientes con neoplasias VPH positivos (81).



Tratamiento

Respecto al tratamiento, diferentes estudios han reportado diferencias en la
supervivencia ante la presencia del VPH; datos sobre un estudio prospectivo en fase
2, confirman que, la presencia del VPH predice una respuesta favorable al
tratamiento tanto con la quimioterapia como con la radioterapia. Algunos autores
sefialan que, durante el tratamiento, la activacion de supresores tumorales
especialmente de p53 y pRb (proteina retinoblastoma) detienen el ciclo celular
cuando identifican ADN dafiado impidiendo continuar con el ciclo celular y el
crecimiento del tumor (82-84); sin embargo, este comportamiento de respuesta al
tratamiento, no se ha identificado en todos los pacientes con CB y VPH-positivos.
Aun falta dilucidar el papel de las mutaciones asociadas por tabaco y alcohol que

convierten a los tumores mas agresivos y resistentes a la terapia.

Un estudio realizado en el Centro Médico de Johns Hopkins demostr6 que la
presencia de VPH en el cancer orofaringeo mejora la respuesta a la terapia de
induccion (82% contra 55% en los VPH negativos). A los dos afios de seguimiento,
la supervivencia global fue mejor en los casos con VPH, 95% contra 62%,
respectivamente (59).

En otro estudio en pacientes con CByO, se observo que la presencia de VPH-16 se
asocié a una mejor respuesta a la quimioterapia (p=0.001) y a la terapia combinada
con quimioterapia y radioterapia (p=0.0005), asi como a una mejor supervivencia
(p=0.007) (85).

En resumen, el CByO representa un problema de salud que merece mas atencion,
dado su aumento, las secuelas de su tratamiento, la alta incapacidad en las
personas que lo padecen, la disminucion en la calidad de vida, asi como una alta
mortalidad asociada. Es necesaria una mejor comprensiéon de los factores
pronésticos implicados en el CByO y su inter-relacion para ofrecer un mejor

abordaje terapedutico a los pacientes con esta entidad.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CByO constituye un problema de salud en aumento al que todavia no se le ha
prestado toda la atencion que requiere. No s6lo genera una mortalidad significativa,
sino que también provoca desfiguracion extensa, deterioro funcional, cambios
conductuales, problemas econémicos y un deterioro en la calidad de vida. La OMS
predice un continuo aumento de esta enfermedad a nivel mundial. La incidencia ha
aumentado, especialmente en Europa y América del Norte, posiblemente por el
namero creciente de infecciones por VPH como consecuencia de la expansiéon de

determinadas practicas sexuales, especialmente el sexo oral.

La presencia de VPH ha sido reportada en hombres y mujeres en todo el mundo, y
no hay grupos de edad que no estén afectados. En algunos casos, el sistema
inmunolégico de la persona combate naturalmente la infeccién en un periodo de 2
afos, y la mayoria de las personas con VPH no desarrollan sintomas visibles. Se
ha evaluado que las neoplasias de cabeza y cuello asociados a la infeccion por VPH
poseen caracteristicas clinicas y evolucion distintas a los tumores sin la infeccion
por VPH; sin embargo, la informacion sobre la epidemiologia del CByO en México
es escasa Yy poco actualizada. Por otra parte, a pesar de ser una enfermedad
prevenible con medidas costo-eficaces, la mayoria de los pacientes son
diagnosticados en etapas tardias. Por ello, el tratamiento del CByO requiere de
costosas intervenciones gue involucran procedimientos quirdrgicos, radioterapia y
quimioterapia seguidos de una reconstruccion y rehabilitacion. Por todo lo anterior,
se ha generado una demanda continla en estrategias innovadoras en el

diagnéstico, prondstico y terapéutica en este tipo de neoplasias.

Durante muchos afos, los principales factores prondsticos para estas neoplasias
han sido el grado de diferenciacién histologica, el estadiaje a través del TNM y la
localizacion anatémica del tumor. Actualmente, ante el cambio en la historia de la
enfermedad y mejores herramientas diagnosticas y de tratamiento, es necesario
conocer con mayor precision los factores que interactian en esta neoplasia, para
ofrecer un tratamiento de precisién y ofrecer una mejor supervivencia y calidad de

vida.



JUSTIFICACION Y RELEVANCIA DEL ESTUDIO

Este estudio surge ante la necesidad creciente de conocer datos que conlleven a
explicar diferencias en el prondstico, principalmente poner énfasis en la
supervivencia en estos pacientes ya que el 50% mueren, y en la actualidad no se
han mejorado estas tasas. Por otra parte, el aumento constante en la incidencia del
CByO vy la coexistencia del VPH en el tumor, es probable que modifique el curso
clinico de esta enfermedad, por lo que es necesario contar con un analisis amplio y
preciso que brinden un panorama real del comportamiento de esta neoplasia. Por
otro lado, es necesario conocer la frecuencia del VPH en CByO en el pais, ya que
su deteccién no se efectia de manera rutinaria y no existen datos acerca de los

tipos presentes en este tipo de neoplasias.

Este estudio es uno de los primeros en el pais que estudie de de manera conjunta
factores prondsticos desde el &mbito epidemiolégico, clinico e inmunolégico en la
supervivencia en estos pacientes, tratando de explicar las diferencias en el
pronéstico de la enfermedad. Por lo que su disefio ambiespectivo, pretende
controlar diversas covariables importantes entre las que destacan: el impacto del
VPH en el tejido tumoral con el prondstico de la enfermedad, particularmente si se
considera que existen mas de 100 tipos y variantes histopatolégicas como
carcinomas basoloides y acantéliticos, y que gracias a la técnica que empleamos
para su identificacion se puedan detectar coinfecciones y diferencias en esta
diversidad de la enfermedad. Asi mismo, la implementacion en la busqueda de
biomarcadores prondésticos para la supervivencia como son los linfocitos infiltrantes
del tumor (LIT) CD4+ y CD8+ y su relacion con el virus es importante, ya que, en
cérvix, se ha estudiado con mayor frecuencia esta respuesta inmune, pero en
cavidad oral aun no esta bien establecida, y por la técnica que emplearemos para
su evaluacion podria tener una mejor precision en el diagnostico al no ser solo una

evaluacion subjetiva a la tincion.

Por todo lo anterior, surge la siguiente pregunta de investigacion.



La presencia del VPH en tejido tumoral, ¢Es un factor prondstico independiente
asociado con mayor supervivencia de pacientes ajustada por factores

demograficos, clinicos e inmunologicos?

HIPOTESIS

La presencia del VPH en tejido tumoral en pacientes con cancer oral es del 15%
siendo un factor pronostico independiente y protector, con una mayor tasa de

supervivencia.

OBJETIVO GENERAL

Describir los factores prondsticos asociados a la supervivencia de pacientes con
CByO vy su relacion con el VPH en el tejido tumoral de pacientes del INCan.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Calcular la prevalencia de VPH en pacientes con cancer bucal y orofaringeo

por medio de la técnica INNO-LIPA.

Detectar la prevalencia de los genotipos de VPH y coinfecciones.

Determinar la presencia de Linfocitos Infiltrantes en el Tumor CD4 y CD8 a

través de inmunohistoquimica.

Determinar el factor del VPH al desenlace de la enfermedad ajustada por los

factores prondsticos clinico-epidemiologicos e inmunoldgicos.

Calcular la supervivencia global de acuerdo con la presencia de VPH.



T1IPO DE ESTUDIO

Se conformara una cohorte ambispectiva a 5 afios en pacientes incidentes con

diagnéstico histopatolégico de carcinoma epidermoide, basoloide y acantolitico de

cavidad bucal y orofaringea del Instituto Nacional de Cancerologia.

SELECCION DE LA POBLACION:

a)

b)

Criterios de inclusién

Pacientes incidentes mayores de 18 afios con CByO diagnosticados por
estudio histopatologico y que no hayan recibido tratamiento previo.

Se incluiran los canceres de la lengua (ICD-9 141; ICD-10 C01 CO02), encia
(ICD-9 143; ICD-10 C03), piso de boca (ICD-9 144; ICD-10 C04), paladar y
otras partes de la boca (IVD-9; ICD-10 C05 y C06), ademas del cancer de
orofaringe (ICD-9 146; ICD-10 C9 y C10) y otras neoplasias de la boca y de
orofaringe (ICD-9 149; ICD-10 C14. [ICD 2010], que cuenten con bloque con
una calidad de tejido para procesar.

Criterios de exclusion
Se excluiran a las personas con CByO no incidente, sin seguimiento por parte

del INCan. No se incluiran aquellos casos de cancer en piel del labio ni
glandulas salivales (ICD C07, C08).



ESTRATEGIA METODOLOGICA

A través de los registros del INCan y de acuerdo con el diagnostico de CByO se
seleccionaron los pacientes incidentes. Al mismo tiempo se obtuvieron los IC
(nimero de identificacién tanto de laminillas y bloques) del Departamento de
Patologia. Se verifico la certeza diagndstica histopatologica, ademés de ubicar y
contabilizar las células neoplasicas, con un parametro de 4000 a 4500 células. De
todas las laminillas revisadas, se seleccioné la mejor de cada paciente y en caso de
gue no cumpliera con el parametro del nimero de células, se seleccionaron 2 0 mas
laminillas que cumplieran con los criterios (enriquecer la muestras), todo esto para

asegurar la calidad suficiente para el procesamiento de estas.

Una vez seleccionadas las laminillas se verificd la existencia de los bloques de
parafina correspondientes. Ademas de lo anterior, se realiz6 una evaluacién
macroscopica para asegurar calidad y grosor del tejido. Para un mayor control de la
zona seleccionada, se contrastd la region de la laminilla con el bloque en

correspondencia con el area seleccionada por el patélogo.

Posterior a esto, se realizaron los cortes directos del bloque o en su caso se efectud
la re-inclusion del tejido seleccionado. El grosor y el numero de células fueron

factores importantes para la determinacion en el nUmero de cortes.

Concomitantemente, se revisdé el expediente clinico de cada paciente para
consignar las variables relacionadas con la neoplasia, tratamiento y expresion de
p53, p2l y pl6, asi como los datos para el calculo de la supervivencia global y la

supervivencia libre de la enfermedad.



PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Obtencion y purificacién del ADN
Los materiales de partida para la purificacion de ADN fueron los cortes con un

espesor de hasta 10 micras. Se emplearon navajas nuevas por cada muestra,
limpiando el cabezal del microtomo con DNA RAY, y cada cuatro muestras se
sometieron a rayos ultravioleta durante 2 minutos. El tejido se cort6 en un cuarto por
separado, empleado para tales fines, con el objeto de evitar la contaminacion
cruzada. La extraccion de ADN se realiz6 en campana de flujo laminar (labgard
marca Nuare) para evitar aerosoles que contaminaran las muestras. En primer
lugar, se realizé la desparafinacion en las muestras en parafina. Posterior a esto, se
realizo directamente la extraccion de ADN para evitar su degradacion y se realizo la
PCR.

Deteccidn y tipificacion del virus

Con la finalidad de detectar los tipos de papiloma en las muestras se empled la
técnica de INNO-LiPA, basado en el principio de hibridacion reversa, disefiada para
la identificacion de 28 genotipos diferentes de Virus Papiloma Humano (VPH)
mediante la deteccion de secuencias especificas de la region L1 del genoma.

El ensayo utiliza la amplificacion de regiones de virus de papiloma de
aproximadamente 65pb con un juego de oligonucleétidos llamados SPF10. El
ensayo detecta algunos de los genotipos de VPH de alto riesgo (16, 18, 26, 31, 33,
35, 39, 45,51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82), y genotipos de VPH de bajo riesgo
(6, 11, 40, 43, 44, 54, 70), asi como algunos tipos adicionales (69, 71, 74). El
procesamiento automatizado de las tiras se llevo a cabo utilizando el equipo Auto-
LIPA ™ 48.

Control de calidad

Esta técnica tiene diversos controles de calidad y son los siguientes:

La primera linea es la linea del control del conjugado. Esta linea estuvo siempre
presente. La segunda linea es una linea de control de ADN humano. El kit contiene
los oligonucleotidos que amplifican un fragmento del gen HLA-DPB1 humano para

supervisar la calidad de la muestra y la eficiencia de extraccion. La tercera linea es



el control positivo incluido en el kit y que contiene HPV6 y HLA-DPB1. Como control

negativo se utilizé un rindn de raton macho cepa Windstar entre cada 4 muestras.

Deteccidon de Linfocitos Infiltrantes del Tumor CD4*y CD8*

Las inmunhistoquimicas de doble marcaje se realizaron a partir de cortes de tejidos
a 2um de grosor. Los tejidos se desparafinaron en Xileno y se deshidrataron en
concentraciones descendentes de etanol (100% a 70%). El pre-tratamiento se
realizo en Buffer EDTA, en olla de presion durante 10 minutos. La inactivacion de
las peroxidasas enddgenas se efectud exponiendo los tejidos a una solucién de
H202al 3% durante 5 minutos y posteriormente se bloquearon con “Novocastra
Protein Block” (Leica) durante 10 minutos. A continuacion, se agregé el primer
anticuerpo primario Anti CD4 a las concentraciones, temperatura y tiempos de

incubacion estandarizados, y de forma paralela.

Subsecuentemente, los tejidos se incubaron con Match 2 AP-polymer durante 30
minutos y se revelaron con el sistema Warp Red Chromogen Kit. Después del primer
revelado, se desnaturalizé el tejido durante 10 min a temperatura ambiente. Se
agrego el segundo anticuerpo primario Anti CD8 y se incub6 durante 1h, para
posteriormente incubarse a 30 min con Match 4 HRP Plymer y revelarse con
VinaGreen. Finalmente, se contra-tiflieron y se montaron.

En cada laminilla se incluyé un control negativo, mismo que se tratd sin los
anticuerpos primarios. Los controles positivos se seleccionaron de ganglios
linfaticos, amigdala y apéndice. Su evaluacién fue determinada por la cuantificaciéon
del porcentaje de inmunoexpresion de Linfocitos Infiltrates del Tumor (TILS), CD4+,
y CD8+ de caso por duplicado, para posteriormente obtener un promedio de cada

uno.



ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé estadistica descriptiva y de resumen con medidas de tendencia central y
de dispersion para las variables cuantitativas de acuerdo con la distribucion de la
variable. Para las variables de tipo cualitativo, se realizo la prueba de Chi2 o prueba
exacta de Fisher y para las variables cuantitativas se realiz0 la prueba t de Student
0 U de Mann Whitney.

Asi mismo, se efectu6 un analisis bivariado de los factores conocidos para
supervivencia del CByO, estimando la asociacién a través del Hazard Ratio (HR) e
intervalos de confianza al 95 (1.C.95%) por medio del modelo de regresién de Cox,
verificando el supuesto de proporcionalidad en el tiempo. También se probdé la

significancia conjunta en las categorias de las variables.

La interaccion entre el VPH y otros factores prondésticos se evalué por medio del
modelo de regresion de Cox en un andlisis univariado y multivariado, considerando
variables confusoras y de interaccion. Los datos de supervivencia se analizaron
mediante el método de Kaplan Meier y las curvas de supervivencia se compararon
a través de la prueba de long-rank por medio del paquete estadistico STATA versién
15. StataCorp. 2017. Stata Statistical Software. College Station.



CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio fue revisado y aprobado por los Comités Institucionales del INCan
(Cl1/211/15), y siguid los lineamientos internacionales para investigacion definidos
en la Declaracion de Helsinki en su revision de 1996, en concordancia con las Guias
de Buena Practica Clinica, y con apego a la Ley General de Salud (Titulo Segundo,
Capitulo I: articulo 13 y Titulo Sexto, Capitulo Unico) de los Estados Unidos

Mexicanos.

Debido a la naturaleza del estudio, se dispensé el consentimiento informado por
escrito, considerandose un estudio con riesgo inferior al minimo. Las muestras
utilizadas todas eran de tejido fijado o en su caso, tejido fresco del banco de tumores
con autorizacion previa del paciente para su almacenamiento y potencial material
de investigacion. Se revisaron los datos del expediente clinico. Los investigadores

del estudio no tuvieron injerencia alguna sobre el manejo de los pacientes incluidos.

Durante el estudio, se mantuvo la confidencialidad de la informaciéon, tanto la
correspondiente a patologia como la informacion clinica y epidemioldgica

relacionada.



RESULTADOS

FACTORES DEMOGRAFICOS Y EPIDEMIOLOGICOS

En esta cohorte de 5 afios se incluyeron 203 pacientes con CO de los cuales, el
84.7%(n=172) residian en la Ciudad de México o estados conurbados, seguidos del
10.8% (n=22) en el sureste, el 3.4% (n=7) en Occidente y 1% en el Noreste del pais
(n=2).

Lugar de residencia

Figura 1.- Factores demogrdficos. Lugar de residencia de los pacientes con CByO

El 56.7% (n=115) de los pacientes fueron hombres. En este estudio, mas del 60%
contaban con una baja escolaridad, 19.7% (n=40) eran analfabetas y el 42.9%
(n=87) tuvieron una escolaridad menor a 6 afos. El 47.3% (n=96) se encontraban
casados. Las ocupaciones con mayor prevalencia fueron cuidadoras del hogar
(19.2%) seguido de agricultores (18.7%).

La mediana de ingreso mensual fue de $4350 (Q1=2320, Q3=7000). El 47.8%
(n=97) era su propio proveedor.

La mediana de inicio de vida sexual fue a los 18 afios (Q1=16, Q3=20). El nUmero
de parejas sexuales fue 0 a 18 parejas (Tabla 1).



Tabla 1. Factores demograficos y epidemioldgicos

Factores VPH- VPH- Valor p
demograficos Negativo Positivo
N=203 (%) n=171 ( %) n=32 (%)
Género
Hombre 115 (56.7) 93 (54.4) 22 (68.8) 0.1322
Mujer 88 (43.3) 78 (45.6) 10 (31.2)
Edad 62.7 + 13.7 63.5 (13.4) 58.7 (14.8) 0.072°
Escolaridad 0.26 @
Analfabeta 40 (19.7) 37 (21.6) 3(9.3)
< 6 afios 87 (42.9) 75 (43.9) 12 (37.5)
7 a 9 afos 25 (12.3) 10 (11.1) 6 (18.8)
10 a 12 afos 22 (10.9) 18 (10.5) 4 (12.5)
>12 afios 29 (14.2) 22 (12.9) 7 (21.8)
Estado civil 0.087 2
Soltero 24 (11.8) 21 (12.3) 3(9.4)
Casado 96 (47.3) 83 (48.5) 13 (40.6)
Union libre 22 (10.8) 14 (8.1) 8 (25.0)
Divorciado 33 (16.3) 28 (16.4) 5 (15.6)
Viudo 28 (13.8) 25 (14.6) 3(9.4)
Ocupacion 0.099 ¢
Agricultor 38 (18.7) 35 (20.5) 3(9.4)
Ama de casa 39 (19.2) 34 (19.9) 5 (15.6)
Comerciante 19 ( 9.4) 15 (8.8) 4(12.5)
Chofer 7( 3.4) 6 (3.5) 1(3.1)
Albafiil 6( 3.0 5(2.9) 1(3.1)
Desempleado 13 ( 6.4) 50 (29.2) 6 (18.8)
Otras 81 (39.9) 26 (15.2) 12 (37.5)
Lugar de residencia en
el pais 0.466°¢
Noroeste 2( 1.0 1(0.6) 1(3.2)
Occidente 7(3.4) 6 (3.5) 1(3.1)
Centro 172 (84.7) 144 (84.2) 28 (87.5)
Sureste 22 (10.8) 20 (11.7) 2 (6.3)
Ingreso mensual 4350 (2320- 4400 (2400- | 3850 (2050-
Nivel socioeconémico® | 7000) 7000) 7400) 0.017°¢
Marginal 65 (32.0) 54 (31.6) 11 (34.4)
Baja 82 (40.4) 73 (42.7) 9(28.1)
Media Baja 47 (23.2) 39 (22.8) 8 (25.0)
Media 5( 25) 4 (2.34) 1(3.1)
Media alta 1(0.5) 1(0.6) 0 (0.0)
Alta 3(15) 0 (0.0) 3(9.4)
Propio provedor 0.0102
No 106 (52.2) 96 (56.1) 10 (31.2)
Si 97 (47.8) 75 (43.9) 22 (68.8)

aPrueba chi?; P Prueba t de Student ; ¢ Prueba exacta de Fisher d U-Mann Whitney; ¢ De acuerdo a la
clasificacion de la Asociacién Mexicana de Agencias de Investigacion y Opinidn Publica.



ANTECEDENTES CLINICOS Y DEMOGRAFICOS

A patrtir de la aparicion de los sintomas, los individuos del estudio acudieron con
algun profesional de la salud entre 1 y 5 veces. El 46.3% (n=94) acudieron al

meédico, y el 19.7% (n=40) fueron referidos al INCan por algin odontélogo.

La higiene oral de los pacientes fue evaluada a través del reporte del nimero de
cepillados durante el dia, en 101 (50.2%) de los pacientes se logré obtener este
dato, donde el 4% (n=4) no tenian este habito y Unicamente el 9.9% (n=10)
reportaron el cepillado 3 veces al dia.

El 45.2% (n=89) reportd tener algin antecedente heredofamiliar a cancer.

El 43.8% (n=89) presentaba algun tipo de comorbilidad al diagnostico, las
comorbilidades mas frecuentes fueron: hipertension, 24.1% (n=49), diabetes
mellitus 5.9% (n=12) o ambas, en 9.8% (n=20). Se encontraron otras comorbilidades
como: glaucoma en 0.98% (n=2); Sindrome Sjorgen, 0.49% (n=1); hipotiroidismo,
0.98% (n=2); depresion, 0.49% (n=1); enfisema pulmonar, 0.49% (n=1), y 0.49%

con osteoartritis (n=1).

El 43% (n=83) de los pacientes tenian un peso normal al diagnostico, mas del 50%
(n=102) tenian sobrepeso o algun grado de obesidad de acuerdo con el indice de

masa corporal.

El 50% (n=99) de los pacientes reportaron no fumar. En cuanto al consumo de

alcohol, el 44.3% (n=85) de los pacientes negaron el habito (Tabla 2).

FACTORES RELACIONADOS CON LA ENFERMEDAD

La localizacion anatomica con mayor afectacion fue la lengua movil con el 44.8%
(n=91). Otros sitios con afectacion fueron la zona interna del labio, el carrillo, encia,

piso de boca, paladar duro y trigono retromolar.

La etapa clinica al diagnéstico con mayor prevalencia fue la etapa IVa con el 43.2%

de los casos (n=83)

Respecto a la capacidad fisica al momento del diagndstico de acuerdo con el indice

de Karfnosky el 53.2% (n=108) report6 tener una escala del 90 y Unicamente el 1.5%



(n=3) reporto una escala inferior a 60. De acuerdo con la escala ECOG el 49.7%
(n=98) se encontraba totalmente activo vs el 43.7% (n=86) que presentaban

restriccion en la actividad fisica.

El promedio en la demora del diagndstico a partir de la aparicion de sintomas fue
de 11 meses con un rango desde los 4 dias hasta los 13 afios. La mediana en la

demora al diagnoéstico fue de 6 meses. (Tabla 3)

Tabla 2. Antecedentes relacionados con el CB.

Factores antecedentes VPH-Negativo VPH-Positivo Valor p
N=203(%) n=171 ( %) n=32 (%)

Primer contacto por las

lesiones en cavidad oral 0.361 ¢

Médico 94 (46.3) 83 (48.5) 11 (34.4)

Odontologo 43 (21.2) 33 (19.3) 10 (31.3)

Ambos 40 (19.7) 33 (19.3) 7 (21.9)

Desconocido 26 (12.8) 22 (12.9) 4 (12.5)

Numero de profesionales a
los que consulté previo al

diagnéstico 0.524 ¢
1 94 (49.0) 78 (48.5) 16 (51.6)

2 72 (37.5) 63 (39.1) 9 (29.0)

3 19 (9.35) 14 (8.7) 5(16.1)

4 6( 3.1 5(@.1) 1(3.2)

5 1( 0.5 1 (0.6) 0 (0.0)

Quién lo refirio al INCan 0.179 ¢
Médico 126 (62.0) 110 (64.7) 16 (48.5)

Odontdlogo 40 (19.7) 30 (17.7) 10 (30.3)

Ambos 3(15) 2(1.2) 1(3.0)

Desconocido 34 (16.8) 28 (16.5) 6 (18.2)

Numero de cepillado dental

por dia n=109 n=83 n=26 0.009¢
Nunca 4 ( 3.6) 4 (4.8) 0 (0.0)

1vez 9( 8.3) 8 (9.6) 1(3.8)

2 veces 78 (71.6) 63 (75.9) 15 (57.7)

3 veces 18 (16.5) 8 (9.6) 10 (38.5)

Edad de inicio de vida sexual 0.518¢
sexual n=138 n=114 n=20

Mediana (cuartil25, cuartil75) 18 (16,20) 18 (16, 20) 18 (16.5,18)

aPrueba chi?; P Prueba t de Student ; ¢ Prueba exacta de Fisher °U-Mann Whitney



Tabla 3. Factores Clinicos de pacientes con CByO

Factores clinicos

Localizacion
Labio

Carrillo

Encia

Lengua movil

Piso de boca
Paladar duro
Trigono retromolar
AHF n=197

No

Si

Comorbilidades

No

Si

IMC n=193

Bajo peso

Peso normal
Sobrepeso
Obesidad grado |
Obesidad grado Il
Obesidad grado Il
indice Karfnosky
100

90

80

70

>60

ECOG n=197
Totalmente activo
Restricciéon en actividad fisica
Ambulatorio y autocuidado
Autocuidado limitado
Incapacitado
Tabaguismo n=196
Negado

Fumador

Exfumador

indice tabaquico
Nulo

Moderado

Intenso

Alto

Alcoholismo n=192
Negado

Bebedor

Exbebedor

n=203 (%)

10 ( 4.9)

6 (3.0)
43 (21.1)
91 (44.8)
15 ( 7.4)
18 ( 8.9)
20 (9.9)

108 (54.8)
89 (45.2)

114 (56.2)
89 (43.8)

9( 4.7)
83 (43.0)
71 (36.8)
21 (10.9)

7( 3.6)

2( 1.0)

54 (26.6)
108 (53.2)
28 (13.8)
10 ( 4.9)
3(1.5)

98 (49.8)
86 (43.7)
11 ( 5.6)
1( 0.5)
1( 0.5)

99 (50.5)
50 (25.5)
47 (24.0)
n=178
140 (78.7)
15 (8.4)
15 (8.4)
8 (4.5)

85 (44.3)
75 (39.0)
32 (16.7)

VPH-Negativo
n=171 ( %)

9 (5.3)
5(2.9)
38 (22.2)
75 (43.9)
12 (7.0)
15 (8.8)
17 (9.9)

95 (57.6)
70 (42.4)

91 (53.2)
80 (46.8)

8 (4.9)
65 (39.6)
65 (39.6)
20 (12.2)

5 (3.0)

1 (0.6)

42 (24.6)

93 (54.4)

25 (14.6)
9 (5.3)
2 (1.2)

77 (46.7)
78 (47.3)
9 (5.5)
1 (0.6)
0 (0.0)

86 (51.8)
40 (24.1)
40 (24.1)
n=152
122 (80.3)
12 (7.9)
12 (7.9)
6 (4.0)
n=165
77 (46.7)
27 (16.4)
61 (37.0)

aPrueba chi?; P Prueba t de Student ; ¢ Prueba exacta de Fisher

VPH-
Positivo
n=32 (%)

1(3.1)
1(3.1)
5 (15.6)
16 (50.0)
3(9.4)
3(9.4)
3(9.4)

13 (40.6)
19 (59.4)

23 (71.9)
9 (28.1)

1(3.5)
18 (62.1)
6 (20.7)

1(3.5)

2(6.9)

1(3.5)

12 (37.5)
15 (46.9)
3 (9.4)
1(3.1)
1(3.1)

21 (65.6)
8 (25.0)
2 (6.3)
0 (0.0)
1(3.1)

13 (43.3)
10 (33.3)
7 (23.3)
n=26
18 (69.2)
3(11.5)
3(11.5)
2(7.7)
n=27
8 (29.6)
5 (18.5)
14 (51.9)

Valor p

0.097 @

0.078°¢c

0.0512

0.045¢

0.400°¢

0.033¢

0.544 2

0.442¢

0.2342



En la Tabla 4 se muestran los valores bioquimicos mas importantes alrededor del
diagnéstico. El 41% (n=43) tenian baja la concentracion de albumina antes del

primer tratamiento, asi como la hemoglobina en 15% (n=28) de los pacientes.

Por otra parte, en el 25.1% (n=45) de los pacientes se encontraron niveles altos en

la glucosa previos al tratamiento, asi como en los niveles de plaquetas en el 11.8%

(n=22) (Observar tabla 4).

Tabla 4. Factores hematoldgicos

Factores hematol6gicos* VPH- VPH-
n=203 (%) Negativo Positivo Valor p
n=171 ( %) n=32 (%)
AlbUmina n=105 0.043 2
Bajo 43 (41.0) 40 (44.9) 3(18.8)
Normal 62 (59.0) 49 (55.1) 13 (81.2)
Hematocrito n=187 0.322
Bajo 33 (17.6) 30 (18.8) 3 (10.7)
Normal 128 ( 68.4) 105 (66.0) 23 (82.1)
Alto 26 (13.9) 24 (15.1) 2(7.1)
Hemoglobina n=187 0.29a
Bajo 28 (15.0) 25 (15.7) 3(10.7)
Normal 137 (73.2) 113 (71.1) 24 (85.7)
Alto 22 (11.8) 21 (13.2) 1(3.6)
Leucocitos n=186 0.512
Bajo 9 (4.8) 7(4.4) 1(7.2)
Normal 138 (74.2) 116 (73.4) 22 (78.6)
Alto 39 (21.0) 35 (22.2) 4 (14.3)
Linfocitos n=185 0.172
Bajo 32 (17.3) 27 (17.2) 5(17.9)
Normal 145 (78.4) 125 (79.6) 20 (71.4)
Alto 8 (4.3) 5(3.2) 3(10.7)
Plaguetas n=186 0.56 2
Bajo 4(2.2) 3(1.9) 1(3.5)
Normal 160 ( 86.0) 137 (86.7) 23 (82.1)
Alto 22 (11.8) 18 (11.4) 4 (14.3)
Glucosa n=179 0.14 2
Bajo 5 (2.8) 5(3.3) 0 (0.0)
Normal 129 (72.1) 106 (69.3) 23 (88.5)
Alto 45 (25.1) 42 (27.5) 3(11.5)

aPrueba exacta de Fisher *Antes del 1er.

Tratamiento




FACTORES HISTOPATOLOGICOS

El 78.3% (n=159) de las muestras correspondian a carcinoma epidermoide, el grado
histolégico mas prevalente fue la categoria G2 (moderadamente diferenciado) con
el 84.7% (n=172).

Durante la evaluacion patologica el 15.3% (n=31) presentaba invasion perinerural,

el 22.1% (n=45) linfovascular y el 10.8% (n=22) invasion extracapsular con ruptura

y metéstasis de ganglios. (Tabla 5)

Tabla 5. Factores histopatolégicos

Factores hispatoldgicos VPH- VPH-
n=203 (%) Negativo Positivo Valor p
n=171 (%) n=32 (%)
Tipo de carcinoma
Epidermoide 159 (78.3) 133 (77.8) 26 (81.2) 1.000¢
Epidermoide acantolitico 42 (20.7) 36 (21.05) 6 (18.8)
Basoloide 2( 1.0 2(1.2) 0 (0.0)
Grado histolégico 0.660 ©
GO 1 (0.5) 1 (0.6) 0 (0.0)
G1 18 (8.9) 16 (9.4) 2(6.3)
G2 172 (84.7) 145 (84.8) 27 (84.4)
G3 12 (5.9) 9 (5.3) 3(9.49)
Invasion perineural 0.052¢
No 153 (75.4) 129 (75.4) 24 (75.0)
Si 31 (15.3) 23 (13.5) 8 (25.0)
No evaluable 19 (9.3) 19 (11.1) 0 (0.0)
Invasion linfovascular 0.254 ¢
No 140 (69.0) 119 (69.6) 21 (65.6)
Si 45 (22.1) 35 (20.5) 10 (31.3)
No evaluable 18 (8.9) 17 (9.9) 1(3.1)
Invasion extracapsular 0.893¢
No 54 (26.6) 43 (25.2) 11 (34.4)
No hay ganglios 109 (53.7) 93 (54.4) 16 (50.0)
No evaluable 4 (2.0) 4 (2.3) 0 (0.0)
Metastasis sin ruptura capsular 11 (5.4) 10 (5.9) 1(3.1)
Ruptura capsular sin metastas 3(1.5) 3(1.8) 0 (0.0)
Ambas 22 (10.8) 18 (10.5) 4(12.5)

aPrueba chi?; P Prueba t de Student ; ¢ Prueba exacta de Fisher




RELACIONADAS CON EL TRATAMIENTO ONCOLOGICO

De acuerdo con la clasificacion del Tumor, Nodo, Metéstasis (TNM) el 60% se

encontraban con una neoplasia avanzada resecable.

El tratamiento de primera linea empleado en el 37% de los pacientes fue la cirugia

(Cx) mas radioterapia o radio quimioterapia (Rt 6 Rt/Qt), donde el 45.6%

presentaron una respuesta completa de la enfermedad.

El 42.2% (n=65) de los procedimientos quirargicos de primera linea tuvieron un

margen quirargico de 0.1 a 0.5 milimetros.

En 109 (53.6%) pacientes, la respuesta al tratamiento de primera linea no fue
exitosa, el 5.5% (n=6) presenté enfermedad estable, el 41.3% (n=45) presentd
progresion regional, el 24.8% (n=27) progresion local y 6.4% (n=7) progresion a
distancia, y el 30% (n=24) presento6 recurrencia posterior a los 6 meses de haber

terminado el tratamiento.

Sesenta y siete pacientes tuvieron una segunda linea de tratamiento, la cirugia fue
la mas empleada (n=18, 26.9%). En 15 pacientes, se emple6 una tercera linea de
tratamiento en donde a 5 (33.3%) de ellos se les realiz6 Cirugia 'y a 4 (26.7%) QT

paliativa.

Tabla 6. Factores relacionados con el tratamiento

Factores del tratamiento VPH- VPH-
n=203 (%) Negativo Positivo Valor p
n=171 (%) n=32 (%)
T Clasificacion TNM
Temprano 45 (22.2) 39 (22.8) 6 (18.8) 0.478¢
Avanzado resecable 119 (58.6) 101 (59.1) 18 (56.3)
Avanzado inrresecable 21 (10.3) 18 (10.5) 3(9.9)
Metastasico 5(2.5) 3(1.8) 2 (6.3)
Inderteminado ipo de tratamiento 13 (6.4) 10 (5.9) 3(9.4)
Respuesta al ler tx n=171 0.047 ¢
Respuesta clinica parcial 14 (8.2) 8 (5.6) 6 (21.4)
Respuesta clinica completa 78 (45.6) 69 (48.3) 9 (32.1)
Enfermedad estable 13(7.6) 10 (7.0) 3(10.7)
Recurrencia 7(4.1) 7(4.9) 0 (0.0)
Progresién 59 (34.5) 49 (34.3) 10 (35.7)
Localizacién de larecurrencia o
prog n=109
(alo largo del estudio) 0.451°¢
Enfermedad estable 6 (5.5) 4 (4.4) 2 (10.5)




Recurrencia local 11 (10.1) 9 (10.0) 2 (10.5)
Recurrencia regional 11 (10.1) 9 (10.0) 2 (10.5)
Recurrencia distante 2(1.8) 1(1.1) 1(5.3)
Progresién local 27 (24.8) 21 (23.3) 6 (31.6)
Progresién regional 45 (41.3) 39 (43.3) 0 (0.0)
Progresién distante 7 (6.4) 7(7.8) 2 (10.5)
Segunda linea de tratamiento 0.216°¢
Ninguno 136 (67.0) 116 (67.8) 20 (62.5)
Rt 14 (6.9) 11 (6.4) 2 (6.3)
Qt/Rt de induccién 2 (1.0 0 (0.0) 2(6.3)
Qt paliativa 14 (6.9) 12 (7.0) 3(9.4)
Cirugia 18 (8.9) 16 (9.4) 2 (6.3)
Qt de induccion 1(0.5) 1(0.6) 0 (0.0)
Cx + Rt 4 (2.0) 4(2.3) 0 (0.0)
Tx paliativo (medicamentos) 11 (5.4) 9(5.3) 2(6.3)
Rt paliativa 3(1.5) 2(1.2) 1(3.1)
Terceralinea TX 0.151¢
Ninguno 188 (92.6) 160 (93.5) 28 (87.5)
Cirugia 5(2.5) 3(1.8) 2(6.3)
Qt paliativa 4 (2.0) 4(2.4) 1(3.1)
Tx Paliativo (medicemnetos) 4 (2.0) 1(0.6) 0(0.0)
Rt 1(0.5) 0 (0.0) 0 (0.0)
Rt/Qt 1(0.5) 0 (0.0) 1(3.1)

aPrueba chi?; P Prueba t de Student ; ¢ Prueba exacta de Fisher

FACTORES INMUNOLOGICOS EN EL TUMOR

En la evaluacion inmunohistoquimica el 26.3% (n=45) de las muestras fueron p16-

positivas, el 60.8% (n=104) fueron positivas a p53y el 30.2% (n=26) positivas a p21.

En el examen hematolégico, el 35.3% (n=66) de los pacientes tenian niveles altos

de neutrofilos y el 17.3% (n=32) tenian niveles bajos de linfocitos.

El promedio del porcentaje de las TILs (Linfocitos Infiltrantes del tumor) en la
evaluacion de los microarreglos fue del 6.1% * 3.1%, el promedio de los CD4+ fue
del 40.5% + 2% y para los CD8+ la mediana fue del 55% (Q1=45, Q3=60).

210 CD4-TBET |

S,

Controles utilizados:

INCAN Positivo CD8: Amigdala

21/05/2019

Positivo PDL-1: Amigdala y placenta

Muestra 1

Muestra 2
Control

Figura 2.- Muestras y controles Figura 3.-Microarreglos



Figura 4.- Sobreexpresion de linfocitos CD4, CD 4/T-bety CD8

Figura. 4.- A) Expresién de CD4 y T-bet en carcinoma de células escamosas de paladar, B) expresion de CD4 en el carcinoma
de células escamosas en biopsia en lengua mévil y C) Expresion de en los nidos tumorales, en cortes de biopsias de pacientes
con carcinoma de células escamosas de cavidad oral.



INMUNOFLUORESCENCIA MULTIPLEX

Otro de los resultados obtenidos de manera exploratoria fue la estandarizacion de
la técnica por inmunofluorescencia de CD4* y CD8* (Figura 5)

DAPI/DNA B Ak DAPI/CD4+

»
.

DAPI/DNA F

DAPI/DNA |

Figura 5.- Expresion de CD4+, CD8+ y CK+ en carcinoma de células escamosas de amigdala



Tabla 7. Marcadores inmunoldgicos

VPH- VPH-

Marcadores inmunolégicos Negativo Positivo Valor p

n=171 (%) | n=32 (%)
P16 n=171 0.0132
Positivo 45 (26.3) 33 (22.8) 12 (46.1)
Negativo 126 (73.7) 112 (77.2) 14 (53.9)
P53 n=171 0.723 2
Positivo 104 (60.8) 89 (61.4) 15 (57.7)
Negativo 67 (39.2) 56 (38.6) 11 (42.3)
P21 =86 0.799 2
Positivo 26 (30.2) 21 (30.9) 5(27.8)
Negativo 60 (69.8) 47 (69.1) 13 (72.2)
Promedio TILS 0.057°
Mean (%) + D.E. 6.1+3.1 155+2.9 9.4+1.6
Promedio CD4 0.504 ®
Mean (%) + D.E. 405+2 39+3.3 42+2.4
Promedio CD8 0.464 ¢
Mediana (%) (Q1,Q3) 55 (45,60) 55 (40, 60) 55 (50,60)

aPrueba chi?; b Prueba t de Student ; € Prueba U de Mann-Whitney

GENOTIPOFICACION DE VPH

La prevalencia de DNA de VPH en las muestras fue del 15.7% (n=32), encontrando

tipos tanto de bajo como de alto riesgo. Los tipos detectados de bajo riesgo fueron

11, 53 y 66 y de alto riesgo fueron 16, 18, 35, 39, 52, 55,58, 59 y 66.

El 9.4% (n=3) fueron muestras de pacientes coinfectados con VPH tanto de alto

como de bajo riesgo.

Figura 6.-Tipos de VPH detectados en pacientes con Cancer Oral

Tipos de VPH

Coinfeccion
HPV-11y 35
HPV-11y 39
HPV-52 y 58




FACTORES CLINICOS ENTRE LOS PACIENTES VPH-POSITIVOS Y VPH-
NEGATIVOS
Al comparar diversas variables por analisis univariados entre los pacientes VPH-
Positivos y VPH-Negativos se encontraron diferencias en la media del IMC
(P=0.045), el nivel socioeconémico (P=0.017), ser su propio proveedor (P=0.010),
la escala ECOG (P=0.03), la respuesta al tratamiento (P=0.047) y la positividad de
P16 (P=0.013). (Ver en cuadros correspondientes).

Ochenta y nueve de 197 pacientes (45.1%) reportaron AHF para cancer de primera
linea de consanguinidad y los tipos con mayor frecuencia fueron: el cancer de
cabeza y cuello el CACU y el cancer de mama en HPV-negativos y en HPV-positivos

el CACU, seguido de estdmago, utero, mama y pancreas, entre otros.

SEGUIMIENTO Y SUPERVIVENCIA

En esta cohorte a 5 afios de seguimiento se presentaron 101 defunciones (49.7%).
Durante el primer y segundo afio se presentd un mayor nimero de muertes, a
(Figura 7)

Nelson-Aalen cumulative hazard estimate

u.4u u.ou [VX{V) 1.UU

uU.2u

(VAV[V}

analysis time

Figura 7.-Estimacion del riesgo acumulado Nelson-Aalen

La mediana de seguimiento fue 1.11 afios (Q1=0.062 afos, Q3=2.8 afios), y la
mediana de supervivencia fue de 1.80 afios (Q1=0.70 afios), con un tiempo en

riesgo de 327.54 afos-persona.



Tabla 8. Hazard Ratio a 5 afios de seguimiento

Beg. Cime 17 ik

Interval Total Failure Biseos Hazard Error %8R Condy. Dng. ]
0 j* 203 0.4680 0.0350 G Galale Qs Gualiesh 0.4940 G- Tl
ir 3 108 Op Gl O Qe 0.4270 0.0677 0.2943 G- 3mS
3 3 70 Op 7 b Ol 0.4779 0.0893 0.3028 Q. Gm8
3 4 43 Op 90 O Q1S L. SLaa 0.1628 1. i L. 3258
4 3 6 1.0000 2.0000 0.0000 2.0000 2.0000

Tabla 9. Supervivencia a5 afios de seguimiento
Beg. Sitad:

Interval Teiuasls Deaths Lost Survival Error iS58 Conds. Inb. ]
0 it 203 % 0 O 320 0.0350 0.4611 Gy i
ir 2 108 38 0 0.3448 0.0334 0.2802 0.4102
2 3 70 AL 0 O 2l 0.0287 0.1586 Qg 2705
3 4 43 P 0 0.0296 O Qa1 0.0122 Q. Sl
4 3 6 6 0 0.0000

SUPERVIVENCIA RELACIONADA A LA INFECCION POR VPH

La mediana de supervivencia para pacientes VPH-positivos fue de 1.25 afios
(Q1=0.80) vs 2.51 afios VPH-negativos (Q1=0.66) (P= 0.61)

Kaplan-Meier survival estimates
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o
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o T T T T T T
0 1 2 3 4 5
analysis time
Number at risk
HPV_codificado =0 171 92 62 37 4 0
HPV_codificado =1 32 16 8 6 2 0
VPH-Negativo VPH-Positivo

Figura 8.- Estimacién de supervivencia Kaplan-Meier



El mayor nimero de muertes, tanto en pacientes VPH-positivas y VPH-negativos

ocurrié dentro dentro de los 2 primeros afios. (Figura 9)

V.2V
I

Nelson-Aalen cumulative hazard estimates

analysis time

4

VPH-Negativo

VPH»Posmvo‘

Figura 9.- Estimacion de supervivencia Kaplan-Meier

Tabla 10. Superviviencia a 5 afios de seguimiento estratificada por VPH

Beg. e

Interval Total Deaths Lost Survival Bizos iS58 Gonfy. Tnt. ]
0

0 ir Lol 58 %l 0.6386 Oy Qi G- 3% 0.7076

i 2 92 g 13 G- plle 0.0410 0.4286 0.5886

2 3 62 6 1% 0.4532 0.0427 0.3680 0.5344

3 4 K™ 3 30 G- 34 0.0496 0.2945 0.4868

4 5 4 0 4 Q. 384 0.0496 0.2945 0.4868
i

0 ] 32 12 4 0.6000 0.0894 0.4045 0. el

1 2 16 4 4 0.4286 0.0966 0.2400 0.6047

2 3 8 j ] G- Lk O G0 0.1864 Q. aa

3 4 6 0 4 0.3714 0i. 092 0.1864 0. wa?

4 5 3 0 3 0.3714 0. 092 0.1864 0. w7

Tabla 11. Hazard Ratio a 5 afios de seguimiento estratificada por VPH

Beg. Cum. Sids: Sieds.
Interval Teta.l: Failure Error Hazard Error 8és Confs Tnk. ]
HBV: codiifidcade, 1
0 iF Lol Op 3Gikd Q- Qudahl) 0.4411 0.0565 G- Sadaled Q- Sl
" 3 %, 0.4883 0.0410 0.2208 O Ol G- L1lGh G- 3Rl
2 3 62 0.5468 0.0427 G Lealed 0.0494 0.0244 Q- L5
3 4 ™ 0.6086 0.0496 0.1463 0.0843 0.0000 G ekl
4 5 4 0.6086 0.0496 0.0000
HBle coddsfd.cade, 2
0 i" 3R 0.4000 0.0894 0.5000 0.1398 G- 226 Q) T3H
1 2 16 0.5714 0.0966 0k 3888 0.1643 Q- Qlgls2 0.6554
2 3 8 0.6286 0.0992 0.1429 O LdeSy 0.0000 G- 4Rl
3 4 6 O G266 O 0088 0.0000
4 5 2 Op G286 O 008 0.0000




ANALISIS MULTIVARIADO

En el andlisis multivariado los factores que impactaron favorablemente a la

supervivencia fue la presencia de VPH en el tumor, incrementando la supervivencia

en los pacientes VPH positivos (HR=0.29, P=0.08-0.95), ajustado por otros factores

(Tabla 8). Por su parte, los factores que impactaron negativamente a la

supervivencia fueron: una etapa clinica mas avanzada (HR=29.5, IC.95% de 2.98 a
292, p=0.004), los bajos niveles de hemoglobina al diagnostico (HR=2.48, 1C.95%
de 0.99 a 6.20 p=0.05), la ruptura capsular ganglionar (HR=9.80 IC.95% de 2.08 a

46., p=0.004) y los niveles altos de neutrofilos en sangre previo al tratamiento

(HR=2.98, 1C.95% de 1.39 a 6.39, p=0.005).

Tabla 12. Analisis multivariado

Variable Hazard Ratio I.C. Valor-P
Edad 1.02 0.99-1.05 0.08
VPH

Positivo 0.29 0.08-0.95 0.04
Etapa clinica

I 3.28 0.31-34.2 0.32
III 0.87 0.07-9.59 0.91
IVa 4.85 0.61-38.3 0.13
IVb 29.5 2.98-292 0.004
IVc 6.36 0.39-102 0.19
Albtmina 0.76 0.32-1.81 0.54
Hemoglobina

Bajo 2.48 0.99-6.20 0.05
Alto 0.47 0.77-2.88 0.41
Invasion extracapsurlar

No hay ganglios 1.73 0.70-4.25 0.22
Metastasis sin ruptura 3.87 0.69-21.5 0.12
Ruptura sin metastasis 9.80 2.08-46.1 0.004
Ambas 2.52 0.61-10.4 0.20
Neutrofilos absolutos 2.98 1.39-6.39 0.005
Linfocitos absolutos

Bajo 0.46 0.17-1.26 0.13
Alto 1.23 0.22-6.79 0.80




DISCUSION

En la presente investigacion se obtuvieron datos clinicos y epidemioldgicos
relevantes, cubriendo areas poco abordadas en la investigacion del cancer en
México. Las cifras concretas de las tasas de incidencia como de mortalidad del CB
en México en los ultimos 10 afios son desconocidas, ademas, se carece de
informacion sobre las tendencias a través de los afios. Documentar este proceso de
cambio es de fundamental para la toma de decisiones tanto para su prevencion,

manejo y vigilancia.

A nivel mundial, esta neoplasia ha presentado un incremento sobre las tasas de
incidencia y letalidad, principalmente en regiones menos favorecidas de acuerdo
con el indice de desarrollo. La incidencia del CB de acuerdo con el género es similar
en los diversos paises, identificado el 70% de incidencia del CB en hombres (86),
aunque en la presente investigacion, la incidencia del CB fue semejante entre
hombres y mujeres, inclusive en un estudio de cohorte previo, encontramos el
mismo comportamiento (87). Este hallazgo, genera nuevas hipétesis que difieren de
lo reportado en la literatura, lo que podria traducirse a un comportamiento particular
de los factores de riesgo para el CB en las mujeres en esta regién que de acuerdo
con la Encuesta Nacional de Consumo de Drogas, Alcohol y Tabaco (ENCODAT)
en México se registré un aumento tanto de tabaco y alcohol en dicho género donde
el consumo excesivo de alcohol entre el 2011 al 2017 en las mujeres fue de 4.1%
al 10.3% y de tabaco fue de 9.8 a 13.7% (88). Por lo que las nuevas investigaciones
deberan considerar describir el cambio del comportamiento de la incidencia

respecto al género.

El tipo de ocupacion se ha relacionado como uno de los factores de riesgo para el
desarrollo del CB, tal es el caso de nuestra cohorte, en donde identificamos una
mayor prevalencia de la enfermedad en agricultores, seguida de las cuidadoras del
hogar. Se ha documentado que el agricultor tiene una exposicion prolongada a
pesticidas con sustancias carcinogénicas y metales pesados encontrados en el
suelo agricola, tales como el niquel y el arsénico (89,90). Respecto a las cuidadoras
del hogar hay poca informacion al respecto. Algunas de las exposiciones son al



polvo de harina, y los gases generados durante la combustion del aceite; sin
embargo, poco se puede concluir al respecto. En estudios futuros, la investigacion
prospectiva y detallada sobre exposiciones diversas, podria dar informacion al
respecto. El alcance de la investigacion sélo abordd factores prondsticos, sin
embargo, ante esta observacion seria relevante investigar si la ocupacién tiene un

efecto también en la incidencia del CB.

Al igual que en paises similares al nuestro, como es el caso de Brasil (91), el nivel
escolar de los participantes presento una muy baja escolaridad. Sesenta por ciento
de los pacientes de esta cohorte, contaban con 1 a 6 afios de educacion o nula
educacion. Esto sin duda es un problema que requiere atencién, ya que
potencialmente existen potenciales medidas de prevencién sencillas y eficaces que
podrian reducir esta neoplasia, en ya de por si un grupo desfavorecido de personas.

Un dato que no se aborda en la investigacion del CB es la demora del diagnéstico
y el numero de consultas previas. Encontramos que el tiempo de demora oscilo
entre los 4 dias a los 331 dias desde la presentacion de signos y sintomas. El
namero de consultas previas al diagndstico fue de hasta 5 profesionales de la salud,
tanto médicos, odontélogos u ambos, destacando los médicos con mas del 40%.
Este dato es clave para fortalecer un diagnéstico oportuno y el conocimiento sobre
la deteccion de esta neoplasia tiene que ser continuamente actualizada entre los
profesionales de la salud como lo sefiala una revision sisteméatica que concluye que
la mayoria de los médicos se sentian inseguros sobre diagnosticar el CB y
plantearon la necesidad de una mayor educacion (92). En nuestra cohorte destaca
qgue la mayor parte de los casos, se localizaron en la lengua movil, sitio potencial de
deteccién oportuna si los médicos u odontélogos que por primera vez atienden a
estos pacientes, identifican correctamente la lesién y establecen una referencia
oportuna. En nuestra cohorte, la etapa clinica al diagnostico con mas frecuencia fue
la etapa IVa, similar a lo reportado por la literatura mundial (93) por lo que es
necesario la implementacion de campafias de prevencién y de diagndstico

temprano en México.



El antecedente heredofamiliar de cancer estuvo presente en el 45% de los
pacientes, cifra elevada en comparacion a lo informado en un estudio de casos y
controles en Francia (94), por lo que es obligatorio efectuar mas estudios, que entre
otros permitan el estudio de perfiles genéticos y epigenéticos en pacientes
mexicanos (95).

El VPH es considerado tanto un factor de riesgo como un factor prondstico en los
pacientes con CB, y a pesar de la importancia clinica de su deteccién ain no se ha
definido un protocolo o directrices mundiales sobre cuando, que método emplear y
por qué evaluar el estado del VPH en este tipo de cancer (96). La mayoria de los
estudios sobre la prevalencia del VPH en cabeza y cuello se han centrado en los
tipos de alto riesgo, VPH16 y 18, sin embargo, otros tipos de VPH figuran en el CB
y deben evaluarse para tener un mejor estimado sobre su frecuencia e importancia
(97).

Nuestro estudio detecté una prevalencia global de VPH de 32%, con 9.4% de
coinfecciones fue del 9.4%. De haberse considerado Uunicamente los tipos VPH-16
y VPH-18 la prevalencia hubiese descendido un 5%, y no se hubiesen detectado los
tipos VPH 11, 35, 39, 52, 53, 55, 58, 59 y 66 impactando con ello los datos
epidemioldgicos de multiples genotipos de VPH presentes en el carcinoma de
células escamosas de esta cohorte. Esta prevalencia es similar a lo reportado en la
literatura mundial, aunque, en comparaciéon con los estudios realizados en México
sobre VPH y CB, la prevalencia incrementd 4% (98), asimismo, en paises de
Ameérica Central se conoce que el VPH tiene mayor prevalencia en el CB en
comparacion con otras regiones geograficas y sitios anatomicos de cabeza y cuello
(99).

La deteccion del VPH en pacientes con CB es importante, principalmente porque se
conoce que los canceres asociados con el VPH muestran diferentes perfiles
clinicos, patolégicos, moleculares y epidemiolégicos. También presentan una
respuesta diversa a la terapia y muestran una mejor tasa de supervivencia general

(100) y una menor tasa de recurrencia (87,101).



En el andlisis de otras variables, mas alla del VPH, los factores demograficos
significativos respecto la presencia del VPH fueron: el nivel socioeconémico y que
el paciente fuera su propio proveedor. Dentro de los factores demograficos el nivel
socioeconémico méas bajo en pacientes VPH negativos fue mas frecuente,
concordante con los estudios de Semprini (102); ademas, encontramos que el nivel
socioecondémico tuvo diferencias significativas entre las medianas del tiempo de los
sintomas a la fecha del diagndstico (P=0.021) pero no estratificada por VPH
(P=0.98).

Otro variable significativa para el estudio fue que el 68% de los pacientes VPH-
positivos vs el 43% era su propio proveedor (p=0.010), en nuestro estudio no resultd
un factor para la supervivencia, sin embargo, este dato podria tener un impacto para
el tratamiento y prondstico. Este dato es relevante porque brinda un panorama sobre
el contexto de la vida de un paciente con CB. A su vez, los pacientes VPH positivos
reportaron un mayor numero de cepillados al dia (p=0.009) sin embargo, se
desconoce la correlacion entre un mayor cuidado de la salud bucal tras los signos y
sintomas de la neoplasia y de la infeccion.

Aungue no tuvo significancia estadistica en el modelo multivariado, los pacientes
VPH positivos tuvieron una mejor funcionalidad de acuerdo con el ECOG , con una
diferencia del 20% respecto a pacientes VPH negativos; en la escala de Karfnosky,
esto puede ser comparado también con los hallazgos en un estudio realizado en
Brasil (103) y seria consistente con diversos estudios en pacientes con cancer en
donde una mejor funcionalidad basal se asocia con una mejor respuesta al
tratamiento (104).

La etapa clinica y la respuesta al tratamiento son factores clave en cuanto a la
supervivencia de los pacientes con CB. En esta cohorte se encontraron diferencias
en la respuesta a la primera linea de tratamiento y el estatus del VPH. En un estudio
realizado en Australia por Elizabeth C. y cols. encontraron que pacientes VPH
positivos tienen mejores respuestas al tratamiento con radioterapia, por otro lado,
de acuerdo con otros estudios y en especial el estudio de un caso de cancer de

lengua en etapa avanzada, se encontré que ser positivo a p16 obtuvo una mejor



respuesta a la quimioterapia (105). Por lo que se generaron nuevas hipétesis sobre
la estratificacion del riesgo de canceres orales de lengua en etapa temprana y
avanzada segun el estado del VPH y la inmunoexpresion de pl6. Establecer las
caracteristicas y comportamiento de P16 y la infeccién por VPH en cavidad oral
hasta el momento es limitado, se conoce su funcion como un supresor de tumoral
gue se une a la ciclina D1 del Complejo CDK que previene la fosforilacion de pRB
durante el ciclo celular. Diversos estudios han demostrado consistentemente que la
infeccion por VPH y la inmunoexpresibn pl6 son factores prondsticos
independientes favorable en los canceres de cabeza y cuello, especialmente entre
los canceres orofaringeos (106-108). Algunos estudios no han mostrado relevancia
prondstica relacionado con la pérdida de la expresion de p16 (109).

Sin embargo, también se ha documentado que la expresion de p16 sin HPV, podria
ser una entidad distinta que muestra que la presencia de VPH no siempre garantizar
la sobreexpresion de pl6 como lo encontrado en algunos casos de esta
investigacion, por lo tanto, el comportamiento de los tumores pl6 positivos que
carecen de VPH no esté claro y aun falta mayor investigaciéon de existir diferencias
entre estos factores sobre la seleccion y respuesta al tratamiento (110-111).

El tratamiento mas empleado en estos pacientes fue la Cirugia (Cx) mas
Radioterapia o Radio quimioterapia, donde mas del 40% tuvieron respuesta
completa de la enfermedad. Se ha documentado que el tratamiento con radioterapia
y quimioterapia posterior a la cirugia puede aumentar la probabilidad de

supervivencia (112).

Respecto a los factores inmunologicos encontramos diferencias estadisticamente
significativas con pl6, los pacientes VPH positivos presentaron el doble de
positividad en comparacion a los pacientes VPH negativos. Estudios recientes
sefalan inclusive una correlacion entre la positividad de VPH con la positividad de
pl6, razon que ha impulsado a diversos investigadores a sugerir que éste podria
ser un marcador subrogado de la presencia de VPH (106). Controversialmente se
ha documentado que no es fiable, debido a que la positividad de p16 podria estar

regulada por diferentes vias, independientemente de la presencia de VPH (105).



Nuestro estudio no tenia por objetivo el alcance correlacional, sin embargo,
concluimos detectar la presencia de VPH por un método especifico, porque
evitariamos sesgar la prevalencia ademas de considerar que este dato es relevante

para la clinica, el tratamiento y la supervivencia del paciente.

En este estudio, la mortalidad fue del 49.7% similar a lo reportado en la literatura,
con una mediana de supervivencia de 1.80 afios (113). La supervivencia global a 5
afos fue de 50.3% siendo esta cifra mayor a lo encontrado en pacientes de Malasia
con una supervivencia reportada a5 afios del 18% (114).

Seis factores mostraron efectos diferenciales en la supervivencia de los pacientes
con CB: la edad en el momento del diagndstico, el estadio clinico, la presencia de
DNA de VPH en el tejido tumoral, la invasion extracapsular, la albumina sérica, los

neutroéfilos absolutos, y los niveles de hemoglobina.

En 1975, los pacientes jovenes con cancer de cabeza y cuello fueron reconocidos
como entidad clinica distinta (2-6), con un incremento significativo en la incidencia
en pacientes con CByO en diversas regiones (115). Nuestro estudio encontr6é que
los pacientes con mayor edad presentaron menor supervivencia, consistente con el
estudio realizado por Geleijnse y cols. donde analizaron los datos de 41,663
pacientes de Taiwan y Paises Bajos (116).

Otro hallazgo del estudio, y similar a otros informados, es que los pacientes con
estadios avanzados de la enfermedad tienen un mayor riesgo de muerte (116,117).
Los pacientes diagnosticados en estadios avanzados (lll-IV) presentan una
supervivencia global a los 5 afios del 40% frente al 85% de los diagnosticados en

estadios mas tempranos.

Asimismo, encontramos al VPH como un factor prondéstico en el cancer oral, este
dato concuerda con las investigaciones realizadas por Adaia Valls y cols. en
pacientes con cancer bucal (118). En pacientes con cancer de cabeza y cuello esta

observacion también ha sido reportada (119). Gran parte de la literatura en relacion



con la presencia del VPH y una mejor supervivencia se ha realizado en el cancer
orofaringeo; sin embargo, en el caso del CB esta asociacion aun no ha sido
ampliamente estudiada (120); sin embargo, nuestros datos confirman que no es el
anico sitio por considerar y connota la importancia de su deteccion, con un potencial

impacto en el prondstico de ésta ultima neoplasia.

Diversos autores han reportado que la presencia de metastasis ganglionares y en
particular, la ruptura capsular impacta de forma negativa en la supervivencia de los
pacientes con CB (121-123).

La invasion extracapsular por muchos afios ha sido considerada como un factor de
peor pronostico incluso en los tumores tempranos, ya que ésta podria ser predictora
de metéstasis (124), consistente con lo hallado en nuestro estudio donde logramos
identificar un HR de 2.52 para la supervivencia global a 5 afos. Este hallazgo fue

similar a lo encontrado por Rajappa y Cols. con bajas tasas de supervivencia (125).

Se ha documentado que los neutrdfilos tienen un papel en la progresiéon del cancer,
no solo en el microambiente tumoral local sino también en el torrente sanguineo
periférico (126). Estudios recientes han ubicado a los neutr6filos como actores
centrales con otras células inmunes y tumorales que afectan la patologia del cancer
(127).

En nuestro estudio la cuenta absoluta de neutréfilos al momento del diagnostico fue
un factor prondéstico independiente para la supervivencia de los pacientes, donde
una mayor cuantificacion se asocio hasta con 2.98 veces mas el riesgo de morir,
similar a lo informado por Pengfei Diao y cols (126, 127). Este hallazgo, junto con
otros marcadores debe ser investigado en estudios prospectivos, pues bien podria
contribuir para la construccion de escalas predictoras de riesgo a través, por

ejemplo, del “machine learning”

Aungue no muchos estudios describen la relacion de los niveles de hemoglobina al
diagnostico del cancer bucal con la supervivencia de estos pacientes, en nuestra
cohorte encontramos que los pacientes con niveles bajos de hemoglobina

presentaron 2.28 veces mas riesgo de morir en comparacion con los pacientes con



cifras normales. Este hallazgo tiene similitud a lo reportado por autores diversos
(128-130), donde un nivel bajo de hemoglobina fue un factor pronéstico adverso
independiente para una peor supervivencia. Clinicamente, la reduccion del nivel de
hemoglobina esta relacionada con la presencia de tumores que causan inflamacién
cronica. Asimismo, la presencia de anemia se relaciona con mal prondstico,
aumentando el riesgo de mortalidad. Al igual que la hipoalbuminemia es un
marcador de desnutricidon crénica con un impacto negativo sobre la supervivencia

de los pacientes.

En afios recientes, se han descrito otros factores prondsticos de interés en cancer,
y el CB no es la excepcion. Tal es el caso de los Linfocitos Infiltrantes del Tumor
(LITs). La presente investigacion estudio los LITs especificamente CD4+ y CD8+
con el objetivo de describir el microambiente tumoral y describir las diferencias ante
la presencia de VPH. Interesantemente, identificamos que el nimero expresado de
LITs, CD4+y CD8+ presentaban una distribucion normal en los tejidos de pacientes
VPH positivos, en comparacion con los tumores con VPH negativos, donde,
Unicamente la distribucion normal se presento en los linfocitos CD8+. Aunque no se
encontraron diferencias significativas entre los promedios de expresion por el
estado del VPH este dato, podria ser relevante en la descripcibn de su
comportamiento y seguir apoyando la hip6tesis de una mejor respuesta
inmunoldgica en los pacientes con CB y VPH+, donde al parecer se mantiene y
confiere una supervivencia mas larga, a diferencia de los pacientes con CB y VPH.
Consideramos que deben analizarse un mayor nimero de muestras y pruebas mas

especificas para corroborar dicha hipotesis, ya que solo logramos analizar 50 casos.

Es importante resaltar que los estudios publicados hasta ahora solo analizaron esta
relacion desde un punto de vista cualitativo o bivariado, a diferencia de esta cohorte.
De acuerdo, con una revision sistematica y metaanalisis realizada por Borsetto y
cols. (131), se encontraron diferencias entre el estado de VPH y la expresion de
linfocitos, aunque aun falta una mayor investigacion con la combinacién de otras

expresiones como T-bet, p16 y p53 entre otras. Se sugiere que el estudio de los



LITs como biomarcadores en el CB es relevante, ya que podrian ser potenciales

blancos terapéuticos (132).

Respecto a otros factores inmunolégicos tanto p53 y p16 son supresores tumorales;
especificamente forman parte de las proteinas inhibidoras de la cinasa dependiente
de ciclina (CDK) durante el ciclo celular. En células normales la expresion de P16
es baja, pero al menos un estudio anterior mostr6 que las células cancerosas
infectadas con VPH de alto riesgo sobreexpresan pl6 debido a la oncogénesis
inducida por E7. La sobreexpresion de p16 se ha propuesto como un marcador de
cancer relacionado con el VPH, particularmente en los canceres de cuello uterino y
orofaringe. Sin embargo, ha habido algunos resultados contradictorios sobre el uso
de p16 como marcador de OSCC relacionado con el VPH. Por lo tanto, no esta claro
si p16 se puede utilizar como marcador de CB VPH positivo y en una evaluacion

cuantitativa cuales serian los puntos de corte (133).

En nuestro estudio se hallaron diferencias significativas entre la expresion de p1l6y
el estatus del VPH, encontrando una mayor expresion en tejidos positivos para VPH,
similiar a otros estudios realizados en China y Houston (134). En los casos
analizados, solo el 38% (n=12) de los tejidos VPH positivos expresaron pl16, de
estos, en el 90% se detectd algun tipo de VPH de alto riesgo, similar a lo descrito
por Christian Doll (135). Considerando estos hallazgos, es debatible si p16 pudiese
ser un marcador subrogado para la presencia de VPH. Por otro lado, tampoco se
encontré6 como un factor independiente para la supervivencia, semejante a lo

reportado en Tailandia (136).

Respecto a la positividad a p53 ésta fue del 60%, similar al estudio realizado por
Schildt y cols (137), en donde se encontro que 63% de los carcinomas orales sobre
expresaban p53. La inmunopositividad para p53 tampoco tuvo diferencias
significativas entre hombres y mujeres (58.7% vs 63.5 p= 0.52) (138), con la edad
(p=0.33), tabaquismo (p=0.14) consumo de alcohol (p=0.70), o con la recurrencia
de la enfermedad (p=0.37), o el estatus del VPH (p=0.72). Sin embargo, se

necesitan mas estudios con un tamafio de muestra mas grande y un seguimiento



mas prolongado. Si se encontraron diferencias significativas entre un mayor

promedio de linfocitos CD4 ante la positividad de p53 (p=0.03).

En esta cohorte la positividad de p21 fue del 30% cifra similar a lo reportado por
Tatemoto y cols. (139), significativas entre la expresion de p2l y el grado de
diferenciacion tumoral (p= 0.026) como en el estudio de Kapranos y cols. (140). Es
muy posible que la sobreexpresion de p21 esté causada por mecanismos de
transactivacion de p53, aunque nuestro estudio encontré un valor limitrofe ante la
positividad de p53 y p21 (p=0.052) por lo que seria interesante su evaluacién con
un mayor tamafio muestral. Ademas, se encontrd una significancia estadistica entre

p53 vy la localizacion anatémica (p=0.010) y la diferenciacion histolégica (p=0.02).

LIMITACIONES

Algunas de las limitaciones presente en la investigacion fueron particularmente las
relacionadas al tipo de estudio, con la posibilidad de estar introduciendo sesgos de
informacion para habitos como tabaco y alcohol por ser variables auto reportadas.
Otra limitacion fue la pérdida de informacion en algunas variables, asi como las
pérdidas durante el seguimiento. La pérdida de informacion principalmente afecto a
los hombres ya que logramos percatarnos que, en estos, no se contaba con una
ficha de informacion que corresponde al nUmero de parejas sexuales, la edad de
inicio de vida sexual, entre otras, en comparacion con mujeres donde estos datos
se encuentran en antecedentes ginecobstetricias, de donde se recabaron la mayor

parte de variables relacionadas con la infeccion por VPH.

Otra limitacion, fue el tamafio de la submuestra para los factores inmunologicos de
CD4 y CD8, asi como la evaluacion patolégica de la expresion inmunohistoquimica

para pl6, p21y p53 que por recursos fue limitada.

FORTALEZAS

Las fortalezas de este estudio radican en el esfuerzo por describir los factores que
impactan la supervivencia de pacientes mexicanos con CB incluidos los factores

demograficos, clinicos e inmunoldgicos; principalmente la deteccién de VPH con la



presencia de coinfeccion, y la identificacion de los tipos; dato relevante debido a

gue, en nuestro pais, no es detectado en este tipo de neoplasia.

Otra fortaleza fue la inclusion de p21, p53 y p16, y aunque la muestra fue pequefa
se muestra su relacion y significancia con algunas variables clinicas y puede abrir

una linea de estudio y diagnostico en este grupo de pacientes.

También destaca la sistematizacion en el procesamiento y andlisis del VPH y lo
relacionado con el andlisis histopatologico y de microarreglos, reduciendo

potencialmente los sesgos de seleccion y otras variables de confusion.

CONCLUSIONES

Investigar en conjunto los factores demogréaficos, clinicos e inmunolégicos
relacionados con la presencia de DNA de VPH es el primer paso para comprender
las diferencias en el curso clinico de estos tumores, y asi también poder describir
un panorama sobre las diferencias en los resultados oncolégicos para el CB frente
al estatus del VPH.

Seis factores demostraron efectos diferenciales significativos para la supervivencia
de los pacientes con CB: la edad en el momento del diagnostico, el estadio clinico,
la presencia de DNA de VPH en el tejido tumoral, la invasion extracapsular, la
albumina sérica y neutréfilos absolutos, los niveles de hemoglobina y de linfocitos

absolutos al diagnostico de la neoplasia.

La interrelacion de los factores que impactan la supervivencia de estos pacientes
es compleja, y requiere del “expertise” y colaboracion de diferentes especialistas;
sin embargo, puede impactar en un mejor diagndstico, estratificacion prondstica y

tratamiento de los pacientes con CB.

Los factores asociados con la presencia del VPH en pacientes con CB fueron: el
bajo nivel socioeconémico, que el paciente fuera su propio proveedor; el nimero de
cepillados al dia, el IMC, la escala de ECOG, los niveles de albumina previo al

tratamiento, la respuesta al tratamiento y la inmunoexpresion de pl16. Dentro de los



factores histopatologicos se encontrd una asociacion limitrofe respecto a la invasion

linfovascular.



OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Variable | Definiciéon conceptual | Definicién Operacional | Nivel de medicién
INDEPENDIENTE
VIRUS DEL | Pertenece a la familia | La presencia del VPH se establecera de | Cualitativa
PAPILOMA Papillomaviridae, es | acuerdo a la presencia y calidad de DNA | nominal
HUMANO (VPH) epiteliotropico es decir, | genémico humano en el tejido de las muestras. | dicotémica
tiene una afinidad por los | Por medio de la técnica de INNO-LiPA
epitelios y mucosas.
Existen mas de 100 tipos ¢ Negativo: No existe genoma del VPH en
de VPH. Los cuales se la muestra
han clasificado como de
alto riesgo y de bajo e Positivo: Existe genoma del VPH en la
riesgo. muestra y tipo
DEPENDIENTE
Supervivencia Global: Tiempo de supervivencia global Cuantitativa
(meses/afios) continua
Tiempo que transcurre | Ademas:
desde el momento del 1) Vive Cualitativa
diagnéstico hasta la 2) Muere nominal
muerte del paciente. 3) Perdido
Tiempo de supervivencia libre de enfermedad Cuantitativa
(meses/afios) continua

SUPERVIVENCIA

Supervivencia libre de
progresion
Porcentaje de pacientes

en etapa avanzada
inrresecable que no
presentan  signos de

cancer durante un periodo
determinado de tiempo
después del tratamiento.

Posibles respuestas :
1) No recurre

2) Recurre (después de 6 meses de haber
finalizado Tx):
a) localmente
b) regionalmente
c) distante

3) Progresion ( antes de los 6 meses de
haber finalizado Tx)
a) localmente
b) regionalmente
c) distante

¢ Misma operacionalizacion anterior




Variable Definiciéon conceptual Definicién Operacional Nivel de
medicion

Tiempo transcurrido | Se obtendra a partir del expediente clinico de

EDAD desde el nacimiento de | cada paciente y se tomaran los afios cumplidos | Cuantitativa
una persona. en el momento del diagnéstico. discreta
Caracteristica bioldgica y | Esta variable se obtendra a partir de expediente
fisiologica. clinico y se determinara: Cualitativa

SEXO Y se divide a la personas e Hombre nominal
en 2 grupos: hombre o e Mujer Dicotémica
mujer.

EDO. CIVIL Situacion  determinada e Soltero/a Cuantitativa
por sus relaciones de o Casado/a nominal
familia, provenientes del e Unio6n Libre
matrimonio 0 del « Divorciado/a
parentesco. e Viudo/a

« Madre soltera
OCUPACION Clase o tipo de trabajo
desarrollado, con « Sinempleo Cuantitativa
especificacion del puesto « Trabajo no calificado Nominal
de trabajo desempefiado o Trabajadores de los servicio
e Jubilado
Especifico
e Analfabeta
e Primaria incompleta
e Primaria completa
e Secundaria incompleta
) e Secundaria completa o
ESCOLARIDAD Gra_do de estudios e Preparatoria incompleta Cuglltatlva
realizados e Preparatoria completa ordinal
e Licenciatura incompleta
e Licenciatura completa
e Posgrado incompleta
e Posgrado completa
ATENCION Describe a un tipo de Cualitativa
MEDICA PREVIA cuidado de la salud e Si dicotomica
enfocado en la atencion Médico
médica frente a los signos Odontdlogo
u sintomas de la Ambos
enfermedad « No
ANTECEDENTES | Son el registro de las e Si Cualitativa
HEREDOFAMILIARES | neoplasias que se han « No dicotémica
A CANCER dado en su familia. Los « Tipo
cuales, pueden compartir
genes, habitos y entornos
que pueden afectar su
riesgo  de presentar
cancer.
DEMORA EN EL | Tiempo transcurrido Cuantitativa
DIAGNOSTICO desde el inicio de los | Fecha del Dx- Fecha de aparicion de sintomas | discreta
sintomas hasta la

confirmacion del Dx.




INDICE DE MASA

Definicién de la

Clasificacion de acuerdo a la OMS

CORPORAL (IMC) | Organizacion Mundial de | Bajo peso: <18.5

la  Salud (OMS) en |e+Normal: 18.5-249 Cualitativa
personas adultas. » Sobrepeso: 25-29.9 ordinal
IMC= peso (kg) / talla? (m) | » Obesidad I: 30 -34.9

* Obesidad Il 35-39.9

* Obesidad llI: 240

De acuerdo a los reactivos de la encuesta

nacional de adicciones

Se clasificara por estatus del consumo:

CONSUMO DE E_nIc—;rmedad (;I’OI’]IC& e Fumador: Persona que al momento de | Cualitativa

TABACO sistemica que  pertenece la entrevista reporta fumar por lo menos | nominal

(ESTATUS) al __conjunto de las en el Gltimo afio politémica

adicciones y que es una :
de las principales causas o Exfumador: Pgrsona gue al momento
de mortalidad evitable en de la entrevista reporta no haber
todo el mundo. fumado en el dltimo afio pero si antes
con cualquier patrén de consumo.
¢ Nunca fumador: Persona que nunca en
su vida ha consumido cigarro.

INDICE No. cigarrillos X duraciéon No. de cigarrillos Cuantitativa

TABAQUICO 20 Duracién del habito Discreta

CONSUMO DE | Ingerir cualquier bebida | Clasificada por estatus del habito :

ALCOHOL que contenga alcohol. e Bebedor actual: Persona que ha | Cualitativa
tomado alcohol por lo menos el Gltimo | nominal
afio politomica

e Ex bebedor: Persona que ha tomado
alcohol alguna vez pero no lo ha vuelto
hacer en el ultimo afio.
e Abstemio: Persona que nhunca ha
tomado alcohol
Se obtendra a partir de datos secundarios y
seran clasificados de acuerdo a la clasificacion | Cualitativa
LOCALIZACION Sitio anatémico donde se | internacional de enfermedades. Nominal
ANATOMICA encuentra la neoplasia
maligna. Cavidad Oral
e Labios
e Carrillo
e Encia
e 2/3 anteriores de la lengua (movil)
e Trigono Retromolar
e Piso de boca
e Paladar duro
Orofaringe

e 1/3 posterior de la lengua (base)
Paladar Blando

Amigdalas

Pared faringea lateral



http://definicion.de/enfermedad

Semejanza que tengan

Se obtendra de acuerdo a la clasificacion
histolégica segun Broder modificada por la
OMS (Barnes et al., 2005).

GRADO DE | las células del tumor con

DIFERENCIACION | las células normales del e (1 carcinomas bien diferenciados Cualitativa

HISTOLOGICA mismo tipo de tejido. e G2 moderadamente diferenciados Ordinal

e G3indiferenciados
e GXno evalulable
Diagndstico de
DIAGNOSTICO enfermedades a través | Carcinoma Epidermoide Cualitativa
HISTOPATOLOGICO | del estudio de los tejidos. | Carcinoma Epidermoide con areas acantoliticas | nhominal
Carcinoma Basoloide
Carcinoma acantolitico

INVASION Células neopléasicas a lo | Se obtendra por la visualizacién ante el

PERINEURAL largo de las cubiertas de | microscopio de laminillas incidentes
los nervios (el perineuro)

e Presente Cualitativa
e Ausente nominal
e No evaluable

INVASION Células neoplasicas | Se obtendra por la visualizacion ante el

LINFOVASCULAR | presentes en  vasos | microscopio de laminillas incidentes
sanguineos (arterias y/o
venas) y en vasos e Presente Cualitativa
linfaticos. e Ausente nominal

e No evaluable

DISEMINACION Afectacion ganglionar que | Se obtendr4d por la visualizacion ante el

TUMORAL presenta una extensiéon | microscopio de laminillas incidentes.

EXTRACAPSULAR del tumor a través de la Cualitativa
capsula  del  ganglio e Metastasis y ruptura nominal
asociada a una reaccion e Metastasis sin ruptura
del estroma. ° Sin ambas

e No evaluable

MARGENES Relacion entre el tumor e Si Cuantitativa

LIBRES AL | residual y la distancia « No continua

TUMOR tumoral al borde de la
pieza.

T: Se refiere al tamafio tumoral y la invasion
local en superficie o profundidad y en relacion | Cualitativa

ESTADIO CLINICO

El sistema mas empleado
el TNM (Tumor, Nédulo y
Metastasis) que valora la
enfermedad local (tamafio

con las
estructuras adyacentes afectadas

N: Afectacion de los ganglios linfaticos

regionales

Ordinal escalar




tumoral),
(nimero  de

regional
ganglios
afectados) y diseminacién

M: presencia de metastasis a distancia

a distancia (presencia de Estadio | T N M
metastasis). 0 Tis NO MO
| Tl NO MO
Se utiliza para describir la | | Il T2 NO MO
gravedad del cancer || Il T3 NO MO
basandose en la T1aT3 N1 MO
eX.tETnSién del tumor IVA T4a NO MO
original. TlaTda | N2 MO
IVB Cualquier | N3 MO
T
T4b Cualquier N MO
IvVC Cualquier | Cualquier N M1
T
ALGORTIMO DE | Clasificacion y agrpacion e Temprano (lyll) Cualitativo
RESPUESTA de la etapa clinica de o Avanzado resecable (Il y IVA) nominal
pacientes con OSCC. « Avanzado Inrresecable (IVB)
« Metéstasis (IVC)
Conjunto de medios cuya e Cirugia
TIPO DE | finalidad es la curacion o e Radioterapia Cualitativa
TRATAMIENTO el alivio de las ° Cirugia + Quimioradioterapia nominal
PRIMARIO epfermedades 0 e Cirugia + radioterapia politbmica
sintomas. e Quimioterapia + Cirugia
e Oftro
Fecha del Gltimo_tratamiento L
Fecha inicial Cuantitativa
discreta
TIPO DE CIRUGIA | Tipo de cirugia
seleccionada, « No aplica Cualitativa
especificamente se o Glosectomia parcial con diseccion de | nominal
abordo para la afectacién cuello unilateral
en el sitio anato9mico de « Glosectomia parcial con diseccion de
la lengua cuello bilateral
« Hemiglosectomia con diseccién de
cuello unilateral
« Hemiglosectomia con diseccion de
cuello bilateral
o Glosectomia total con diseccion de
cuello unilateral
o Glosectomia total con diseccion de
cuello bilateral
e« Otras
e Respuesta clinica parcial: Reduccién del | Cualitativa
50% en el tumor medible nominal

RESPUESTA A LA

PRIMERA

LINEA

DE TRATAMIENTO

Efecto del
sobre el tumor

tratamiento

Respuesta clinica completa: El tumor ya no
es observado en los examenes visuales ni
de exploracion

Respuesta patoldgica completa:
Histolégicamente ya no es observable




Enfermedad estable
e  Progresion

COMORBILIDAD Presencia de uno o mas e Presencia Cualitativa
trastornos (o e Ausencia nominal
enfermedades) ademas
de la enfermedad o e Tipo
trastorno primario
Se midié al inicio del
estudio.

DEMORA DEL | Tiempo trascurrido antes | Fecha emitida del paciente al inicio de aparicién | Cuantitativa

DIAGNOSTICO del diagndstico | de sintomas discreta
histopatolégico

ESCALA Escala para medir Ila

KARNOFSKY capacidad de los | 100 | Asintomatico Cuantitativa
pacientes con cancer para Sin evidencia de la enfermedad discreta
realizar actividades |90 |Capaz de realizar actividad normal,
cotidianas sintomas menores de la enfermedad

80 |Actividad normal con esfuerzo, algunos
Se medid al inicio del sintomas
estudio. 70 |Incapaz de realizar actividad normal o
trabajar, se vale por si mismo
60 | Asistencia ocasional, se hace cargo de la
mayoria de sus necesidades
50 Considerable asistencia frecuentes
cuidados médicos
40 | Imposibilitado, requiere cuidados
especiales y asistencia
30 |Gravemente imposibilitado, la
hospitalizacién estd indicada aunque la
muerte nNo es inminente
20 Muy enfermo. Precisa hospitalizacién,
requiere tx de soporte activo
10 | Moribundo
0 Fallecido

ESCALA DE | Desarrollada por el 0 | Actividad normal sin limitaciones Cualitativa

FUNCIONAL Eastern Cooperative Ordinal

ECOG/OMS Oncology Group (ECOG) 1 | Capaz de realizar trabajos ligeros

y validada por la OMS.
Esta escala mide Ila
calidad de vida de un
paciente exclusivamente
con cancer.
Se medié al inicio del
estudio.

No puede realizar trabajos aunque sea

ligeros pero si todas de autocuidado.
Permanece levantado més del 50%

Limitacién de autocuidado Sintomatico
Camal/sillon mas del 50%

Completamente imposibilitado
Encamado la mayor parte del dia

Exitus




Se midieron al inicio del

Albumina inicial y cercana al ler. Tx
Leucocitos

VARIABLES DE di Hemoglobina Cuantativa
LABORATORIO estudio. Hematocrito continua
Plaquetas

Neutrofilos absolutos
Linfocitos absolutos
Glucosa
Creatinina

Tipo de célula inmunitaria

LINFOCITOS CD4* | que estimula las células T | Se obtendran porcentajes de marcaje Cuantitativa
citotéxicas, los macrofagos y discreta
las células B para que Promedio
produzcan respuestas
inmunitarias. También
conocida “célula T auxiliar”.

LINFOCITOS CD8* | Células “supresoras o
citotoxicas”, finalizan la | Se obtendran porcentajes de marcaje Cuantitativa
respuesta inmunoldgica. discreta
también pueden ser | promedio
“asesinas,” a células
cancerosas y a células
infectadas por virus.

TILS Células inmunitarias que se
acumulan alrededor o dentro | Se obtendran porcentajes de marcaje Cuantitativa
de un tumor. Los TIL pueden discreta
actuar contra las células Promedio
neoplésicas y evitar que la
enfermedad se propague.

P16 Inhibidor de CDKs y compite e Positivo Cualitativa
por la unién de la ciclina D e Negativo nominal
con CDK4 y CDK®6, que a su
;’fﬁcig'nen;e g]l‘sg_toclf::(;g S': Obtenido del expediente clinico
une a las CDKs,p16 inhibe la
fosforilacion de pRb
inactivandolo,deteniéndose
asi el ciclo celular

P21 Proteina involucrada en la e Positivo Cualitativa
regulacion del ciclo celular. e Negativo nominal
Actla a nivel del paso de G1

n Iva In . . ;.
gigtgl;?s de?]sfezgh eitad: Clz Obtenido del expediente clinico
alteracion  del DNA.p53
media su efecto en parte a
través de p21 y por ello se
estudian normalmente de
forma conjunta.

P53 Conocida como “el guardian e Positivo Cualitativa
del genoma”, es un supresor e Negativo nominal

tumoral que desempefia un
papel importante en la
interrupcion de la division
celular cuando ocurre un
dafio en el ADN. Detiene el
ciclo celular: antes de la
replicacién del ADN (entre las
fases G1 y S) y antes de la
division celular (entre las
fases G2y M).

Obtenido del expediente clinico
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Estandarizacion para establecer el numero de microarreglos para la
evaluacioén de linfocitos

Como objetivo adicional de la presente investigacion fue determinar cuantos

microarreglos eran necesarios para la evaluacion de su inmunoexpresion.

Se conoce que un solo punch no es preciso para establecer la positivdad de algin
biomarcador incluso existe una controversia de cuantos punch son representativos
del tejido completo asi mismo de la circunferencia que se necesita emplear (141). A
menudo se opta por duplicado o triplicado sin embargo, esta decision podria estar

sesgando el resultado del microambiente tumoral.

La metodologia que se establecié fue cuantitiva para su evaluacion emplenado el
software ImageJ® tanto para la visualizacion y obtencion de cada campo los pasos

fueron los siguientes:

1. Conteo 2. De cada campo:
individual para a) Porcentaje de 3.0btenci6n del
obtener: > linfocitos —> promedio de micro-
a) Porcentaje total b) Porcentaje de arreglos por caso
de linfocitos linfocitos negativos
|
v

¢.Cuantos
cuadrantes son
S representativos?

Submuestra de 50

4. Selecciéon de casos

campo aleatorio : 25 VPH-Positivos 5 spots de 3mm
25 VPH-Negativos (p=0.009)
\/
Se evaluaron 72 5 Se resumieronen 5

cilindros laminillas



Por lo que la metodologia que se estableci6é en la presente investigacion permitio
concluir que para evaluar algun tipo de inmunoexpresion en el CB sera necesario

aproximadamente 5 spots de 3mm para su evaluacion cuantitativa (p=0.009).

La probabilidad media de que el mircoarreglo prediga puntuaciones de
especimenes completos aumenta con el aumento del numero de punch. Por lo
tanto, la cantidad de punch utilizados en los microareglos de tejido puede resolver

los problemas de heterogeneidad del tumor.

<] No.3CD8IC-14-7835 y ..28.czi” ©

Display

TL Brightfield

Auto "Min/Max = BestFit

Figura 10.- Evaluacidn por cuadrante del tejido completo de 2 casos de carcinoma de células escosas orales mediante el
programa ImageJ.



ANALISIS BIVARIADO PARA LA SUPERVIVENCIA GLOBAL

Se encontraron diferencias entre los pacientes VPH-positivos y VPH-negativos en
los siguientes factores: la etapa clinica (P=0.0001), el IMC (P=0.0001), la escala
Karfnosky (P=0.07) y ECOG (P=0.0001), la invasion extracapsular (P=0.04), la
respuesta al tratamiento (P=0.0001) y la filtracion glomerular al diagnéstico
(P=0.005).

CURVAS DE SUPERVIVENCIA CON SIGNIFICANCIA ESTADISTICA

- Kaplan-Meier survival estimates ° Kaplan-Meier survival estimates
= 8
2 P=0.04
s e
0 o
g g |
8 (=) —_—
S
o T T T T T T LIN?
0 1 2 3 4 5 S
analysis time
Number at risk 8 B
\=ESTADIO | 15 14 10 6 0 0 S \ \ \ \ \ \
.= ESTADIO Il 30 22 14 9 1 0 0 1 2 3 4 5
= ESTADIO Ill 37 24 17 9 1 0 analysis time
ESTADIO IVA 82 41 24 17 4 0 lumber at risk
ESATDIO IVB 21 2 1 1 0 0 avasc_2 = No 140 79 53 32 3 0
ESTADIO IVC 5 1 0 0 0 0 fovasc_2 = Si 45 18 10 5 0 0
No evaluable 18 11 7 6 3 0
ETAPA | ETAPA II :
ETAPA III ETAPA IVA No Si
ETAPA IVB ETAPA IVC No evaluable
Figura 11.- Estimacion de supervivencia Kaplan-Meier por Figura 13.- Estimacion de supervivencia Kaplan-Meier por
etapa clinica invasion linfovascular
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Analisis de pacientes con cancer orofaringeo

Se estableci6 como anexo a los pacientes con cancer orofaringeo por el bajo
tamafo muestral ademas de ser consideradas como entidades distintas al cancer
oral. En total se incluyeron en esta cohorte 31 casos de los cuales, Unicamente 13

casos fueron positivos. Los datos estratificados se pueden observar en la tabla 13

Tabla 133. Factores demograficos y clinicos de pacientes con CO estratificado por VPH

Factores demogréficos VPH-Negativo VPH-Positivo Valor p
N=44 (%) n=31 (%) n=13 (%)

Género

Hombre 33 (75.0) 21 (67.7) 12 (92.3) 0.086 2

Mujer 11 (25.0) 10 (32.3) 1(7.7)

Edad 62.3+9.4 62.3 + 10 62.2+8 0.96°

Escolaridad 0212

Analfabeta 5(11.4) 5(16.1) 0 (0.0)

< 6 afios 22 (50.0) 16 (51.6) 6 (46.2)

7 a9 afios 6 (13.6) 5(16.1) 1(7.6)

10 a 12 afios 4 (9.0) 2(6.5) 2 (15.3)

>12 afios 7 (15.9) 3(9.6) 4 (30.8)

Estado civil 102

Soltero 8(18.2) 6 (19.4) 2(15.4)

Casado 26 (59.0) 18 (58.0) 8 (61.5)

Union libre 3(6.8) 2 (6.5) 1(7.7)

Divorciado 5(11.4) 4 (12.9) 1(7.7)

Viudo 2 (4.5) 1(3.2) 1(7.7)

Ocupacién 0.172

Desempleado 16 (36.4) 13 (41.9) 3(23.0)

Ama de casa 6 (13.6) 4 (12.9) 2(15.4)

Trabajo no calificado 18 (40.9) 13 (41.9) 5(38.5)

Profesionista 2(45) 1(3.2) 1(7.7)

Jubilado 2( 45) 0 (0.0) 2 (15.4)

Ingreso mensual 4000 (1800- 4400 (1600- 4000 (2000- 0.87¢

Tabaco 6200) 6000) 6400) 0.772

Negado 16 (36.4) 11 (35.5) 5(38.5)

Exfumador 11 (25.0) 7 (22.6) 4 (30.7)

Fumador 17 (38.6) 13 (41.9) 4 (30.7)

Alcohol 0.662

Negado 8 (18.2) 6 (19.4) 2(15.4)

Exbebedor 10 (22.7) 6 (19.4) 4 (30.8)

Bebedor 26 (59.1) 19 (61.2) 7 (53.8)

Comorbilidad 0.492

No 32 (72.7) 22 (71.0) 10 (76.9)

Si 12 (27.3) 9 (29.0) 3(23.1)

Karfnosky 0.682

70 6 (13.6) 5(16.1) 1(7.7)

80 7 (15.9) 6 (19.4) 1(7.7)

90 22 (50.0) 14 (45.1) 8 (61.5)

100 9 (20.5) 6 (19.4) 3(23.1)

ECOG 0.47 2

Totalmente 22 (50.0) 17 (54.8) 5(38.5)

Restriccion 19 (43.2) 11 (35.5) 8 (61.5)

Ambulatorio 2 (4.5) 2 (6.5) 0 (0.0)

Autocuidado 1(2.3) 13.2) 0 (0.0)

IMC 24.16 + 4.87 24.10+£5.0 249 +4.57 0.90°

aPrueba exacta de Fisher P Prueba t de Student ¢ Prueba de U de Mann-Whitney



Tabla 14. Factores histopatologicos de pacientes con CO estratificados por VPH

Factores hispatolégicos VPH- VPH-Positivo
n=44 (%) Negativo n=13 (%) Valor p
n=31 (%)
Tipo de carcinoma 0.66 ¢
Epidermoide 37 (84.1) 26 (83.9) 11 (84.6)
Epidermoide acantolitico 7 (15.9) 5(16.1) 2 (15.4)
Grado histoldgico 0.16°¢
Gl 2 (4.5) 2 (6.5) 0(0.0)
G2 40 (90.9) 29 (93.5) 11 (84.6)
G3 2 (4.5) 0(0.0) 2 (15.4)
Invasién perineural n=41 0.322
No 24 (58.5) 19 (63.3) 5 (45.5)
Si 2(4.9) 2 (6.6) 0(0.0)
No evaluable 15 (36.6) 9 (30.0) 6 (54.5)
Invasioén linfovascular n=42 0.026 2
No 21 (50.0) 16 (51.6) 5 (45.5)
Si 7 (16.7) 7 (22.5) 0 (0.0)
No evaluable 14 (33.3) 8 (25.8) 6 (54.5)
Invasion extracapsular 0.722
No 8(18.2) 6 (19.4) 2(15.4)
No evaluable 33 (75.0) 22 (71.0) 11 (84.6)
Si 3(6.8) 3(9.7) 0(0.0)
Etapa clinica 0.802
I 1(2.3) 0(0.0) 1(7.7)
I 1(2.3) 1(3.2) 0 (0.0)
11 5(11.4) 4 (12.9) 1(7.7)
IVa 17 (38.6) 12 (38.7) 5(38.5)
IVb 17 (38.6) 12 (38.7) 5(38.5)
Ve 3(6.8) 2 (6.5) 1(7.7) 0.004 2
P16 n=28
Negativo 16 (57.1) 15 (75.0) 1(12.5)
Positivo 12 (42.9) 5(25.0) 7 (87.5) 0.11@
P53 n=28
Negativo 18 (64.3) 11 (55.0) 7 (87.5)
Positivo 10 (35.7) 9 (45.0) 1(12.5) 0.672
P21 n=17
Negativo 13 (76.5) 9 (75.0) 4 (80.0)
Positivo 4 (23.5) 3 (25.0) 1(20.0) 0.31¢@
Respuesta al tratamiento n=20
No 10 (50.0) 6 (42.9) 4 (66.7)
Si 10 (50.0) 8 (57.1) 2(33.3)
Neutréfilos 0.58@
Normal 24 (61.5) 17 (60.7) 7 (63.6)
Alto 15 (38.5) 11 (39.3) 4 (36.4)

aPrueba exacta de Fisher



Tabla 15. Analisis univariado y multivariado de la sobrevida global de pacientes con CO.

Modelo Univariado Modelo multivariado
Variables HR (1C95%) Valor p HR (IC95%) Valor p
IMC 0.84 (0.75-0.95) 0.005 0.73 (0.60-0.88) 0.001
Tabaco
Negado Referencia
Exfumador 0.28 (0.77-1.03) 0.057 0.31 (0.002-0.40) 0.008
Fumador 1.02 (0.41-2.54) 0.950 0.34 (0.10-1.10) 0.072
Ingreso 0.99 (0.997-0.999) 0.046 0.99 (0.993-0.998) 0.003
Neutrofilos
Normal Referencia
Alto 2.66 (1.07-6.59) 0.034 10.7 (2.67-43.1) 0.001
HPV
Negativo Referencia
Positivo 0.56 (0.20-1.54) 0.268 0.82 (0.16-4.12) 0.814

SEGUIMIENTO Y SUPERVIVENCIA

En esta cohorte a 5 afios de seguimiento se presentaron 22 defunciones (50.0%).

En la figura XXX se observa un mayor nimero de muertes a mayor tiempo.

Nelson-Aalen cumulative hazard estimate
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Figura 18.-Estimacion del riesgo acumulado Nelson-Aalen



La mediana de seguimiento fue 0.81 afios (Q1=0.19 afios, Q3=2.12 afios), y la
mediana de supervivencia fue de 1.26 afios (Q1=0.20 afios), con un tiempo en

riesgo de 52.6 afios-persona.

Tabla 16. Hazard Ratio a 5 afios de seguimiento

Beg. Cun. Sj=dy. Sicl.

Interval Total Failure Bnnen Hazard Binnos F9SS Condfd. Tm. ]
0 1 44 0k 5900 Q). Oyl Q- 83487 0.1493 0.5460 L. L34
1 2 18 Q)43 Q). 0)@HL 0.4000 0.1600 0.0864 Q. TML346
2 3 12 Q). 981480 )., 031810 1. 200,60 0)., 3200 Q.. 5728 1. 3272
3 4 3 Cr. ¥ 0. 0225 1.0000 0.6124 0.0000 2. 2002
4 5 1 1.0000 2.,00,0,0 0.0000 2.0000 2..00,0,¢

SUPERVIVENCIA RELACIONADA A LA INFECCION POR VPH

La mediana de supervivencia para pacientes VPH-positivos fue de 1.73 afios
(Q1=0.31, Q3=2.27) vs 0.73 afios VPH-negativos (Q1=0.19, Q2=1.57) (P= 0.26)

Kaplan-Meier survival estimates by HPV
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Figura 21.- Estimacion de supervivencia Kaplan-Meier




El mayor nimero de muertes, tanto en pacientes VPH-positivas y VPH-negativos

ocurrié dentro de los 2 primeros afios. (Figura 17)

Nelson-Aalen cumulative hazard estimates
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Figura 24.- Estimacion de supervivencia Kaplan-Meier Nelson-Aalen
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Tabla 17. Superviviencia a 5 afios de seguimiento estratificada por VPH

Beg;. Cum. S)acl. Sied.
Interval Totagl Failure Bss05 Hazard BEsohE [99% Comnfi. DInt.
0 1 44 0j..4595 0. 089 0. 51965 Gj.. 13485 Q1. 32458 ). 8iGL:

1 2 13 0).. 4928 Q. 06" Q). G2 Q). 3% 0.1468 4. 3906
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