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1.- RESUMEN

Introduccion: El cancer oral ha sido reportado de importancia dentro de la salud
publica mundial, no solo por causar un gran nimero de casos de muerte en la
poblacién, sino porque su tratamiento habitualmente conlleva a una disminucion
importante en la calidad de vida. El carcinoma de células escamosas representa el
cancer que mas afecta a la cavidad oral y durante los ultimos afios ha aumentado
su incidencia en Chile. Diversos protagonistas de la respuesta inmune estan
implicados en el desarrollo y prondstico de los pacientes con cancer, dentro de los
cuales encontramos a los linfocitos. Durante el reclutamiento de células
inflamatorias al sitio tumoral, encontramos poblaciones correspondientes a la
respuesta inmune efectora, de la misma forma que podriamos encontrar linfocitos
T reguladores, células implicadas en suprimir una potente e ideal respuesta anti
tumor, que han sido descritas como fundamentales en la progresion tumoral. Sin
embargo hay poca evidencia del rol que tendrian estas células en el cancer oral
por lo que se torna necesario generar mayor informacion sobre los diferentes
protagonistas en la progresion del carcinoma oral, para lograr mejores
herramientas que aporten en el prondstico y principalmente nuevos enfoques

terapéuticos.

Materiales y Métodos: Estudio observacional analitico de corte transversal. En
donde se evaluara la presencia de linfocitos T reguladores en cancer oral en el
infiltrado linfocitario tumoral de Carcinoma de células escamosas. Para esto,
analizaremos biopsias realizadas en el Servicio de Anatomia Patolégica de
FOUCH (SAP). Con el diagnostico histopatoldégico de carcinoma de células
escamosas bien, moderado y pobremente diferenciado, se basara en las
caracteristicas propuestas pon Pindborg JJ et al.,, 1997, detectaremos las
poblaciones T reguladoras mediante marcaje de Foxp3+ y observaremos con

microscopia confocal y epifluorescencia.

Resultados: Se analizaron 48 muestras, la edad promedio de todos los grupos de
carcinoma fue 62,67 afos. La mayor cantidad de infiltrado inflamatorio total
promedio correspondié a COCE pobremente diferenciado (310 células), siendo



esta diferencia estadisticamente significativa respecto a mucosa sana. Se tomaron
15 muestras aleatorias de carcinoma oral, se marcaron con Foxp3 con el marcaje
Alexa Floor 488, para posteriormente ser observadas en microscopia de
epifluorescencia, donde detectamos que en la mayoria de los COCE evaluados se
detect6 células Foxp3. Este marcaje correspondié principalmente a una

localizacion citoplasmatica.

Conclusiones: La mayor cantidad de infiltrado inflamatorio total se observé en
muestras de pacientes diagnosticados con carcinoma oral de células escamosas
pobremente diferenciado. Todos los subtipos de carcinoma oral de células
escamosas presentaron mayor cantidad de infiltrado inflamatorio que la mucosa
sana. Se detectaron Linfocitos T reguladores (Treg) en carcinoma oral de células

escamosas y carcinoma verrucoso mediante el marcaje con inmunofluorescencia.



2.- MARCO TEORICO.

2.1.- INTRODUCCION

La palabra cancer se emplea para referirse a un grupo de mas de 100
enfermedades distintas con mas de 1.000 variedades histopatolégicas que
comparten como caracteristica coman una proliferacion anormal y descontrolada
de células que invaden tejidos, 6rganos proximos y distantes que, si no son
tratadas a tiempo, ocasionan la muerte de los individuos en cuyo seno se
desarrollan. EI primero en hablar de cancer fue Hipécrates y probablemente dicho
término deriva del latin cancer que significa cangrejo, ya que el tumor se adhiere a
todo lo que agarra con la misma obstinacibn que un cangrejo. El término
carcinoma hace referencia al cancer derivado de las células epiteliales (90% de
los casos de canceres) (Mufioz A. 1997). Hablamos de neoplasia cuando se
produce una proliferacion incontrolada de células somaticas producto de un
cambio irreversible en las mismas. El exceso de tejido persiste aunque cese el
estimulo. Las neoplasias pueden ser benignas, si son localizadas y no invaden los
tejidos adyacentes ni se diseminan por el resto del cuerpo, o malignas, si invaden

y destruyen tejidos y son capaces de diseminarse (Bascones A, 2004).

El cancer es un problema mundial, del cual sélo durante el afio 2008 se
reportaron un gran numero de nuevos casos en el mundo (American Cancer
Society 2008). El cancer oral y faringeo posee el sexto lugar de prevalencia en el
mundo (Warburton G. y cols. 2007; Warnakulasuriya S. 2010) y el tercero en
zonas de alta incidencia entre todos los canceres (Warnakulasuriya S. 2010), de
los cuales el carcinoma oral de células escamosas (COCE) es el mas prevalente
(World Health Organization Classification of Tumours 2005; Massano J. y cols.
2006; Carvalho A. y cols. 2009; Allama E. y cols. 2011; Barros S. y cols. 2011,
Binmadi N. Basile J. 2011; Poeschl P. y cols. 2011; Rodrigues F. y cols. 2012).

La causa de las lesiones premalignas y malignas en la cavidad bucal es

multifactorial y dentro de éstas se encuentran los efectos combinados de factores



predisponentes y causales exdégenos; como el tabaco, el alcohol, las
maloclusiones, la higiene oral defectuosa, infecciones localizadas, irritacion por
protesis y la exposicion a las toxinas, y factores endégenos, como la herencia, las
enfermedades hepéticas, la malnutricion, los factores hormonales, algunas
infecciones sistémicas como la sifilis y factores de riesgo de tipo profesional, como
exposicion a fibras textiles, refinamiento del niquel y trabajo con madera. (Armijo
Rojas R, 1986)

Existe una estrecha relacion entre el cancer y la respuesta inflamatoria que
se genera en su entorno. En condiciones ideales, en una etapa temprana las
funciones fisiologicas del sistema inmunitario reconocen y destruyen clones de
células transformadas antes de que se conviertan en masas solidas y provocando la
lisis de los que ya se hayan formado (Abbas K.A. y cols. 2008). Resulta un objetivo
tedricamente plausible apuntar en esa linea los tratamientos a futuro, de manera
complementaria a las terapias actuales (Dantas E. y cols. 2010; Lundgvist L. y cols.
2012).

2.2.- EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER ORAL

De acuerdo a las estimaciones de la International Agency for Research on
Cancer (IARC), en 2012 existieron 14.1 millones de nuevos casos de cancer en el
mundo; de éstos casos 8 millones son de paises en vias de desarrollo. Se reporta
gue en este mismo afio 8.2 millones de personas fallecieron por cancer en el
mundo, de los cuales 2,9 millones sucedieron en paises econOmicamente
desarrollados y 5,3 millones en paises en vias de desarrollo (American Cancer
Society, 2012). La sociedad americana de cancer espera que para el afio 2015,
aproximadamente 1.658.370 nuevos casos con diagnéstico de cancer, y que
589.430 americanos fallezcan por esta enfermedad (American Cancer Society,
2015). Para el aflo 2030 se esperan aproximadamente 21.7 millones de nuevos
casos con diagnoéstico de cancer y que 13 millones fallecerdn por esta

enfermedad. (American Cancer Society, 2012)



El cancer oral ha sido reconocido como una gran amenaza para la salud
publica (Wang y cols, 2012). En Estados Unidos, en 2013, el cancer oral y de
faringe representaron aproximadamente el 2,5% de los nuevos casos de cancer, y
mas de 7 mil americanos fallecieron por esta enfermedad (American Cancer
Society 2015). De acuerdo a un estudio realizado en Chile, se reportd que la
morbilidad por cancer oral y faringeo en Chile entre 1969 y 2002 correspondio
aproximadamente al 1,6% del total de canceres y que la tasa de mortalidad fue de
1% en Chile, que es inferior a EE.UU. (2-3%) y China (20%), afectando
principalmente a hombres (2,3:1 respecto a mujeres). El 84,4% de los casos en
Chile se produjo sobre los 45 afios, en ambos sexos, aumentando la morbilidad
progresivamente con la edad hasta los 75 afios. En cuanto a mortalidad, el 74% de

los casos corresponden a hombres y el 26% a mujeres (Riera P. Martinez B. 2005).

El cancer oral y faringeo juntos, poseen el sexto lugar a nivel mundial entre
todos los canceres (Warnakulasuriya S 2010, Warburton G y cols. 2007), y el
tercero en zonas de alta incidencia (Warnakulasuriya S 2010). En relaciéon al
cancer oral, algunos ejemplos de paises con alta incidencia son: Sri Lanka, India,
Pakistan, Taiwan, Hungria, Eslovaquia, Eslovenia, Cuba, Papua Nueva Guinea y
otras islas del pacifico en Melanesia y en América, Brasil, Uruguay y Puerto Rico

presentan una alta incidencia. (Warnakulasuriya S. 2010).

El Carcinoma de Células Escamosas (CCE), representa mas del 90% de los
casos de cancer oral y orofaringeo (Carvalho A. y cols 2009; Massano J. y cols.
2006; Rodrigues F. y cols. 2012; Allama E. y cols 2011; Binmadi N. Basile J. 2011;
Loba™o S. y cols. 2011; WHO, 2005; Poeschl P. y cols. 2011). Muchos estudios
reportan que el mayor nimero de casos de esta patologia se produce después de
los 45 afios (Riera y Martinez, 2005). Globalmente unos 389.650 casos de CCE
ocurrieron durante el afio 2000; 266.672 en la cavidad oral y 122.978 en
orofaringe, representando al 5% del total de canceres en hombres y al 2% en
mujeres (WHO, 2005). En nuestro pais, existen pocos estudios que se refieran a la
prevalencia de esta patologia, pero en general se ha reportado una alta frecuencia
de esta neoplasia por sobre otras en cavidad oral. El Instituto de Referencia de
Patologia Oral (IREPO) de la Universidad de Chile sefiala que el 58,6% de 728

casos de neoplasias malignas orales diagnosticadas corresponde a COCE (Rojas-
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Alcayaga GG. y cols. 2010), mientras que el Instituto Nacional del Cancer de Chile

sefala un 84,7% de 137 pacientes estudiados. (Borquez M. y cols. 2011).

En la mayoria de los paises de todo el mundo, el cancer oral es mas
prevalente en hombres que en mujeres. Las diferencias sexuales reportadas son
atribuibles a la constante indulgencia en los habitos de riesgo por los hombres. La
proporcion de hombres y mujeres con diagnoéstico de cancer oral, sin embargo, ha
disminuido a lo largo de las décadas y ahora esta alrededor de 1,5: 1 para la boca
y alrededor de 2,8: 1 para el cancer orofaringeo, lo que sugiere que algunas
caracteristicas masculinas pueden predisponer preferentemente al cancer
faringeo. El riesgo de desarrollar cancer oral aumenta con la edad y la mayoria de
los casos ocurren en personas de 50 afios o mas (Warnakulasuriya S. 2009) En
2008 se observo que este tipo de cancer representd el décimo tipo mas frecuente

en hombres en el mundo. (Itriago I. y cols, 2013)

2.3.- DEFINICION DEL COCE

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define al carcinoma oral de células
escamosas (COCE), también nombrado carcinoma escamoso, epidermoide o
espinocelular, como una neoplasia epitelial invasiva con diferentes grados de
diferenciaciébn escamosa y una tendencia a metastasis de linfonodos temprana y
extensiva, produciéndose principalmente en adultos fumadores y bebedores entre la
5@ y 6@ década de vida (World Health Organization Classification of Tumours
2005).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el afio 2005 clasifico los
tumores de la cavidad oral y orofaringe, de los cuales los tumores epiteliales
malignos se dividen en carcinoma linfoepitelial y carcinoma de células escamosas
y este dltimo en subtipos, tal como: Carcinoma Verrucoso, Carcinoma
Adenoescamoso, Carcinoma de células escamosas Basaloide, etc. (World Health
Organization (WHO), 2005).



2.4.- ETIOPATOGENIA DEL COCE

El COCE se origina a partir de una alteracion genética a nivel de una célula
llamada queratinocito oral (Scully C. Bagan J. 2009), donde se observara
histolégicamente, como requisito basico y fundamental, diferenciacion escamosa, lo
que a menudo es visto como la queratinizacion con formacion variable de “perlas” de
queratina y crecimiento invasor, este Ultimo manifestado por la ruptura de la
membrana basal extendiéndose al tejido subyacente, acompafidndose a menudo por
una reaccion del estroma. La invasion angiolinfatica y perineural se consideran
signos adicionales de malignidad (World Health Organization Classification of
Tumours 2005).

Los cambios epiteliales que preceden al COCE son descritos como displasia
epitelial, que corresponden a una definicion histopatolégica en la que encontramos
alteraciones celulares y arquitecténicas del epitelio que tiene mayor riesgo de
evolucionar a cancer (Wenig BM. 2002; World Health Organization Classification of
Tumours 2005). La Tabla | resume los cambios y alteraciones epiteliales desde una
hiperplasia hasta un carcinoma In situ de acuerdo a la informacion entregada por la
OMS (World Health Organization Classification of Tumours 2005). Para la
clasificacion, las caracteristicas arquitectdnicas, citologia y atipia celular, es decir, el
grado de des diferenciacion, son mas relevantes que el grado de queratinizacion en
superficie. (World Health Organization Classification of Tumours 2005;

Warnakulasuriya S. y cols. 2008).



HIPERPLASIA Aumento del nimero de células ya sea en su capa
espinosa (acantosis) y/o basal. Estratificacion regular sin

atipia celular.

DISPLASIA LEVE Cambio arquitecténico limitado al tercio inferior del
epitelio acompafiado de atipia citolégica, cumpliendo los

requisitos minimos para ser considerada displasia.

DISPLASIA El cambio en la arquitectura normal del epitelio se

MODERADA extiende hasta el tercio medio, acompafado de atipia
citologica.

DISPLASIA SEVERA Cambio arquitectonico del epitelio comprometiendo

mas de dos tercios del mismo con atipia celular.

CARCINOMA IN Células poseen caracteristicas malignas pero sin
SITU invasion subepitelial. No es posible reconocer esta
entidad morfolégicamente, por lo que se recomienda

para el diagnostico observar lo siguiente: anomalias

arquitectonicas de espesor total o casi completo,

acompafadas de atipia celular pronunciada, figuras

mitoticas atipicas y mitosis superficiales anormales.

Tabla I: Resumen de las alteraciones a nivel epitelial segun OMS 2005. World

Health Organization Classification of Tumours 2005
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Las mutaciones que se generan para producir una displasia no serian las
mismas que ocurren al instaurarse un proceso con caracteristicas malignas. El
mayor riesgo estaria dado porque al haber mas mutaciones seria mas probable que
se desencadene la mutacion puntual que lleve a malignidad a la célula. De esta
manera podemos explicar como se puede desarrollar un carcinoma en ausencia de
displasia previa (World Health Organization Classification of Tumours 2005;
Warnakulasuriya S. y cols. 2008).

2.5.- FACTORES DE RIESGO.

Los principales factores de riesgo para cancer oral y orofaringeo son consumo
de tabaco y alcohol, encontrandose asociacion en el 75% de los casos en EE.UU
(Silverman S. 2001). Se ha reportado un mayor aumento del riesgo del desarrollo
del CCE en pacientes con elevado consumo de alcohol (Wang et al. 2012; Riera P,
et al, 2005; Barnes L, et al, 2005). El cancer oral y orofaringeo también ha sido
asociado al consumo de marihuana, baja ingesta de frutas y verduras y tener sobre
45 afos de edad. Referente a la edad, aunque menos frecuente, se ha observado
un aumento en la frecuencia de este tipo de cancer en adultos entre 20 y 30 afios.
(Silverman S. 2001). En zonas de alta incidencia (China y sur de Asia) se han
reportado como factores de riesgo el consumo excesivo de pescado salado y el virus
Epstein Barr. Otros factores de riesgo descritos son: radiacion electromagnética,
deficiencias de hierro y vitamina A, sifilis, infecciones micéticas y virales,
inmunosupresion, alteraciones genéticas, variables demograficas vy
socioecon6micas, mala higiene oral, pero actualmente se considera el tabaco, el
consumo de alcohol y el consumo de betel como los factores de riesgo mas
importantes (Warnakulasuriya S. 2009, Vargas-Ferreira F. y cols 2012, Neville B y
cols 2002).
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2.6.- CARACTERISTICAS CLINICAS

El COCE puede presentarse en cualquier lugar de la cavidad oral y los
principales sitios de ubicacién del tumor varian de acuerdo a factores geograficos,
lo que refleja distintos factores de riesgo (Barnes y cols, 2005). Globalmente la
lengua y piso de boca son los sitios mas afectados y un examen detallado de la
cavidad bucal resulta crucial para un diagnéstico temprano. En etapas iniciales, el
COCE suele presentarse como placas blanquecinas y/o eritematosas. También
Podemos encontrar pequefias Ulceras y/o tumores que dependiendo del tamafio
podrian asociarse a: dolor, ulceracion, dolor referido, halitosis, entre otros sintomas
(World Health Organization Classification of Tumours 2005). El aspecto clinico
caracteristico es una ulcera con bordes indurados, solevantados, con crecimiento
exofitico y/o verrucoso. En lengua podemos apreciar un area roja, con nodulos o
Ulceras profusamente infiltrantes, lo que genera disminucién en su motilidad (World
Health Organization Classification of Tumours 2005). Otra caracteristica importante
a destacar del COCE en lengua es que corresponde al sitio en el cual se presenta
con mayor agresividad y en el cual existe el mayor infiltrado inflamatorio, siendo
aproximadamente 1.3 veces mas que en otros sitios (Massano J. y cols. 2006;
Lundqvist L. y cols. 2012).

Como caracteristicas comunes dentro de los carcinomas orales es que pueden
presentar una etapa pre invasiva, con la presencia de lesiones en cavidad oral
que tienen un potencial aumentado de sufrir transformacién maligna y ademas
pueden representar un mayor riesgo del desarrollo del cancer en cualquier lugar
de la cavidad oral. (Warnakulasuriya S. y cols, 2007). Estas se pueden encontrar
asi durante afios, pudiendo ser precursoras de un carcinoma (Mehrotra R. 2006).
Estas lesiones no se asocian a una etiologia identificable y corresponden
principalmente a leucoplasias homogéneas, no homogéneas Yy eritroplasias. Las
leucoplasias homogéneas usualmente se asocian con hiperplasia y solo en un 10%
a 12% con displasia. El término displasia corresponde a una definicion
histopatoldgica en la que encontramos alteraciones celulares y arquitectonicas del
epitelio que tiene mayor riesgo de evolucionar a cancer. Estas lesiones no se

asocian a una etiologia identificable y corresponde principalmente a leucoplasias y
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eritroplasias. Las eritroplasias y leucoplasias no homogéneas se asocian con mayor
frecuencia a displasia (Wenig BM. 2002; WHO, 2005). La identificacion clinica e
histopatoldgica es subjetiva, lo que indica que la biologia basica de iniciacion y

progresion neoplasica aun no es bien conocida (Mehrotra R., 2006).

2.7.- CLASIFICACION HISTOLOGICA.

Desde la publicacion del sistema de clasificacion de Broders A. (1920) a
principios del siglo XX, varios estudios han propuesto sistemas para la clasificacion
histolégica de malignidad en CCE de cabeza y cuello. EI CCE generalmente exhibe
una poblacién celular heterogénea con diferentes subpoblaciones que difieren en su
potencial invasivo y metastasico. Ademas, pueden existir clones altamente

metastasicos dentro de un tumor primario (Matos F. y cols. 2012).

El CCE se cataloga microscopicamente por un método de evaluacién
subjetiva que lo clasifica en: bien diferenciado, moderadamente diferenciado y
pobremente diferenciado, tal como se puede observar detalladamente en la Tabla I

(World Health Organization Classification of Tumours 2005).

El valor de esta clasificacion histologica es controversial y muchos autores
reconocen que este analisis aislado se correlaciona pobremente con el resultado y

la respuesta al tratamiento.
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Bien Presenta una clara diferenciacion escamosa e invasion,
diferenciado y guarda estrecha relacion con epitelio escamoso normal.
Moderadamente Presenta pleomorfismo y actividad mitética importante,
diferenciado mitosis anormales y perdida frecuente de queratinizacion
Pobremente Células predominantemente inmaduras, numerosas
diferenciado mitosis tipicas y atipicas, minima queratinizacion.
Tabla II: Grado de diferenciacion histolégico. World Health Organization

Classification of Tumours 2005.

Se ha postulado que las células mas agresivas residen en el frente invasivo
tumoral (FIT), y muchas interacciones moleculares cruciales que aumentan o inhiben
la progresion del tumor se producen en esta interfase tumor/huésped, como por
ejemplo, alteraciones en la expresién de moléculas de adhesion. En este caso, se
espera una mayor expresion de moléculas de adhesion en COCE bien diferenciado,
donde estas células mantienen su cohesiéon celular y son menos invasivos que
COCE pobremente diferenciado (Matos F. y cols. 2012).
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2.8.- TRATAMIENTO

El tratamiento del COCE es multidisciplinario, en el que participan diferentes
especialistas formando comités clinicos, los cuales planifican de forma
protocolizada el tratamiento de esta neoplasia. Aunque la cirugia y la radioterapia
son los dos métodos mas empleados, en algunos casos, sobre todo avanzados,
se emplea la quimioterapia, sola o asociada a la radioterapia, la cual estd dando
resultados satisfactorios con la nuevas pautas de actuacion (Keski-Santti H, y cols.
2006).

Actualmente, el tratamiento para el COCE se divide en intervenciones
quirdrgicas con criterio oncoldgico, y/o no quirargicas (Mesa G. y cols. 2009; Sher
D. y cols. 2011; Panghal M. y cols. 2012). El tratamiento quirargico debe ser
decidido de forma individualizada, basado en un abordaje multidisciplinario,
tomandose en cuenta resecciones con margenes de seguridad y morbilidad
posterior a ésta. El manejo no quirdrgico incluye radioterapia, especialmente de
manera postquirdrgica, y quimioterapia, principalmente como paliativo e
indicandose en neoplasias no resecables acompafado de radioterapia (Mesa G. y
cols. 2009; Sher D. y cols. 2011). El seguimiento debe realizarse al menos por 5
afnos y con frecuencia de controles no menor a 3 meses durante los primeros 2

afos y 6 meses los 3 afos siguientes (Wolff K. y cols. 2012).
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2.9.- PRONOSTICO

El prondstico del COCE depende de factores relacionados con el tumor, el
tratamiento y el paciente. Est4 generalmente aceptado que el prondstico es mejor
en carcinomas detectados tempranamente y sin metastasis. Los pacientes con
COCE detectados en estadios avanzados tienen una alta tasa de mortalidad. El
tratamiento tiene una gran relevancia en el prondstico, dependiendo de si se ha
logrado una reseccion completa del tumor en los bordes y realizado el vaciamiento
ganglios. La presencia de metastasis ganglionares es uno de los factores
pronésticos mas importantes para el pronostico del paciente, reduciendo la

supervivencia hasta el 50% (Montoro JR y cols. 2008).

Los factores prondsticos clinicos mas importantes son el tamafo del tumor,
el estado ganglionar y la presencia o0 no de metastasis. En cuanto al grado de
diferenciacion histologico, un alto grado de desdiferenciacion (pobremente
diferenciado) se relaciona con un mal prondstico. El valor de la clasificacion
mejora cuando se evallan solo los margenes profundamente invasivos del tumor.
Los tumores invasores con bordes continuos y penetrantes son menos agresivos
gue aquellos que muestran un frente que se muestra no cohesivo, con
propagacion difusa y con pequefias hebras o células individuales (World Health
Organization Classification of Tumours 2005). Las caracteristicas histolégicas
pueden diferir ampliamente de un area a otra dentro del mismo tumor, siendo el
FIT la zona con la informacion prondstica mas util y considerandose la region mas

representativa de la neoplasia (Arriagada O. y cols. 2010).

Los principales factores de riesgo que afectan adversamente el prondéstico
son: dos o mas ganglios regionales positivos, extension extracapsular de la
adenopatia o0 margenes de la reseccion positivos. Al presentarse estos factores
tendremos una mayor tasa de recurrencia, metastasis a distancia y menor tasa de
sobrevivencia (Massano J. y cols. 2006). Otras caracteristicas histologicas
asociadas con mal pronéstico son: el grosor del tumor y la invasion vascular
(World Health Organization Classification of Tumours 2005). Arriagada y cols.

(2010) sefialan que la localizacion de la lesién es relevante como factor
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pronéstico, razén por la cual condiciones como las caracteristicas del epitelio, la
vascularizacién y el drenaje subyacente pueden estar implicadas en un mejor
prondstico en la sobrevida de los pacientes que padecen COCE (Arriagada O. y
cols. 2010). No se han identificado marcadores moleculares que permitan elaborar
un pronostico inequivoco y/o de importancia predictiva (World Health Organization

Classification of Tumours 2005).

Una forma de determinar el pronostico de neoplasias malignas es utilizando
la clasificacibn TNM. Esta evalta: tamafio del tumor primario (T), numero y
ubicacion de linfonodos afectados (N) y la presencia de metastasis a distancia (M),
clasificAndose posteriormente en etapas del | al IV (Greene F. Sobin L. 2008).
Dentro de las limitaciones de esta clasificacion encontramos que no considera la
edad del paciente, el sitio anatomico de la lesidén ni factores de riesgo presentes

en el individuo que hayan podido perpetuar la lesion (Arriagada O. y cols. 2010).

Bryne y cols. (1989) publicaron el sistema de graduacion del FIT que evalua
un pequefio nimero de variables histologicas en la zona de interfase entre el
tumor y el huésped, demostrando ser util en el prondstico especificamente del
COCE. El sistema de graduacion del FIT evalta cuatro pardmetros morfoldgicos,
otorgandole a estos parametros valores que aumentan de manera progresiva de 1
a 4 cuanto mas intenso se presente el pardmetro, determinando el grado de
malignidad para cada tumor. Los parametros son:. grado de queratinizacion,
polimorfismo nuclear, patron de invasién y respuesta inflamatoria, en la cual el
patron de invasiéon muestra la forma en que la neoplasia se infiltra y desarrolla
hacia los tejidos adyacentes, y la respuesta inflamatoria refleja la reaccion

inmunoldgica del individuo contra la neoplasia (Arriagada O. y cols. 2010).

La disminucion de la tasa de sobrevida en los tumores orofaringeos
localizados mas posteriormente es conocida desde hace afos, sin embargo, en la
cavidad oral, la localizacion del tumor no es tan influyente en el pronostico. El
tamafio del tumor afecta tanto a la eleccion del tratamiento como al éxito.
Histologicamente, la afectacion de los bordes de resecciéon es un fuerte valor
predictivo (Scully C y cols. 2009; Scully C y Bagan JV. 2008; Montoro Jr y cols.
2008). En cuanto a los subtipos histologicos, el carcinoma verrucoso y el
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carcinoma cuniculatum tiene mejor pronostico que el carcinoma adenoescamoso y

que el carcinoma escamoso basaloide (Pereira y cols. 2007).

El estadiaje clinico basado en TNM seria un mejor indicador prondstico que el
grado histologico (Neville B. y cols. 2002), sin embargo es menos asertivo en etapas
tempranas de COCE (T1, T2). Algunos autores sugieren incluir el grosor del tumor
en la evaluacion, guiando el posterior tratamiento (Hubert L. y cols. 2013; Piazza C.
y cols. 2014).

2.10.- CARCINOMA VERRUCOSO

Dentro de los posibles tipos de CCE se encuentra el carcinoma verrucoso,
gque se caracteriza por ser una variante poco frecuente, bien diferenciado que fue
descrito por primera vez por Lauren Ackerman en 1947, quien notd que esta lesion
presentaba una apariencia morfolégica caracteristica y un comportamiento clinico
especifico y deberia ser separada de los otros subtipos histolégicos de CCE,
porque aun con lesiones extensas, esta lesion tiene un excelente prondstico con el

tratamiento apropiado. (Ackerman, L., 1948)

Considerado como un carcinoma con capacidad limitada de invadir y dar
metastasis, en cavidad oral, el CV representa solamente el 2% al 12% de todas
las neoplasias epiteliales. Este tumor es de crecimiento lento, agresivo localmente,
pero bien delimitado. Linfonodos cervicales son palpables en algunos casos y
metastasis son muy poco frecuentes. (Rekha KP, et al, 2010).

El Carcinoma Verrucoso (CV) corresponde a una variante del CCE bien
diferenciado con crecimiento lento, exofitico y verrucoso. El 75% de todos los casos
de CV se producen en la cavidad oral (World Health Organization Classification of
Tumours 2005; Cisternas A. Torrente M. 2008).

Clinicamente se puede observar una lesion exofitica, de crecimiento lento, de
forma verrucosa y con etiologia desconocida. El CV ha sido asociado al consumo

de tabaco crénico en todas sus variedades y al virus papiloma humano, genotipos
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16, 18 y, raramente, 6 y 11, que han sido asociado en aproximadamente un 40%
de los casos de carcinoma verrucoso oral (CVO) (WHO, 2005). EI CVO comienza
como una placa blanca, bien delimitada, la cual rapidamente aumenta de espesor
y se desarrollan proyecciones superficiales papilares o verruciforme. Las lesiones
ocasionalmente se presentan como masas papulares eritematosas o rosadas. El
color depende de la cantidad de queratina producida y el grado de respuesta
inflamatoria del huésped al tumor. Esta patologia casi siempre permanece con una
base amplia o sésil y puede llegar a tener un crecimiento lateral bastante extenso
dependiendo del momento del diagnostico. La sobre infeccidon por hongos es rara,
sin embargo pueden ocurrir, siendo algo pedunculados. La queratosis se pueden
observar en las superficies mucosas adyacentes de pacientes que mastiquen
tabaco. A menos que el tumor se infecte o esté invadiendo el tejido nervioso, el
CVO es una lesion asintomatica. La ulceracion en superficie y hemorragia no son
usuales, al menos que en el tumor exista un foco de CCE (World Health
Organization Classification of Tumours 2005; Cisternas A. Torrente M. 2008).

Histolégicamente el CVO se presenta con invaginaciones del estroma en
forma de agrupaciones papilares engrosadas y romas de epitelio escamoso bien
diferenciado y con marcada queratinizacion. El epitelio escamoso carece de los
criterios citolégicos habituales de malignidad, y por morfometria las células son
mas grandes que las observadas en CCE. Las mitosis son raras, y se observan en
las capas basales. La sintesis de ADN (fase S), también esta limitada
principalmente a las capas basales. CVO invade el estroma desplazando la
membrana basal, en lugar de infiltrarse hacia el conjuntivo subyacente. Es posible
observar microabscesos intraepiteliales, y la abundante queratina puede provocar
una reaccion a cuerpo extrafio. En cuanto al sistema inmune, la respuesta linfocitica
del hospedero ante el CVO es intensa (World Health Organization Classification of
Tumours 2005; Adorno D. y cols. 2010).

Microscopicamente esta lesion estd compuesta por células escamosas muy
bien diferenciadas que conforman un tejido epitelial exageradamente engrosado,
con una amplia base tumoral localmente invasiva y largas entrantes y salientes
hacia el tejido conjuntivo subyacente con una membrana basal intacta. El epitelio

muestra una alta diferenciacion con poca actividad mitética, pleomorfismo e
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hipercromatismo. De cualquier manera, algunos tipos mas agresivos del tumor,
que son raros pueden presentar con atipias de nucleo y mas frecuentemente,
areas de carcinoma en proceso de invasion, lo cual sugieren un diagndstico
menos favorable de CCE. En el estroma, frecuentemente se aprecia una reaccion
inflamatoria compuesta por linfocitos y células plasmaticas. (Gimenez- Conti, | et
al, 1996)

La mucosa que rodea al CVO muestra una transicion progresiva desde la
hiperplasia hasta el CVO. Una depresion en forma de taza que a menudo rodea al
tumor es el sitio ideal para realizar la biopsia. La sobrevivencia a 5 afios con
extirpacién quirdrgica extensa, y sin diseccion de cuello, es del 80-90%, pero el
8% de los pacientes requieren al menos un procedimiento quirdrgico adicional
durante ese tiempo. Los fracasos del tratamiento por lo general ocurren en los
pacientes con un compromiso muy amplio de la lesiébn o en aquellos que no
pueden tolerar la cirugia extensa, debido a enfermedades sistémicas no
relacionadas con la patologia cancerigena. No hay marcadores moleculares u
otros que hayan demostrado importancia en el pronéstico para CV. Sin embargo,
una quinta parte de estos tumores contienen un CCE coexistente que no puede
ser identificado sin un extenso seccionamiento histolégico. Tales tumores hibridos
tienen una mayor tendencia a recidiva local y una ligera tendencia a hacer
metéstasis ipsilateral en el cuello (World Health Organization Classification of
Tumours 2005, Candau-Alvarez, et al. 2014).
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2.11.- INMUNOLOGIA ANTITUMORAL Y COCE

La relacion inmunoldgica funcional entre respuesta inflamatoria y desarrollo del
cancer no es nueva. En 1863 Virchow plante6 que el origen del cancer estaba en las
zonas de reaccion inflamatoria cronica, donde la conjuncién de irritantes, dafio tisular
e inflamacion desencadenaban una respuesta proliferativa celular. Por tanto, el
comportamiento neoplasico seria producto de interrelaciones huésped/tumor,
relacionando la presencia de células inflamatorias con el crecimiento neoplésico.
Diversos estudios han demostrado que células inflamatorias contribuirian al proceso
de invasion y metastasis, sin embargo, el efecto real de la respuesta inflamatoria

local ante la invasion neoplasica aun es controversial (Arriagada O. y cols. 2010).

La caracteristica distintiva del sistema inmune es la capacidad de discriminar
entre antigenos propios y antigenos ajenos. El sistema inmune debe ser capaz de
mantener la tolerancia a antigenos propios y, sin embargo, ser capaz de efectuar
una respuesta inmune contra patdgenos y células malignas. La relacion entre la
tolerancia y la inmunidad es dindmica y se puede describir como los dos extremos
de una escala, que deberian estar delicadamente balanceadas. La minima
predisposicion hacia uno de los extremos puede conducir a las manifestaciones
patolégicas tales como infecciones, tumores malignos o autoinmunidad. La
actividad timica constituye el principal proceso de la tolerancia central en el que la
mayoria de los linfocitos T con fuerte auto-reactividad se suprimen durante el
proceso de desarrollo (105). Después de la salida del timo, las células T maduras
son objeto de la seleccion secundaria (la tolerancia periférica) por el que la
mayoria de las células T autoreactivas son eliminadas o convertidas en anérgicas
(falta de reactividad) (106). Sin embargo, incluso bajo la estricta regulacion de la
tolerancia central y periférica, existe una evidencia que en la periferia de los
individuos normales estan presentes los linfocitos potenciales con el riesgo de
autoreaccion. (107). Las células T autorreactivas residuales pueden permanecer
en estado latente, debido a la falta de coestimulacion de las células presentadoras
de antigenos o al aislamiento de los antigenos propios. Ademas de estos
mecanismos pasivos, la evidencia acumulada en los ultimos 15 afios, indica que

las células CD4+ CD25+, o linfocitos T reguladores (Treg) desempefian un papel
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importante en el mantenimiento de la auto-tolerancia periférica asi como en la
regulacion de descenso de las diversas respuestas inmunes (108, 109). Aunque la
tolerancia periférica es esencial para el adecuado funcionamiento del sistema
inmunologico, una inadecuada funcionalidad de los Treg puede convertirse en un
mecanismo de evasion por el cual las células tumorales evitan el reconocimiento y
la destruccion por el sistema inmunologico (110). Ademéas de los Treg, otras
células con capacidad inmunosupresora presentes en los tumores se han descrito,
entre ellas las células supresores derivadas de células mieloides (MDSCs), los
macrofagos asociados al tumor (TAM), las células T natural killers (NKT) y varias

subpoblaciones de células dendriticas (DC) (111).

El factor mas importante que influye en el prondstico del COCE es la etapa
clinica de la enfermedad al momento de confirmarse el diagndstico (Dantas E. y
cols. 2010). El crecimiento de los tumores malignos esta determinado en gran parte
por la capacidad proliferativa de las células tumorales y de la capacidad de invadir
los tejidos del huésped y producir metéstasis. La posibilidad de poder generar
respuestas antitumorales comandadas por el sistema inmune ha impulsado muchos

trabajos en el campo de la inmunologia antitumoral (Abbas K. y cols. 2008).

La vigilancia inmunitaria es un concepto acufiado por Macfarlane Burnet en los
afos cincuenta y sefiala que una funcion fisiol6gica del sistema inmunitario es
reconocer y destruir clones de células transformadas antes de que se conviertan en
tumores, provocando la lisis de los que ya se hayan formado (Burnet M. 1970; Abbas
K. y cols. 2008). Sin embargo, el concepto de vigilancia inmunitaria fue dejado de
lado durante muchos afios teniendo un renacer debido, entre otras cosas, al andlisis
de multiples modelos de tumores en ratones, los cuales ya sea que presentaron o
bien se les indujo una variedad de células y moléculas inmunolégicamente alteradas,
incluyendo subpoblaciones de linfocitos T y B, IFN-y, STAT1 y perforina, lograron
responder frente a esta alteracion, gracias al sistema inmune, quien protegi
efectivamente contra el desarrollo del cancer. Este resultado, sin embargo, plantea el
cuestionamiento de por qué los organismos con sistemas inmunoldgicos intactos
desarrollan enfermedad neoplasica (Dunn G. y cols. 2004; Uppaluri R. y cols. 2008).
Como se puede observar esta relacion inmunolégica entre respuesta linfocitaria ante

desarrollo del cancer no es nueva y actualmente se ha retomado el concepto de
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vigilancia inmunitaria a la luz de los nuevos conocimientos. Por otro lado y ahora
estableciendo la relacion inversa, es decir, desarrollo de cancer ante inflamacion,
algunos autores sefialan que el comportamiento neoplasico seria producto de
interrelaciones huésped/tumor, relacionando la presencia de células inflamatorias
con el crecimiento neoplasico (Abbas K. y cols. 2008). Diversos estudios han
demostrado que células inflamatorias contribuirian al proceso de invasion y
metastasis, sin embargo, el efecto real de la respuesta inflamatoria local ante la
invasion neoplasica aun es controversial (Arriagada O. y cols. 2010). Mejorando los
conocimientos respecto del efecto real de la respuesta inflamatoria ante la invasion
neoplasica, un objetivo l6gico y teéricamente posible, seria apuntar a la modulacién
del sistema inmune como linea terapéutica para destruir tumores (Burnet M. 1970;
Abbas K. y cols. 2008; Arriagada O. y cols. 2010).

Tanto la infiltracion de células inmunes como el patréon de inflamacién en el
microambiente del tumor podria contribuir a la inhibicién del crecimiento tumoral, sin
embargo algunos autores postulan que también podrian contribuir a la progresion y
metastasis del cancer. El infiltrado mononuclear, es decir, macréfagos, natural killer,
mastocitos y linfocitos, ademas de eosindfilos, células endoteliales y fibroblastos
corresponden al componente inflamatorio predominante en el estroma que rodea al
cancer. El nimero y tipo de célula que compone este infiltrado mononuclear en
tumores solidos, esta relacionado con la produccién local de citoquinas y otros
factores quimotacticos tanto por parte del hospedero como del propio tumor (Oliveira
H. y cols. 2007; Lee J. y cols. 2010).

Los recientes avances en inmunologia tumoral han revelado que los “canceres
clinicos”, es decir que se encuentran ya de manera visible clinicamente, se
presentan como tales después de evadir la inmunovigilancia del hospedero. Por
esta razén un cancer clinicamente visible presentara baja inmunogenicidad o bien
tendra la capacidad de atenuar la inmunidad antitumoral del hospedero. El
establecimiento de este “cancer clinico” presenta diversos grados de infiltrado
linfocitario tumoral (ILT), sugiriéndose que este fendmeno corresponderia a una
manifestacion de la respuesta inmune del huésped contra las células cancerigenas,

sin embargo, el resultado clinico no parece ser dependiente del nimero total de ILT,
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sino mas bien de los variados tipos de ILT (por ejemplo, con células CD8+, linfocitos
T citotoxicos (LTc), CD4+ células T helper, células NK, CD56+ células T reguladoras
inmunosupresoras Foxp3). EL efecto regulador de la inmunidad de Foxp3 se basa
en ser un factor regulador de la transcripcion de mRNA para ciertas células
reguladoras (CD4+, CD25+), favoreciendo la expresion de ellas en ausencia de
Foxp3, o disminuyendo la expresion de estas células reguladoras en caso de
aumentar la concentracion de Foxp3 (Gonzélez J. y cols. 2010). Actualmente se ha
demostrado que la infiltracion del tumor por células TCD8+ (que tedricamente incluye
LTc) se asocia con un mejor prongstico en varios tipos de canceres. Estos resultados
apoyan la idea de que una vez establecido el cancer, éste se asocia con la
inmunidad antitumoral teniendo este ultimo cierta eficacia. Sin embargo, el ILT
antitumoral puede llegar a afectarse una vez que se encuentra presente dentro del
microambiente del tumor, incluso el ILT podria llegar a favorecer el crecimiento del
tumor. Por otro lado, se ha demostrado que células T reguladoras (TreQ)
inmunosupresoras infiltrantes de tumor Foxp3+ se han asociado con una menor
sobrevivencia, apoyando su rol en la supresion de la inmunidad antitumoral del
hospedero. Estos resultados sugieren fuertemente que el equilibrio entre células
efectoras y células reguladoras en el microambiente tumoral es critico para la

sobrevivencia de los pacientes (Watanabe Y. y cols. 2010).

Siendo asi, se destaca la importancia de estudiar los diversos participantes
inmunoldgicos que actlan en la respuesta anti-tumoral e inflamatoria, y uno de ellos
son los Linfocitos T Reguladores que desde que fueron caracterizados existe
abundante evidencia que apoya la influencia de estas subpoblaciones en las
respuestas antitumorales. La modulacién de la respuesta inmune reguladora se
relaciona con una mayor sobrevida. En un paciente con melanoma, tratados con
vacunas de ceélulas dendriticas mostraron una relacion estadisticamente significativa,
entre mayor sobrevida y niveles menores de linfocitos T productores de TGF-B.
(L6pez M, et al, 2009).
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2.12.- CELULAS T REGULADORAS

Los linfocitos T reguladores (Treg) constituyen un grupo particular de
linfocitos TCD4+, que desempefian un rol fundamental en la mantencion de la
tolerancia a antigenos propios, evitan la aparicion de enfermedades autoinmunes,
controlan el desarrollo de una respuesta inmune exagerada o aberrante frente a
agentes patdégenos o frente a distintos alérgenos, ayudan a disminuir el masivo
estimulo proinflamatorio de la microbiota comensal del tracto digestivo y favorecen
el escape de las células tumorales al control inmunoldgico (Sakaguchi y col., 2006,
Yamaguchi y col., 2006, Sakaguchi y col., 2008, Belkaid y Tarbell 2009). Las
poblaciones celulares que son suprimidas por estos linfocitos Tregs, incluyen
linfocitos TCDA4+, linfocitos TCD8+, linfocitos NKT, células dendriticas (CDs),
monocitos/macréfagos, linfocitos B y células natural Killer (células NK) (Kim 2006,
Ziegler 2006).

Los Treg desempefian un papel importante en el control de la reactividad
inmunitaria contra los antigenos propios y tienen la capacidad de inhibir las
respuestas inflamatorias crénicas y mantener la tolerancia inmune en el tumor de
los huéspedes portadores (Sakaguchi S. 2000). Las células Treg fueron por
primera vez descubiertos por Sakaguchi (Sakaguchi S, y cols. 2000) hace mas de
una década y se describieron como una poblacion menor de células T CD4+ que
coexpresaron CD25. Aunque con los Treg no se puede asociar ningun marcador
de superficie especifico, el factor de transcripcién FoxP3 (forkhead box P3) ha sido
identificado como una proteina clave para el desarrollo y la funcién de células Treg
(Hori S, y cols. 2003). Las células Treg se generan, in vitro e in vivo, a partir de
células CD4+ T maduras bajo condiciones especificas de la estimulacion del
antigeno o la exposicion a citoquinas (Kretschmer K, y cols. 2005). Las células
Treg se pueden clasificar ademas sobre la base de su perfil de citoquinas
sintetizado. Asi, la activacion cronica de los linfocitos Treg CD4+ humanos y de
ratbn en presencia de interleuquina (IL)-10 da lugar a las células Trl1 (T
reguladoras tipo 1) con baja capacidad proliferativa que producen altos niveles de
IL-10, bajos niveles de IL-2 y no produce IL-4 (Levings MK, y cols. 2001). Las

células Th3 (tipo T helper 3), una poblacién que produce un alto nivel de TGF-j3,
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son preferentemente inducidas por las células dendriticas en el intestino y su
induccion es mayor en presencia de IL-4, el TGF-B, IL-10, y anti-IL-12 (Carrier Y, y
cols. 2007; Seder RA, y cols. 1998). Ademas, las células T reguladoras pueden
ser derivadas de células T CD8+. También se ha identificado que el subconjunto
de células CD8+ CD25+ T reguladoras comparte el fenotipo, las caracteristicas
funcionales y el mecanismo de accién con las células CD4+ CD25+ T reguladoras
naturales (Bienvenu B, y cols. 2005).

Se ha demostrado que las células Treg son capaces de inhibir una gran
variedad de respuestas inmune, tanto in vitro como in vivo (Kingsley CIl y cols.
2002). A pesar de que las células Treg requieren la activacion por la exposicién al
antigeno para iniciar las funciones supresoras, la fase efectora (de supresion) es
independiente de la especificidad antigénica. Se han descrito multiples
mecanismos de represion por las células Treg, con diferencias observadas entre la
supresion in vitro e in vivo y los resultados entre los distintos subconjuntos de
células Treg. Las citoquinas solubles, los mecanismos dependientes del contacto
célula-célula, o ambos, han demostrado que contribuyen a las actividades de
supresion mediada por las células Treg. En muchos sistemas experimentales las
Treg funcionan in vivo produciendo las citocinas inmunosupresoras IL-10
(Annacker O, y cols. 2000) y el TGF-B (Levings MK, y cols. 2002) y por un
mecanismo dependiente del contacto celular (Takahasshi T, y cols. 1998). Estas
células expresan un alto nivel de GITR (glucocorticoid-induced tumor necrosis
factor receptor) y las moléculas FoxP3 y median la supresion inmune a través de
un mecanismo de contacto célula-célula (Hori S, y cols. 2005; Sakaguchi S, y cols.
2001).

En la actualidad, el marcador mas confiable para definir y aislar linfocitos
Tregs es el factor de transcripcion Foxp3 (Fontenot y col., 2003, Hori y col., 2003,
Khattri y col., 2003). La expresion de Foxp3 se encuentra altamente restringida a
linfocitos Tap, siendo casi indetectable en linfocitos Ty, linfocitos B, células NK,
macrofagos y ceélulas dendriticas. Aun, cuando la expresion de Foxp3 parece
restringida a linfocitos T CD4+, existen linfocitos T CD8+ que también pueden

expresar este factor de transcripcion (Vergara, U. 2009).
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En CCE se observo que pacientes con cancer escamoso de cabeza y cuello
tuvieron aumentados los niveles de células Treg con respecto a individuos controles.
(Bouceck J. et al, 2009) Recientemente se ha publicado un articulo en que la
cantidad de linfocitos T y células de Langerhans esta aumentada en leucoplasias con
diagnostico histopatolégico de displasia intraepitelial en comparacion a tejidos sanos
y este aumento es drasticamente mayor en CCE. (Ohman J. et al, 2012) Por otra
parte, se han observado diferencias en la cantidad de linfocitos Tregs Foxp3+, entre
los grados histolégicos del CCE, donde carcinomas bien diferenciados mostraron
una baja expresion significativa de células Treg FoxP3+ en comparacion con los
tumores moderadamente y pobremente diferenciados, existiendo una correlacion
lineal significativa entre el grado del tumor y la cantidad de linfocitos infiltrantes de
tumor. (Dalal Al-Qahtani et al, 2011, Biron C A. et al, 1999, Imanquli M M. et al,
2014).

Por lo tanto, comprender la etiopatogenia del COCE a nivel celular y
molecular, su relacion tanto cuantitativa como cualitativa con el sistema inmune y
de gqué manera estas células se relacionan entre si resulta crucial para llevar a

cabo estas nuevas lineas de tratamiento.
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2.13.- MECANISMOS DE EVASION DE LA RESPUESTA INMUNE
ANTITUMORAL MEDIADOS POR CELULAS T REGULADORAS.

Segun North y col. (North RJ, y cols. 1990.) las células Treg pueden
desempeiiar un papel significativo en la supresion de la inmunidad antitumoral.
Aunque el origen de las células Treg tumorales sigue siendo poco estudiado,
parece que pueden surgir a partir de la activacion por antigenos de las células T
CD4+CD25- en el medio de la supresién inmune derivada de la accion de las
citoquinas en el sitio de localizacion de tumor (Dieckmann D, y cols. 2002). El
papel de las células Treg en la inmunidad antitumoral ha sido evaluado en un
modelo murino de tumor poco inmunogénico, donde se encontraron pruebas de
que las células Treg impiden una eficaz inmunovigilancia tumoral, inhiben las
respuestas inmunes antitumorales inducidas y promueven la progresion tumoral
(Turk MJ. 2004). La existencia de la supresion inmunitaria mediada por las células
T CD4+ también se ha demostrado en los canceres humanos (Chakraborty NG, y
cols. 1990). Asi, la eliminacion de células T CD4+CD25 + por un anticuerpo anti-
CD25 en modelos animales provoca una mayor respuesta antitumoral (Tanaka H,
y cols. 2002, Casey S. y cols. 2014). Recientemente, el aumento de las
proporciones de células Treg se han detectado en varios pacientes con diferentes
tipos de cénceres, incluidos los de pulmoén, de mama y los tumores de ovario
(Seder RA, y cols. 1998), demostrando que las células Treg suprimen la
proliferacion de las células T CD4+ e inhiben la secrecidén de IL-2 por las células

CD4+ efectoras bajo la activacion especifica del tumor. (Casey S. y cols. 2014.)

Varios linajes celulares han sido objeto de investigacion con el fin de
determinar la mejor forma de suprimir la tolerancia inmune inducida por el tumor.
Uno de los linajes mas importantes, son los Treg. Por lo tanto, una estrategia para
modular los efectos de la tolerancia inmune puede ser la reduccién de células Treg

en pacientes con cancer.

En estudios previos por el SAP de la FOUCH se encontr6 un aumento
significativo de infiltrado inflamatorio en los diferentes grados de diferenciacion

celular del carcinoma oral de células escamosas, carcinoma verrucoso y los
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diferentes subtipos de carcinoma, lo que indica un aumento de la respuesta

inflamatoria ante este tipo de enfermedades.

Diversos protagonistas de la respuesta inmune estan implicados en el
desarrollo y pronéstico de los pacientes con cancer, una de ellas son los linfocitos
T reguladores, células implicadas en suprimir una potente e ideal respuesta anti-
tumor y han sido descritas como fundamentales en la progresién tumoral. Sin
embargo, hay poca evidencia del rol que tendrian estas células en el cancer oral
por lo que se torna necesario generar mayor informacion sobre los diferentes
protagonistas en la progresion del carcinoma, para lograr mayor precision en el

prondéstico y mayores herramientas en la busqueda de terapias anti tumor.
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3. HIPOTESIS

Estudios en nuestro grupo, han encontrado un significativo aumento del
infiltrado inflamatorio en respuesta a la agresion tumoral, en biopsias de pacientes

con COCE. Considerando estos antecedentes postulamos que:

Detectaremos la presencia de linfocitos T reguladores dentro del
infiltrado celular inflamatorio presente en el carcinoma oral de células

escamaosas.
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4. OBJETIVO GENERAL

Detectar la presencia de linfocitos T reguladores en carcinoma oral de

células escamosas, carcinoma verrucoso y mucosa oral sana.
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5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la cantidad de infiltrado inflamatorio en carcinoma oral de

células escamosas

Determinar la cantidad de infiltrado inflamatorio en carcinoma verrucoso

oral
Determinar la cantidad de infiltrado inflamatorio en tejido sano

Comparar la cantidad de infiltrado inflamatorio en los diferentes subtipos de

carcinoma con mucosa normal.

Montaje de la técnica de inmunofluorescencia, y estandarizacion del

protocolo para muestras incluidas en parafina.

Detectar la presencia de linfocitos T reguladores en carcinoma oral
de células escamosas, mediante marcaje con inmunofluorescencia para
FoxP3

Detectar la presencia de linfocitos T reguladores en carcinoma verrucoso,

mediante marcaje con inmunofluorescencia para Foxp3

Detectar la presencia de linfocitos T reguladores en mucosa sana, mediante

marcaje con inmunofluorescencia para Foxp3
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6. METODOLOGIA

6.1.- TIPO DE ESTUDIO

El disefio de este estudio ser4 de tipo observacional analitico de corte

transversal.

6.2.- FUENTE DE INFORMACION

Desde la base de datos del Servicio de Anatomia Patologica (SAP), del
departamento de Patologia y Medicina Oral, de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile (FOUCH), se seleccionaron muestras con diagnostico
histopatolégico a partir de las palabras claves: “carcinoma oral de células
escamosas”; “carcinoma espinocelular’; “carcinoma de células escamosas’;

“carcinoma epidermoide”; “carcinoma verrucoso”; “mucosa sana”, entre los afos
1985y 2013.

6.3.- DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Se seleccionaron un total de 48 muestras de biopsias incisionales. De las
cuales, 11 muestras tuvieron diagnostico histopatologico de carcinoma oral de
células escamosas (COCE) bien diferenciado, 10 muestras de COCE
moderadamente diferenciado, 10 muestras de COCE pobremente diferenciado,
11 muestras de carcinoma verrucoso (CV) y 6 muestras de mucosa oral sana.
Estas Ultimas correspondientes a muestras con caracteristicas clinicas de una
lesion sospechosa que ameritaba una biopsia, pero que bajo el analisis
histopatolégico correspondid a mucosa oral sana. Estos diagnosticos fueron
reconfirmados antes de comenzar su procesamiento y analizados segun la
Clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud del 2005 por un
Patdlogo Oral (WHO Classification of tumours 2005).
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6.4.- CRITERIOS DE INCLUSION:

e Muestras de mucosa oral con diagndéstico de COCE bien, moderadamente y

pobremente diferenciado.

e Muestras de mucosa oral con diagnostico de carcinoma verrucoso.

e Muestras de mucosa oral sana.

6.5.- CRITERIOS DE EXCLUSION:

e Muestras con localizacion anatémica de paladar blando y labio.

e Muestras con tejido insuficiente para ser procesado.

e Muestras sin fichas clinicas o con informacion insuficiente en ellas.

e Muestras que en el proceso de confirmacién diagnéstico histopatolégico,

éste no coincidio con el diagndstico inicial.
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6.6.- RECUENTO LINFOCITARIO

El procesamiento y andlisis histopatologico de las muestras se llevé a cabo
en el Servicio de Anatomia Patologica del Departamento de Patologia y Medicina
Oral de la FOUCH (SAP).

El analisis histopatologico de confirmacion diagndstica se realizé bajo
microscopia éptica en cada una de las 48 piezas histologicas seleccionadas, todas
ellas fijadas en formalina e incluidas en parafina, presentes y registradas en el
SAP de la FOUCH. Cada una de las piezas fue cortada con microtomo de rotacion
para obtener una muestra de 4um. Posteriormente se realizdé el desparafinado
(xileno 2x10 min), hidratacién (etanol 100° 2x10 min, etanol 95° 2x5 min, etanol
70° 10 min, agua corriente 10 min), tincidon (Hematoxilina de Harris 2 min, agua
corriente 15 min, eosina 1 min, agua corriente 10 min), deshidratacién (etanol 70°
1 min, etanol 95° 2x1min, etanol 100° 2x2 min) xileno 2x5 min y el montaje final. El

analisis histologico fue realizado por un Patologo Oral.

Todas las muestras fueron observadas a través de microscopia Optica. Se
realizaron fotos de las muestras en HE de 10X y 40X para confirmar el

diagnéstico.

Para el recuento linfocitario cada muestra fue recorrida para seleccionar la

zona proxima al tumor que representara mayor infiltrado inflamatorio.

Para cada una de estas zonas se toma 2 fotos al 40X, por cada foto de tomo
un area que representara la mayor cantidad de infiltrado inflamatorio, por medio
del programa “Paint”. Posteriormente, se realiz6 manualmente, el conteo de cada
célula del infiltrado inflamatorio marcada en el area seleccionada. Para esto se
consideré como area total de trabajo solamente la zona de tejido conjuntivo, la
cual se desconto del area total de la foto (4.940.000 pixeles), que contemplaba
zonas de tejido neoplasico y zonas con poca muestra. Lo anterior se hizo para

comparar de manera mas equitativa, solo el tejido conjuntivo.
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Para simplificar las comparaciones entre grupos y muestras, se dividio la
sumatoria del area total de trabajo (por foto), por el area total por foto (4.940.000

pixeles), lo que nos permitié obtener el area final de trabajo por muestra.

Al dividir la cantidad total de células del infiltrado inflamatorio por el area final
de trabajo, obtuvimos la cantidad de células del infiltrado inflamatorio por foto, lo

que permitio realizar las comparaciones correspondientes.

6.7.- RECOLECCION DE DATOS.

El procesamiento y andlisis histopatoldgico de las muestras se llevé a cabo
en el laboratorio de anatomia patolégica del Departamento de Patologia y
Medicina Oral de la FOUCH.

El analisis histopatolégico de confirmacion diagnostica se realizé bajo
microscopia Optica en cada una de las 50 piezas histoldgicas seleccionadas, todas
ellas fijadas en formalina e incluidas en parafina, presentes y registradas en el
SAP de la FOUCH. Cada una de las piezas fue cortada con micro6tomo de rotacion
para obtener una muestra de 4um. Posteriormente se realiz6 el desparafinado
(xileno 2x10 min), hidratacion (etanol 100° 2x10 min, etanol 96° 10 min, etanol 80°
10 min, agua corriente 10 min), tincion (Hematoxilina 3 min, agua corriente 15 min,
eosina 30 seg, agua corriente 10 min), deshidratacion (etanol 80° 10 min, etanol
96° 10 min, etanol 100° 2x10 min) xileno 2x10 min y el montaje final. El andlisis

histoldgico fue realizado por un observador que es patélogo oral.
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6.8.- TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA

Se seleccionaron muestras en linfonodo y tejido sano para estandarizar la
técnica. Para la deteccidbn en cancer propiamente tal se seleccionaron 15
muestras de pacientes con carcinoma oral, y de esta forma detectar al factor

transcripcional Foxp3 en el infiltrado linfocitario.

Las muestras de pacientes seleccionadas corresponden a: diez carcinomas
orales de células escamosas, cinco de carcinoma verrucoso. Los controles fueron

cinco correspondientes a linfonodos y cinco de mucosa oral control sano.

Las biopsias inmersas en los bloques de parafina fueron cortadas en
secciones de 3 pum de espesor con un micrétomo de rotacién Reichert-Jung.
Luego, se montaron sobre portaobjetos silanizados (3-aminopropiltrieoxisilano,
Polysciences, Inc., USA). Posteriormente, los portaobjetos con las muestras se

llevaron a la estufa de secado por una hora a 60° C y toda la noche a 37°C.

Para la desparafinizacion de las muestras se incubaron en una estufa a 60°C
por 90 minutos y luego se sometieron a un tren de alcoholes. La bateria de
deshidratacion y rehidrataciéon estaba compuesto por dos bafios de xilol por cinco
minutos cada uno. A continuacion, las muestras se dejaron por dos minutos cada
paso en un tren de alcoholes 100%, 96%, 70%, 50%, 25% y agua destilada por

diez minutos.

Una vez desparafinadas las muestras, se dejaron en un copler con 50 ml de
buffer EDTA 1mM a pH 8 por 20 minutos a 96°C en una vaporera precalentada.
Luego, las muestras se retiraron del calor humedo y se incubaron por cinco

minutos a temperatura ambiente.

A continuacién, se realizaron dos lavados con agua bidestilada, dos lavados
con PBS 1X y un lavado con PBS — Triton al 0,3% durante cinco minutos cada

uno.
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Luego de la recuperacién antigénica, se delimitaron los cortes con lapiz
hidrofobo (EmmEdge ™ Pen, Vector Laboratories, Inc, Burlingame, CA, Cat. No H
-4000) y se incubaron con una gota de glicina 100 mM por diez minutos.
Posteriormente, se agreg6 una gota de solucion de bloqueo (Protein Block Serum-
Free Ready-To-Use, Dako) por corte y se dej6 incubar a temperatura ambiente por

diez minutos.

A los cortes se les adicionaron 50 pl de solucién de anticuerpo primario a
concentracion 1:40 de FoxP3 (Anti-hFoxP3, hFoxp3 Affinity purified Goat IgG,
Catalog Number AF3240, R&D Systems) y se incubaron en camara humeda a 4°C

durante la noche.

Al dia siguiente, los cortes se lavaron tres veces con PBS- Triton al 0,3% por
cinco minutos cada lavado. Luego, las muestras se incubaron con 50 upl de
anticuerpo secundario conjugado al fluoréforo Alexa Fluor 488 (Molecular Probes,

Invitrogen, Eugene, OR, USA) a 4°C durante una hora.

A continuacion, se realizaron tres lavados con PBS — Triton al 0,3% por cinco
minutos cada vez. Luego, se agregaron 50 ul del marcador nuclear DAPI (4 ',6-
diamino-2-fenilindol) a concentracion 1:50.000 diluido en PBS — Triton y se

incubaron durante un minuto a temperatura ambiente.

Luego se realizaron dos lavados con PBS — Tritdn al 0,3% por cinco minutos
cada uno, dos lavados con PBS 1X por cinco minutos cada uno y por ultimo dos
lavados con agua bidestilada.

Se secaron los portaobjetos sin dafiar la muestra y se agregé el medio de

montaje (Fluorescent Mounting Medium Dako), para dejar a 4°C y se visualizaron

al dia siguiente.
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La observacion de muestras fue realizada en un microscopio de
epifluorescencia y la documentacion fotografica se realiz6 con el software Nis
Elements. Se utilizd6 un microscopio invertido motorizado en eje Z modelo Eclipse
Ti — E (Nikon).

La cuantificacion de la marca se realizé con la obtencién de tres campos
visuales por seccion observada. Para cada campo, se utilizd una imagen con cada
filtro de longitud de onda, una correspondiente al filtro azul para DAPI y otra
correspondiente al filtro verde para Alexa Fluor 488.

El procesamiento y cuantificacion de la intensidad de la fluorescencia de las

imagenes se llevé a cabo con el software Image J (funcion analyse/ measure).

Cada determinacién se normaliz6 con respecto al control negativo de la
técnica, a través del uso de anticuerpos control de Isotipo. La cantidad relativa de
la fluorescencia de cada paciente y sujetos controles analizados fueron graficados
y se realiz6 un analisis de la relacion entre los valores promedios o la medianas
(segun la distribucion paramétrica o no paramétrica de los datos) del grupo de
pacientes analizados versus el grupo control a través del programa
GraphPadPrism 5 y el andlisis estadistico t-Test or Mann Whitney Test segln

corresponda. Se consideraron diferencias significativa para un p<0,05.

6.9.- VARIABLES DE ESTUDIO
e Carcinoma oral de células escamosas

e Carcinoma verrucoso oral.

e Mucosa sana
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6.10.- ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un analisis exploratorio de los datos mediante analisis de
normalidad de la curva a través de la prueba Shapiro Wilk. Una vez que las
muestras no tenian distribucion normal se utilizo el test no paramétrico de Mann-
Whitney U-Test para comparar la cantidad de células inflamatorias entre los
grupos. Ademas, los datos recolectados de edad, sexo y localizacion de la
muestra fueron analizados mediante estadistica descriptiva y T-student para
caracterizar la muestra EIl andlisis estadistico se realiz6 utilizando el software

Stata 11.0. Se consideraron significativas las diferencias con los valores p < 0.05.

6.11.- ASPECTOS ETICOS Y BIOSEGURIDAD

Este estudio adscrito al proyecto FIOUCH 13-008: “Relacion entre linfocitos T
reguladores y natural killer en el infiltrado linfocitario de carcinoma de células
escamosas’, el cual fue aprobado por el Comité Etico-Cientifico de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile (Anexo n° 3) y por el Comité Institucional
de Bioseguridad (CIB) de la Universidad de Chile, administracion conjunta
Campus Norte (Anexo n°3). Toda informacién respecto a los pacientes de este
estudio se mantuvo en absoluta confidencialidad y respeta los principios de la

declaracion de Helsinki para la investigacion con seres humanos.
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7. RESULTADOS

7.1 DATOS CLINICOS DE LAS MUESTRAS

Un total de 48 muestras del SAP de la FOUCH cumplieron con los criterios
de inclusion y exclusion, correspondientes a los diagndsticos histopatologicos
confirmados de mucosa sana (MS), carcinoma verrucoso (CV), carcinoma oral de
células escamosas bien diferenciado (COCE BD), carcinoma oral de células
escamosas moderadamente diferenciado (COCE MD) y carcinoma oral de células

escamosas pobremente diferenciado (COCE PD).

De las 48 muestras del estudio, 52,1% (n=25) correspondieron al género
femenino y 47,9% (n=23) al género masculino. La edad promedio de las muestras
analizadas fue 61,7 afios. El promedio de edad para el género femenino fue de
63 afios aproximadamente, mayor que la del género masculino que fue de 61
afnos aproximadamente, pero sin diferencia significativa (p=0,7387).

El promedio de edad de los subtipos de cancer fue 63.5 afios. Para COCE
pobremente diferenciado se observo que el género mas afectado fue el masculino
con un 80%, siendo 4 veces mayor que el femenino (20%). Para COCE bien
diferenciado y el CVO se observo que el género mas afectado fue el femenino
con 63,6% y 72,7% respectivamente; en tanto que para COCE moderadamente
diferenciado no existio diferencia en el nUmero de casos por género. En la Tabla
1 podemos observar los promedios de edad y cantidad de pacientes segun sexo
para las muestras de MS, CV, COCE BD, COCE MD y COCE PD. (Tabla 1).
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MS Ccv COCEBD COCE MD COCE PD Total
n=6 n=11 n=11 n=10 n=10 n=48
N % n % n % n % n % n %
Género
Masculino 3 50 3 27,3 4 36,4 5 50 8 80 23 47,9
Femenino 3 50 8 72,7 7 63,6 5 50 2 20 25 52,1
Promedio de edad
Mujeres
41,6 afios 72,5 aios 67 afios 62,6 anos 37,5 afos 62,5 afos
Hombres
53 afios 67 afios 54,5 afios 62 afios 63,8 afos 60,8 afios

Tabla 1. Caracteristicas del total de la muestra segun género y edad promedio.
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Dentro de las localizaciones del total de la muestra (Tabla 2), la lengua con

el 27% (n=13) destaca como el sitio mas frecuente, seguido de encia con el 25%

(n=12). El 10,5% (n=5) de las muestras presentan mas de un sitio afectado

(Gréfico 1).

MS cv COCE BD COC MD COCE PD Total

n=6 n=11 n=11 n=10 n=10 n=48

N % n % n % n % n % n %
Localizacion
Encia 0 - 6 54,5 2 18,2 2 20 2 20 12 25
Lengua 1 16,7 1 9,1 6 54,5 3 30 2 20 13 27
Mejilla 0 - 1 9,1 1 9,1 2 20 2 20 6 12,5
Mucosa labio 5 83 0 - 0 - 0 - 0 - 5 10,4
Paladar duro 0o - 0 - 1 9,1 0 - 1 10 2 4,2
Piso de boca 0 - 1 9,1 0 - 2 20 2 20 5 10,4
Pisode boca/lengua 0 - 0 - 0 - 0 - 1 10 1 2,1
Encia y Piso de boca

0 - 0 - 1 9,1 1 10 0 - 2 4,2
Encia / Paladar duro

0 - 2 18,2 0 - 0 - 0 - 2 4,2
Tabla 2. Localizacion del total de muestras segun su diagnostico.
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B Mucosa de labio
H Piso de Boca

B Mas de una localizacion

Gréfico 1. Localizacion del total de la muestra de carcinoma oral de células

escamosas, carcinoma verrucoso y mucosa sana.
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Figura 1. CONFIRMACION HISTOPATOLOGICAS DE LAS MUESTRAS
Microfotografias de muestras tefiidas con H&E obtenidas bajo microscopio
Optico. A: Muestra de 10X de Carcinomaverrucoso; B: Muestra de 40X
de COCE bien diferenciado; C: Muestra de 40X de COCE moderadamente
diferenciado; D: Muestra de 40x de COCE pobremente diferenciado.
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7.2.- DATOS CLINICOS DE MUCOSA SANA (MS)

Las 6 muestras analizadas de MS arrojaron una razon entre el género
masculino y el femenino de 1:1, una edad promedio de 47,3 afios y una mayor

localizacion en Mucosa de labio. (Tabla 3)

NUMERO DE GENERO EDAD LOCALIZACION
MUESTRA

1 M 76 MUCOSA LABIO
2 F 61 MUCOSA LABIO
3 F 34 LENGUA
4 M 36 MUCOSA LABIO
5 M 47 MUCOSA LABIO
6 F 30 MUCOSA LABIO

Tabla 3: Resumen de datos clinicos de 6 pacientes con MS obtenidos en la base de
datos del SAP entre los afios 1985 y 2014.
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7.3.- CANTIDAD DE INFILTRADO INFLAMATORIO TOTAL EN MS

Las muestras de MS, fueron observadas bajo microscopia 6ptica como se
ejemplifica en la Figura 2, realizando posteriormente la cuantificacion del infiltrado
inflamatorio total como fue descrito en la seccidon materiales y métodos.

Figura 1: Microfotografias obtenidas bajo microscopio 6ptico de muestras de tejido
sano oral tefiidas con H&E. A: 4X Se observa tejido conjuntivo con caracteristicas
morfolégicas conservadas y una pequefia zona de tejido epitelial en la zona
superior derecha de la microfotografia.; B: 10X Tejido conjuntivo normal, presencia
de vasos sanguineos de menor calibre; C: 40X Bajo inmersién se aprecian células
endoteliales, fibroblastos y presencia de células inflamatorias.

a7



La cuantificacion del infiltrado inflamatorio total para MS arrojé un promedio

de 74 células a 40X por muestra (Grafico 2).
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Gréfico 2: Cantidad de infiltrado inflamatorio total en muestras de MS. Los numeros 1 al 6
corresponden a diferentes muestras de pacientes con este diagndstico histopatolégico.

48



7.4.- DATOS CLINICOS EN CARCINOMA VERRUCOSO (CVO)

Las 11 muestras analizadas de CVO arrojaron una razon entre el género

masculino y el femenino de 3:8, una edad promedio de 71 afios y una mayor encia

(Tabla 4).

NUMERO DE GENERO EDAD
MUESTRA

LOCALIZACION

56
68
68
73
77
75
79
68

67
83
67

© 0O ~N O UTA WN PR
T M MTmTmZ T <

[ERN
o

11

T

ENCIA
ENCIA
ENCIA/PALADAR DURO
ENCIA
PALADAR DURO/ENCIA
ENCIA
ENCIA
LENGUA

PISO DE BOCA

ENCIA
MEJILLA

Tabla 4: Resumen de datos clinicos de 11 pacientes con CVO obtenidos en la base de

datos del SAP entre los afios 1985 y 2014.
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7.5.- CANTIDAD DE INFILTRADO INFLAMATORIO TOTAL EN CVO

Las muestras de CVO, fueron observadas bajo microscopia Optica como se
ejemplifica en la Figura 3, realizando posteriormente la cuantificacion del infiltrado

inflamatorio total como fue descrito en la seccion materiales y métodos.

N __:’(t‘r’.- .4"; l'r € i AN - — : b ' W \:\ :
Figura 3: Microfotografias obtenidas bajo microscopio Optico de muestras de
Carcinoma verrucoso oral tefiidas con H&E.; A: 4X Se observan proyecciones
tipicas de este tipo de cancer, sin invasion directa sobre el conjuntivo subyacente
ya que la membrana basal se observa intacta, bajo ésta se observan vasos
sanguineos pequefios grupos de infiltrado inflamatorio. B: 10X células de defensa,
se puede observar tejido neoplasico y vasos sanguineos de diverso calibre C: 40X
bajo inmersibn se aprecian células tumorales con aumento de infiltrado
inflamatorio.
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La cuantificacion del infiltrado inflamatorio total para CVO arrojé un promedio

de 221 células a 40X por muestra. Se observan muestras que escapan

fuertemente del promedio con valores sobre 500 células y bajo 100 células.

(Gréfico 3).
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Gréafico 3: Cantidad de infiltrado inflamatorio total en muestras de CVO. Del
ndmero 1 al 11 corresponden a diferentes muestras de pacientes con este

diagndstico histopatoldgico.
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7.6.- DATOS CLINICOS EN COCE BIEN DIFERENCIADO

Para COCE bien diferenciado se observaron 11 muestras cuyos datos

clinicos fueron resumidos en la Tabla VIII obteniéndose una razén entre el género

masculino y el femenino de 4.7, una edad promedio de 56,8 afios y una mayor

localizacion en lengua con el 55% de los casos. (Tabla 5)

NUMERO DE GENERO EDAD LOCALIZACION
MUESTRA
1 F 83 LENGUA
2 F 66 LENGUA
3 M 53 ENCIA
4 F 89 MEJILLA
5 M 54 LENGUA
6 F 54 LENGUA
7 M 55 LENGUA
8 M 56 PALADAR DURO
9 F 57 LENGUA
10 F 59 ENCIAREBORDE Y
PISO DE BOCA
11 F 61 ENCIA

Tabla 5: Resumen de datos clinicos de 11 pacientes con COCE bien diferenciado
obtenidos en la base de datos del SAP entre los afios 1985 y 2014.
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7.7.- CANTIDAD DE INFILTRADO INFLAMATORIO TOTAL EN COCE BIEN
DIFERENCIADO

Las muestras de COCE bien diferenciado, fueron observadas bajo
microscopia optica como se ejemplifica en la figura 4, cuantificando la cantidad de

infiltrado inflamatorio total como fue descrito en la seccidbn materiales y métodos.

o e
-\5;:'\ TIPS
. 8

Figura 4: Microfotografias obtenidas bajo microscopio éptico de muestras de
COCE bien diferenciado tefiidas con H&E. A: 4X es posible observar masas
tumorales infiltrdndose en el tejido; B: 10X es posible apreciar la infiltracion
linfocitica tumoral (ILT) acompafada de masas tumorales; C: 40X bajo inmersion
se observan células inflamatorias en los sectores de interfase tumor/tejido
conectivo con gran cantidad de infiltrado inflamatorio.
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La cuantificacion del infiltrado inflamatorio total para COCE bien diferenciado

arrojo un promedio de 258 células a 40X por muestra (Gréfico 4).

COCE Bien Diferenciado.
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Grafico 4: Cantidad de infiltrado inflamatorio en muestras de COCE bien
diferenciado. Del nimero 1 al 11 corresponden a diferentes muestras de pacientes
con este diagndstico histopatologico.
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7.8.- DATOS CLINICOS EN COCE MODERADAMENTE DIFERENCIADO

Las 10 muestras analizadas arrojaron una razén entre el género masculino y
el femenino de 1:1, una edad promedio de 62,3 afios, con una mayor localizacion
en lengua (33,3%) (Tabla 6).

NUMERO DE GENERO EDAD LOCALIZACION
MUESTRA
1 F 70 ENCIA
2 M 64 ENCIA
3 M 47 PISO DE BOCA
4 F 72 MEJILLA
5 F 72 LENGUA
6 M 73 LENGUA
7 M 57 PISO DE BOCA
8 M 69 LENGUA
9 F 17 MEJILLA
10 F 82 ENCIA Y PISO DE BOCA

Tabla 6: Resumen de datos clinicos de 8 pacientes con COCE moderadamente
diferenciado obtenidos en la base de datos del SAP entre los afios 1985y 2014.
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7.9.- CANTIDAD DE INFILTRADO INFLAMATORIO TOTAL EN COCE
MODERADAMENTE DIFERENCIADO

Las muestras de COCE moderadamente diferenciado, fueron observadas
bajo microscopia o6ptica como se ejemplifica en la figura 5, realizando la
cuantificacion del infiltrado inflamatorio total ya descrito en la seccién material y
métodos.

Figura 5: Microfotografias obtenidas bajo microscopio 6ptico de muestras de
COCE moderadamente diferenciado, tincion H&E. A: 4X se observa una mezcla
entre tejido tumoral e infiltrado inflamatorio; B: 10X se observan, al costado
inferior izquierdo de la foto el ILT y al costado superior derecho células
neoplasicas malignas; C: 40X bajo inmersion se observa infiltrado inflamatorio
(nucleos fuertemente violetas) acompafiados de nlcleos de queratinocitos
malignos.
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La cuantificacion del infiltrado inflamatorio total para COCE moderadamente

diferenciado arrojé un promedio de 234 células a 40X por muestras. (Grafico 5).
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Gréfico 5: Cantidad de infiltrado inflamatorio total en muestras de COCE
moderadamente diferenciado. Los numeros 1 al 10 corresponden a diferentes

muestras de pacientes con este diagnostico histopatolégico.
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7.10.- DATOS CLINICOS EN COCE POBREMENTE DIFERENCIADO

Las 10 muestras analizadas arrojaron una razén entre el género masculino y

el femenino de 4:1, una edad promedio de 58,6 afios con igual localizacién en

lengua (20%), piso de boca (20%), encia (20%) y mejilla (20%) (Tabla 7).

NUMERO DE GENERO EDAD LOCALIZACION
MUESTRA

1 M 24 ENCIA
2 M 63 PISO DE BOCA
3 M 63 LENGUA
4 M 99 MEJILLA
5 M 55 PISO DE BOCA
6 M 64 MEJILLA
7 M 64 ENCIA
8 F 44 PISO DE BOCA/LENGUA
9 M 79 PALADAR DURO
10 F 31 LENGUA

Tabla 7: Resumen de datos clinicos de 9 pacientes con COCE pobremente
diferenciado obtenidos en la base de datos del SAP entre los afios 1985 y 2014.
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7.11.- CANTIDAD DE INFILTRADO INFLAMATORIO TOTAL EN COCE
POBREMENTE DIFERENCIADO

Las muestras de COCE pobremente diferenciado, fueron observadas bajo
microscopia optica como se ejemplifica en la figura 6, cuantificando la cantidad de

infiltrado inflamatorio total como fue descrito en la seccidbn materiales y métodos.
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Figura 6: Microfotografias COCE pobremente diferenciado obtenidas bajo
microscopio Optico, tincion H&E. A: 4X Se observan grupos de ILT alrededor de la
masa tumoral; B: 10X Se observa el ILT y vasos sanguineos; C: 40X bajo
inmersidn se aprecia un alto porcentaje de células inflamatorias en la zona y
gueratinocitos poco diferenciados.
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La cuantificacion del infiltrado inflamatorio total para COCE pobremente
diferenciado arrojé un promedio de 310 células a 40X por muestra. Muestra 6
obtiene mas del doble de células respecto del promedio, mientras que muestra 4 y

8 obtienen menos de la mitad del promedio de células (Grafico 6).
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Gréafico 6: Cantidad de infiltrado inflamatorio total en muestras de COCE
pobremente diferenciado. Del numero 1 al 10 corresponden a diferentes muestras
de pacientes con este diagnéstico histopatoldgico.
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7.12.- DIFERENCIAS COMPARATIVAS ENTRE LOS SUBTIPOS DE CANCER:
DATOS CLINICOS

El promedio de edad de los 42 subtipos de cancer fue 62,67 afios. (Grafico
7).

Para CVO se observd que el género més afectado fue el femenino con un
72,7% siendo mas de 3 veces superior al género masculino (27,3%). Para COCE
bien diferenciado se observdé que el género mas afectado fue el femenino con
63,3%; para COCE pobremente diferenciado se observdo que el género mas
afectado fue el masculino con un 80%; en tanto que para COCE moderadamente
diferenciado no existi6 diferencia en el nimero de casos por género (Gréfico 8).
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Gréfico 7: Promedio de edad para tejido sano, carcinoma verrucoso oral (CVO) y
COCE bien, COCE moderadamente diferenciado y COCE pobremente
diferenciado.
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Numero de Muestras por Género.
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MS Ccvo BD MD PD

Grafico 8: Numero de muestras por género clasificado para tejido sano (TS),
carcinoma verrucoso oral (CVO) y COCE bien (COCE BD), moderadamente
(COCE MD) y pobremente diferenciado (COCE PD).
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7.13.- DIFERENCIAS COMPARATIVAS ENTRE LOS SUBTIPOS DE CANCER:
CANTIDAD DE INFILTRADO INFLAMATORIO

Analizando las muestras del presente estudio, observamos diferentes
cantidades de infiltrado inflamatorio total en los subtipos tejidos sano, CVO, COCE
bien, moderadamente y pobremente diferenciado, observandose que en todos los
subtipos histolégicos de cancer existi6 una mayor cantidad de infiltrado
inflamatorio total en comparacion con tejido sano (Gréaficos 9), siendo esta

diferencia estadisticamente representativa (Tabla 8).

El CVO entreg6 el promedio de células inflamatorias mas bajo dentro de los
grupos de carcinoma estudiados con 221 células.

El subtipo que presentd6 mayor cantidad de infiltrado inflamatorio total fue

COCE pobremente diferenciado con un promedio de 310 células.
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Grafico 9: Promedio de infiltrado inflamatorio total en tejido sano, carcinoma
verrucoso oral y COCE bien, moderadamente y pobremente diferenciado.
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P-VALUE

DIFERENCIA

MUC NORMAL < CV

MUC NORMAL <COCEBD

MUC NORMAL<COCEMD

MUC NORMAL<COCEPD

CV<COCEBD

CV<COCEMD

CV<COCEPD

COCEBD>COCEMD

COCEBD<COCEPD

COCEMD<COCEPD

0.01046

0.04846

0.00138

0.02642

0.7414

0.64552

0.37886

0.9124

0.80258

0.42952

SIGNIFICATIVA

SIGNIFICATIVA

SIGNIFICATIVA

SIGNIFICATIVA

NO SIGNIFICATIVA

NO SIGNIFICATIVA

NO SIGNIFICATIVA

NO SIGNIFICATIVA

NO SIGNIFICATIVA

NO SIGNIFICATIVA

Tabla 8: Andlisis comparativo n° de células del infiltrado inflamatorio entre grupos

por Stata (mann — whitney u-test).
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7.14.- MONTAJE DE LA TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA

Para el montaje de la técnica de marcaje por inmunoflorescencia indirecta en
muestras incluidas en parafina. Se seleccionaron muestras de COCE, linfonodo y
mucosa normal. Para elaborar un protocolo que nos permita detectar al factor
transcripcional Foxp3 en el infiltrado linfocitario (Ver material y métodos). Se
detectaron células Foxp3+ en linfonodo, (figura 7). Y no encontrdndose el

marcador Foxp3 en mucosa sana.

Figura 7. Microfotografia de microscopio de epifluorescencia. A: 100X, Imagen
representativa, Linfonodo: Inmunofluorescencia con Alexa Flaor 488, para Foxp3.
B: 100X, Tincién nuclear, DAPI.
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7.15.- DETECCION DE LINFOCITOS T REGULADORES EN COCE

Para poder detectar al factor transcripcional Foxp3 en el infiltrado linfocitario
de carcinoma oral, se tomaron aleatoriamente 15 muestras, como se describe en
material y meétodo. Las muestras fueron primeramente observadas bajo el
microscopio de epifluorescencia, donde detectamos muestras de carcinomas

orales negativos para Foxp3, Figura 8 y muestras con marcaje Foxp3+, figura 9.

Figura  8: Microfotografia  de microscopio de epifluorescencia,
Inmunofluorescencia con Alexa Fluor 488, para Foxp3 y tincion nuclear DAPI para
visualizar los nucleos. A: 100X, Inmunofluorescencia representativa de carcinoma
Verrucoso negativo, solo se ve tincion nuclear; B: 100X, inmunofluorescencia
representativa de COCE negativo, solo se ve tincién nuclear.
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Figura 9: Microfotografia de microscopio de epifluorescencia. A: 100X,
Inmunofluorescencia con Alexa Fluor 488, para Foxp3, COCE; B: 100X, Tincion
Nuclear DAPI. COCE.

Luego las muestras fueron observadas bajo el microscopia confocal. El
marcaje Foxp3 positivo se observd en una localizacion intracelular, la tincién
nuclear con DAPI permite observar los nucleos para poder identificar las zonas
ricas en células. Si bien en algunas muestras de carcinoma oral no se detectaron
células T reguladoras (Figura 10). Detectamos células Foxp3+, con un marcaje
citoplasmatico en la mayoria de las muestras seleccionadas. (Figura 11, 12, 13y
14).

La tabla 9, desglosa los tipos histopatolégicos observados, y si fueron
positivos o0 negativos para Foxp3 (estos datos que durante el marcaje se

mantuvieron codificados).

En la mayoria de los COCE se presentaron Linfocitos T reguladores, siendo
la razon mas probable, la que estén relacionados a una inhibicion de las

respuestas efectoras del organismo y a la progresion tumoral.
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Figura 10: Microfotografia de microscopio confocal, Inmunofluorescencia con
Alexa Fluor 488, para Foxp3 y tincion nuclear DAPI para visualizar los nucleos. A:
40X, Imagen representativa COCE con ausencia de Linfocitos Treg; B: 100X
Imagen representativa de carcinoma Verrucoso con ausencia de Linfocitos Treg.
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Figura 11: Microfotografia de microscopio confocal, COCE, 100X; A: Tincion
nuclear DAPI de nucleos celulares; B: Marcaje de Foxp3 con Alexa flior 488 en
células de estudio; C: Tincion nuclear DAPI + Marcaje Foxp3, en donde se
muestra el marcaje intracelular de Foxp3 en los Treg.
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Figura 12: Microfotografia de microscopio confocal con doble marcaje, COCE.
A: 100X, Tincién Nuclear DAPI + marcaje Foxp3 Tincién Nuclear DAPI + marcaje
Foxp3, se identifican linfocitos Treg en citoplasma; B: 40X, Tincién Nuclear DAPI +
marcaje Foxp3 Tincion Nuclear DAPI + marcaje Foxp3, se identifican linfocitos
Treg en intracelular; C: 100X, Tincién Nuclear DAPI + marcaje Foxp3 Tincion
Nuclear DAPI + marcaje Foxp3, se identifican linfocitos Treg en citoplasma; D: B:
100X, Tincién Nuclear DAPI + marcaje Foxp3 Tinciébn Nuclear DAPI + marcaje
Foxp3, se identifican linfocitos Treg en intracelular.
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Figura 13: Microfotografia de microscopio confocal, COCE; A: Tincidon nuclear
DAPI de nucleos celulares; B: Marcaje de Foxp3 con Alexa Fluor 488; C: Tincién
nuclear DAPI + Marcaje Foxp3, en donde se muestra el marcaje citoplasmatico de
Foxp3.
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Figura 14: Microfotografia de microscopio confocal, Tincidbn nuclear DAPI +
Marcaje Foxp3; A: 100X, Marcaje Foxp3 localizado en citoplasma celular, de
nacleo celulares tefidos con DAPI, COCE, B: Ampliacion rectdngulo enmarcado
en imagen A, Tincién Nuclear DAPI. COCE.

CARCINOMA ORAL n FOXP3+ FOXP3-
CV 3 1 2
COCE BD 3 2 1
COCE MD 3 2 1
COCE PD 2 2 0
TOTAL COCE 8 6 2
CONTROL

LN 5 5 0
MS 3 0 3

Tabla 9: Deteccion de células FOXP3+ en COCE, CV y MS; se describe la
presencia de linfocitos T reguladores por el marcaje positivo de Foxp3+ en todos
los COCE y CV evaluados.
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8. DISCUSION

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) corresponde a una
patologia de gran importancia en el territorio de cabeza y cuello, con una
incidencia anual que alcanza a los 170.000 casos nuevos en todo el mundo
(Goldenberg D. 2009). En Chile se informa que el COCE tiene una prevalencia,
dentro de las neoplasias malignas orales, de alrededor de un 60% a un 85%
(Rojas-Alcayaga G. y cols. 2010; Borquez M. y cols. 2011, Ramirez V. y cols.
2015).

Conocer las interacciones y relaciones que se producen entre el cancer y la
respuesta inmune del hospedero, son fundamentales para poder enfrentar de
mejor manera las neoplasias, las cuales en la actualidad son una de las
principales causas de muerte afectando a millones de seres humanos al afio
(Stewart BW y Wild CP. 2014). Por esto, aportar con conocimientos nuevos que
nos permitan conocer todos los elementos que interaccionan en las respuestas
anti tumor, facilitara el desarrollo de nuevas herramientas para generar
alternativas complementarias a los tratamientos que existen actualmente, mejorar
los prondsticos, asi como contribuir con la prevencion y tratamiento contra el

cancer, enfoque primordial.

Nosotros analizamos un total de 48 muestras, 42 correspondieron al
diagndstico histopatoldgico de carcinomas de células escamosas, el promedio de
edad correspondiente a estos pacientes fue de 63,5 afios. Siendo similar a la
informacion presente en la literatura que sefiala que el cancer oral en la mayoria
de los casos ocurre en personas mayores a los 50 afios y donde el riesgo de
padecerlo incrementa a medida que aumenta la edad (Warnakulasuriya S. 2010;
Vargas-Ferreira F. y cols. 2012).

En el presente estudio, se observé en las muestras correspondientes a
COCE BD y CV, que el género mas afectado fue el femenino con 63,7% y 72,7%
respectivamente, mientras que para las muestras de COCE MD no existieron
diferencias en el nimero de casos por género. Los cuales no concuerdan con lo

reportado en la literatura que sefiala que el género mas afectado es el masculino
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(Neville B. y cols. 2009; World Health Organization Classification of Tumours
2005; Walvekar R. y cols. 2009; Rekha K. y cols. 2010). En las muestras de
COCE PD el género masculino fue el mas afectado con un 80%, donde la razén
entre género masculino y el femenino fue de 4:1, encontrdndose mas alto que lo
descrito en la literatura, donde la diferencia entre géneros no es tan marcada
(Riera P. y Martinez B. 2005; World Health Organization Classification of Tumours
2005; Ling W. y cols. 2013, Ramirez V, et al. 2015).

El sitio anatomico que mas afecto el CV fue la encia con un 54,5%, similar a
lo reportado por Rekha K. y cols. 2010 y Adorno D. y cols. 2010. Mientras que
para COCE BD, MD y PD la lengua como sitio afectado destac6 como el mas
frecuente concordando con lo descrito por otros autores (Bagan J. y cols. 2010;
Rhodus NL. y cols. 2014, Ramirez V. y cols. 2015). Considerando la cantidad de
muestras evaluadas y que el presente trabajo no esta orientado hacia un estudio
epidemioldgico, seria interesante poder realizar estudios futuros con una mayor
muestra que contemplen este tipo de aspectos que complementen de mejor

manera el contraste que se pueda realizar con estudios previos.

En este estudio observamos que el promedio de infiltrado inflamatorio total
de los subtipos histologicos de cancer analizados (CVO, COCE bien,
moderadamente y pobremente diferenciado), fue mayor que el promedio de
infiltrado inflamatorio total del grupo control (mucosa sana), siendo esta diferencia

estadisticamente significativa en todos los canceres comparados con tejido sano.

Para el carcinoma verrucoso se describe una densa respuesta inmune por
parte del hospedero (Neville B. y cols. 2002; World Health Organization
Classification of Tumours 2005; Adorno D. y cols. 2010, Candau A. y cols. 2014),
lo cual es concordante con lo observado en este estudio, donde el CVO concentro
un promedio de infiltrado inflamatorio total mayor al compararlo con el tejido sano,

siendo esta diferencia estadisticamente significativa.

Se observd que el promedio de infiltrado inflamatorio total en COCE
moderadamente diferenciado fue menor que el de COCE pobremente diferenciado

siendo esta diferencia estadisticamente significativa. Al comparar el promedio de
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infiltrado inflamatorio total en COCE moderadamente diferenciado con COCE bien
diferenciado, se observdé una tendencia a un menor promedio de infiltrado
inflamatorio total en COCE moderadamente diferenciado no llegando a ser
estadisticamente significativa esta diferencia. EI mayor promedio de infiltrado
inflamatorio fue en COCE pobremente diferenciado, y al haber infiltrado
inflamatorio se encontro linfocitos Treg. Este aumento del infiltrado inflamatorio en
los COCE observados demuestra que el organismo debe responder de mayor
manera mientras mas nocivo sea el estimulo, en este caso el cancer (Dunn G.y
cols. 2004; Abbas K. y cols. 2008; Uppaluri R. y cols. 2008; Cho Y. y cols. 2011;
Matos F. y cols. 2012).

Nosotros observamos una menor cantidad de infiltrado inflamatorio total en
lengua comparado con las otras localizaciones en todos los subtipos de carcinoma
analizados, esto a diferencia de lo reportado en la literatura (Massano J. y cols.
2006). Sin embargo, los datos de localizacion de este estudio no son comparables
debido al pequefio niumero de casos analizados. Seria interesante realizar esta
comparacion, realizandose un estudio con mayor cantidad de muestras y
observandose si esta tendencia se repite, en caso contrario buscar factores que

expliquen este comportamiento bioldgico.

Los resultados obtenidos en este estudio, respecto de la mayor cantidad de
infiltrado inflamatorio total en COCE pobremente diferenciado respecto de los
otros subtipos de cancer analizados, nos hacen pensar que el COCE pobremente
diferenciado promueve una potente respuesta del sistema inmune en la cual
podria existir una gran cantidad de antigenos tumorales generando la activacion
de diferentes moléculas y células antitumorales. Estos antigenos tumorales
presentes en gran cantidad en canceres muy anaplasicos, seria uno de los
responsables de la mayor cantidad de células inflamatorias en el COCE
pobremente diferenciado comparado con los otros subtipos de céancer. La
respuesta antitumoral que se lleva a cabo, tiene que ser capaz de reconocer
estos antigenos y destruir clones de células transformadas provocando la lisis de
ellas (Burnet M. 1970; Dunn G. y cols. 2004; Abbas K. y cols. 2008; Uppaluri R. y

cols. 2008). Por otro lado, no s6lo la cantidad de infiltrado implica una respuesta
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inmune mas efectiva, sino que mas importante aln es el subtipo de células de
defensa presentes en el infiltrado inflamatorio (Gonzalez J. y cols. 2010). En torno al
cancer se van a generar multiples respuestas inmunes, algunas generaran células
efectoras capaces de eliminar masas tumorales, mientras que otras respuestas
inmunes buscaran suprimir el propio efecto del sistema inmune, esto ultimo al
reconocer antigenos propios y de manera erronea, para el caso del cancer, buscar

proteger los tejidos del hospedero (Cho Y. y cols. 2011).

El control inmunoldgico del tumor estd mediado por diferentes subtipos de
células T reguladoras. Estudios previos han detectado el aumento de las
proporciones de células Treg en pacientes con diferentes tipos de canceres,
incluidos los de pulmén, mama, pancreas, ovario y colorrectal (Liyanage UK, y
cols. 2002; Curiel TJ, y cols. 2004.), dificultando la inmunovigilancia contra las
células tumorales e impidiendo la respuesta inmune efectiva. Estos niveles
elevados se han detectado tanto en sangre periférica como en tejido tumoral.
Resultados similares se han observado también en el cancer de cabeza y cuello
(Strauss L, y cols. 2007).

La importancia de montar técnicas que permitan estudiar el comportamiento de
la respuesta inmune en cancer, radica en conocer, detectar y cuantificar el subtipo
de células de defensa presentes en el infiltrado linfocitario, ya que se ha demostrado
gue células como las Treg son capaces de inhibir una gran variedad de respuestas
inmune (Kingsley CI y cols. 2002). Actualmente se considera al factor de
transcripcion Foxp3 como el marcador mas confiable para definir y aislar los
linfocitos Treg (Fontenot y col., 2003, Hori y col., 2003, Khattri y col., 2003), ya que
Su expresion se encuentra altamente restringida a los Linfocitos T CD4+, aunque
existen linfocitos T CD8+ que también pueden expresar este factor de
transcripcion (Vergara, U. 2009).

Es un hecho que la células T reguladoras (Tregs) son actores claves en el
mantenimiento de la homeostasis y la tolerancia inmune y que el factor
transcripcional Foxp3 es esencial para la diferenciacion y activacion de células T
reguladoras (Marson A, y cols. 2007), considerandose como la transcripcion
especifica. (Gavin MA, y cols. 2007; Sakaguchi S. 2010; Yu-Jie Liang, y cols. 2015).
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En los Tregs, el factor transcripcional Foxp3 se localiza principalmente en el
citoplasma o adyacente al nicleo cuando las células son estimuladas. (Yu-Jie Liang,
y cols. 2015). Siendo este factor la proteina responsable de la regulacion de la
funcion y el desarrollo de las células Treg (akaguchi S. 2004; de Boer OJ, y cols.
2007). Se ha considerado como el mejor marcador para la detecciéon de las células
Treg. (Hori S, y cols. 2003; Rabello M, y cols. 2013).

El Factor Transcripcional Foxp3 puede ser expresado por las células T ya sean
activadas o reguladoras (Sakaguchi S, y cols. 2010). Por otra parte, recientemente
se ha discutido que si bien en las células Treg la expresion de Foxp3 es confinado
principalmente en el ndcleo, en las células activadas se localiza prioritariamente en el
citoplasma (Magg T, y cols. 2012). De acuerdo a esta observacion la evaluacion
cualitativa de la inmunofluorescencia podrian sugerir que tanto las células T
activadas y las Treg que infiltran en el tumor puedan expresar Foxp3 (Weed DT, y
cols 2013).

Las células Treg juegan un papel vital en el mantenimiento inmunolégico de la
homeostasis, la prevencion de las enfermedades autoinmunes y la disminucion de la
respuesta inmune antitumoral (Whiteside TL. 2012). La evidencia actual muestra que
la frecuencia y la actividad de las células CD4+ CD25 + Foxp3 + Treg proliferan en la
circulacion y en el microambiente provocado por el tumor, en pacientes con diversos
tipos de cancer, incluyendo el COCE. Sabiendo que el aumento de las células Treg
se correlaciona negativamente con la progresiéon y prondstico del tumor (Betts G, y
cols. 2012; Chen KJ, y cols. 2011; Zhou X, y cols. 2016), habria una directa relacion
en la deteccion de estas células y la presencia del cancer. (Zhao J, y cols. 2014;

Schipmann S, y cols. 2014).

En este estudio se utilizo la técnica de la inmunofluorescencia para detectar el
factor transcripcional Foxp3 en las muestras seleccionadas, mediante la observacion
por microscopia de epifluorescencia, se observaron las muestras previamente
preparadas con el marcaje correspondiente al filtro azul DAPI para el nucleo vy al filtro

verde Alexa Fluor 488 para la deteccion de Foxp3.
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Se detecto la presencia de Linfocitos Treg en muestras de Carcinoma oral de
células escamosas y muestras de linfonodos con control positivo, en la mayoria de
las cuales se observé un marcaje principalmente citoplasmatico para Foxp3. Se
trabajé con muestras del biobanco, que son enviadas para la confirmacion del
diagnéstico histopatologico, lo que dificulta la observacion ya que no depende de
nuestra eleccion seleccionar la interfase respuesta del hospedero tumor, que es el
sitio de mayor interés para este estudio, lo ideal seria la toma de biopsias en pos de
encontrar una relacion entre las diferentes grados de diferenciacion histologica del
carcinoma oral de células escamosas. A pesar de que este estudio no esti enfocado
en el analisis comparativo, es clave para poder estandarizar la forma en que se

evaluaran, estratificaran y compararan las muestras.

No se detectaron Treg en mucosa sana, lo que confirma, que no existe una
liberacién de infiltrado inflamatorio ante la ausencia de injuria, por lo tanto, el

organismo no tiene que liberar los Treg si no existe un proceso inflamatorio en curso.

En el presente estudio no se analizaron condiciones sistémicas ni locales,
tales como ulceras, sobre infeccién por candida, trauma local u otras que pudieran
influir en la respuesta inflamatoria, esto debido a la poca informacion presente en
las fichas. Por otro lado, el numero limitado de muestras del estudio y la
distribucion variada de las localizaciones, sugieren la realizacion de nuevos
estudios que permitan determinar de qué manera podrian afectar estas variables

en la cantidad de inflamatorio total que permanece adyacente al tumor.
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Esta tesis determiné la cantidad de infiltrado inflamatorio total en CVO,
COCE bien diferenciado, moderadamente diferenciado y pobremente diferenciado,
y la presencia de linfocitos T reguladores en COCE, lo que evidentemente esta
relacionado con la disminucion del bloqueo de la respuesta efectora anti tumoral
que el hospedero establece contra las neoplasias, con el objetivo de que en un
paso siguiente de esta investigacion, se cuantifiguen los Treg con un nuamero
mayor de muestras y comparar de forma individual los subtipos histopatologicos
con su infiltrado inflamatorio tumoral propiamente tal con su interfase, asi lograr
una mejor cuantificacion del nimero de Linfocitos T reguladores en los subtipos
celulares que conforman el infiltrado inflamatorio total, determinando si existe una
relacion entre el numero de Linfocitos T reguladores y los subtipos de cancer

analizados.
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9. CONCLUSIONES

Entre todos los subtipos de carcinoma, la mayor cantidad de infiltrado
inflamatorio total se observd en muestras de pacientes diagnosticados con

carcinoma oral de células escamosas pobremente diferenciado.

El carcinoma oral de células escamosas pobremente diferenciado presento
una mayor cantidad de infiltrado inflamatorio total respecto del tejido sano, siendo

esta diferencia estadisticamente significativa. (P-value: 0.02642)

El carcinoma oral de células escamosas medianamente diferenciado
presentd una mayor cantidad de infiltrado inflamatorio total respecto del tejido

sano, siendo esta diferencia estadisticamente significativa. (P-value: 0.00138)

El carcinoma oral de células escamosas bien diferenciado, presenté una
mayor cantidad de infiltrado inflamatorio total respecto del tejido sano, siendo esta

diferencia estadisticamente significativa. (P-value: 0.04846)

El Carcinoma verrucoso presentd una mayor cantidad de infiltrado
inflamatorio total respecto del tejido sano, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa. (P-value: 0.01046)

La mayoria de las muestras de COCE presentaron linfocitos T reguladores,
detectados mediante marcaje con imunofluorescencia de Foxp3 y analizados bajo
microscopia confocal, mostrando un marcaje citoplasmatico. Esto implicaria una
importante participacion de estas células en la supresion de las respuestas

efectoras antitumorales durante la patogenia de esta enfermedad.
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linfocitos T reguladores y natural killer en el infiltrado linfocitario de
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El CIB certifica que el laboratorio v la Facultad mencionada anferiormente,
cuenta con las facilidades para &l manejo y desecho del material quimico a
utilizar en el proyecto de acuerdo al Manual de Bioseguridad, Conicyt 2008,
Ademas, el investigador se compromete a velar por el cumplimiento de las
normas de bioseguridad, durante el desarrollo del proyecto.

Se extiende el presente certificado a solicitud de la Dra. Adomo para ser
presentado a la Direccion de Investigacion de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile,

Dr. Maric Chiong Dra. Carla Lozano M.
Secretario Presidenta
Farultas de Odontologla. Sorgo Uviegstana F. 983, Independengis, Fomo $981703-0781832, fas S7H17LE, Sartiago.
htto:ffocoriologa.uchilec
Fatultas de Dencos Quimicas ¢ Farmacéaticas. Sergio Livingsmone P, 107, independendia, Fana 9FA1 792 Tan $701 745 Sartiago.

B e umica, uchile )



11.3.- ANEXO N°3

i

i i . DI T
E UDONTOLOGLA ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTISACION

1.

ACTA N 201312

Acta de Aprobacién de Protocolo de Estudio N® 2013023,

2. Miembros del Comité Etico-Cientifico de la Facultad de Odontologia de la

Univarsidad de Chile participantes en la aprobacién del Proyecto:

Ora, Maria Angélica Torras
Presidente dal CEC

Dr. Eduardo Rodriguez

Mierrioro permanents del CEC

Dira. Blanca Urziia
Miambra parmenerde del CEC

3. Fecha de Aprobacidén:
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Miembm pemanenta dal CEC
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8. Fundamentacion de la aprobacién:

El cancer oral representa uno de les diez canceres més prevalentes en el mundo. slendo el
carcinoma de c2lulas scamesas el que mas afecta la cavidad oral. Diversos protagenistas de la
respuesta inmune estan impicados en el desarrollo y prondstico de cancer. Las Natural Killer scn
células de |a respuesta inmune innata encargadas de |a vigilancia y lisle antdumoral. Por otro lado,
los knfocites T reguladores, implicados en suprimir una potente € ideal respuesta antitumor, han
sido descritos como fundamentales en la progresion tumoral. Existe poca evidencia del papel que
tendrian estas células =n el céncer oral por lo que se toma necesana generar mayor informacion al
fespecic. El objetivo de este trabajo es identficar la relacion entre la presencia de linfocitos T
reguladores y células Natural Killer en el infiltrado linfoctario de carcinoma de células escamosas
oral, asl como su relacion con la progresidn de este cancer. Esto podria permitic mayocr precision en
el prondstico de los pacientes, y por otro fado, nuevas herramientas en Ia baésqueda de terapias
complementarias anti tumor.

Las muestras a uliizar corresponden a3 bicpsias mantenidas en el Biobanco del
Departamento de Patolegia y Medicina Oral. El estudio tiene validez cientifica, es de interés y los
investigadores tienen experiencia en el tema

Este comité ha emitido una evaluacidn de este proyecto basado en la capacidad de los
comités éticos clentificos de decidir la legitimidad élica de una investigacién que usa muestras y
datos dea ficha clinica anonimizados sin consentimiente informado, cuando la investigacion no es de
riesge. Oe otro mode, seria impracticable y no se podria responder a una pregunta importante de
investigacidn de acuerdo a pautas éticas internacionales (Pautas CIOMS 2008 de Estudics
Epidemiologicos) en y dada la ausencia de legisiacicn especifica en Chile, ya que el articuio 13 de
la ley 20.584 no hace referencia a investigacion retrospectiva en fichas clinicas y bases de datos y
sa refiere mas bien a temas de salud poblacional y ensayos clinicos.

En consecuencia, el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Chile. Apryaba el estudic *Relacién entre linfocitos T Reguladores y Natural Killer en el infiltrado
linfocitario de Carcinoma de Células Escamosas”. Proyecto Fiouch. Version 21/08/2013, bajo la
conduccin de fa Dra. Daniela Adorno, del Departamento de Patologia y Medicina Oral. Facultad
de Odontelogia, Universidad de Chile.

Este Comité se reserva el derecho de moniorear este proyecto si lo considera necesario yel

investigador debera, baje mutuo acuerdo, presentar los antecedentes solicitados, :

c/c.: Investigador Pnncipal y Secretaria C.E.C.
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