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Resumen

Introduccién: Carcinoma oral de células escamosas (COCE) representa mas del
90% de las neoplasias que afectan a la cavidad oral. En la respuesta inmune, a las
células Natural Killers (NK), se les atribuye el rol de primera linea defensiva contra
células tumorales. La relacion entre la respuesta inmune local y el comportamiento
biolégico neoplasico es un proceso dindmico y controversial. Profundizar
conocimientos entre la respuesta antitumoral y la etiopatogenia del COCE, en el
ambito celular y molecular, resulta fundamental para abordar de mejor manera el
cancer oral. El objetivo de este estudio es comparar la presencia de células NK en los
distintos grados de diferenciacion histopatol6gica del COCE, carcinoma verrucoso
(CV) y mucosa oral sana (MS) con el fin de establecer una relacion entre ellos.
Materiales y Métodos: Se analizaron 31 muestras de COCE, 11 muestras de CV y 6
muestras de MS desde el Servicio de Anatomia Patologica de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile, a las cuales se les realiz6 técnica
inmunohistoquimica (IHQ) con el anticuerpo CD56 para deteccion de células NK. El
andlisis de inmunotincion se evalu6 mediante microscopio Optico al 40X. Se tomaron
4 fotos continuas por muestra para realizar la cuantificacion de células NK total. Se
utilizoé el test de Mann-Whitney para andlisis comparativo de células NK entre los
grupos y T-student para caracterizar la muestra. El analisis estadistico se realizd
utilizando el software Stata 11.0.

Resultados: Los subtipos de neoplasias malignas analizadas presentaron mayor
cantidad de células NK total al compararlos con MS, estas diferencias fueron
estadisticamente significativas, excepto para CV. El COCE pobremente diferenciado
presentd la mayor cantidad de células NK total al compararlo con los otros grupos de
estudio, siendo estas diferencias estadisticamente significativas con MSy CV.
Conclusiones: Resultados muestran una asociacion que a medida que el cancer es
mas indiferenciado la cantidad de células NK total aumenta. Se necesitan mas

estudios con mayor niumero de muestras que respalden esta tendencia.



| INTRODUCCION

En el afio 2012 se estimaron 14.1 millones de nuevos casos de cancery 8.1
millones de muertes por la misma enfermedad en el mundo. Para el afio 2030 se
espera un crecimiento de esta cifra, que alcanzaria los 21.7 millones de nuevos
casos y 13 millones de muertes (American Cancer Society, 2015). El cancer oral y
faringeo en conjunto, se encuentran como el sexto cancer mas comun en el
ambito mundial (Warnakulasuriya, 2010; Rhodus y cols., 2014). En paises con
altas tasas de incidencia para cancer oral (sur de Asia), éste contribuye con mas
del 25 % del total de nuevos casos en dichas regiones, representando ademas el
cancer mas comun en hombres (Warnakulasuriya, 2009). El carcinoma oral de
células escamosas (COCE) representa mas del 90% de los casos que afectan la
cavidad oral (World Health Organization Classification of Tumours, 2005; Bagan y
cols., 2010; Binmadi y cols., 2011; Rodrigues y cols., 2012).

En condiciones ideales y en etapas tempranas, el sistema immune es capaz
de reconocer y destruir clones de células transformadas antes de que se
conviertan en tumores o provocar la lisis de estos, una vez formados (Jewett y
cols., 2006; Abbas y cols., 2011). La relacion existente entre el céancer y el
hospedero es un proceso dindmico y controversial. Por ende, mejorar los
conocimientos actuales en relacion al efecto real de la respuesta inflamatoria del
sistema inmune ante la invasion neoplasica, resulta un objetivo logico y

tedricamente posible (Abbas y cols., 2011; Arriagada y cols., 2010).

Aclarar el rol supresor de los protagonistas de la respuesta antitumoral en la
etiopatogenia del COCE tanto en el ambito celular como molecular, resalta como
alternativa para generar herramientas concretas que aporten en la basqueda de
nuevas terapias antitumorales, que complementen las existentes y contribuyan en

la prevencién del cancer.
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1.1 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER ORAL

Las enfermedades no contagiosas en la actualidad han experimentado una
gran alza en el mundo. Dentro de éstas encontramos el cancer, que ha
incrementado su incidencia de 12.7 millones el 2008 a 14.1 millones en 2012.
Ademas se estima que en las proximas dos décadas, el numero de afectados por
esta enfermedad podria alcanzar 25 millones (Stewart y Wild, 2014). Segun la
Sociedad Americana del Cancer, éste se define como: “Un grupo de
enfermedades caracterizadas por un crecimiento descontrolado y una propagacion
de células anormales, donde una proliferacion no controlada, puede resultar en
muerte. Causadas por factores externos, como tabaco, infecciones del organismo
y una dieta no saludable, y por factores internos, como mutaciones genéticas
heredadas, hormonas y condiciones inmunes. Estos factores pueden causar
cancer, actuando de manera simultanea o de forma secuencial” (American Cancer
Society, 2015).

El Cancer oral y faringeo en conjunto, representan el sexto lugar de los
canceres mas comunes en el mundo (Warnakulasuriya, 2010; Rhodus y cols.,
2014). En el sur de Asia, se encuentran los paises con las tasas de incidencia mas
altas de cancer oral, dentro de los cuales destacan: India, Sri Lanka, Bangladesh y
Pakistan; los cuales contribuyen con mas del 25% del total de los nuevos casos de
cancer. También destacan paises como Hungria, Eslovaquia, Eslovenia, Brasil,
Uruguay, Puerto Rico, Papua Nueva Guinea y Melanesia, por sus altas tasas de
incidencias (Warnakulasuriya, 2010).

El cancer oral es més frecuente en hombres que en mujeres (World Health
Organization Classification of Tumours, 2005; Scully y Bagan, 2009;
Warnakulasuriya, 2010), el riesgo de desarrollarlo incrementa con la edad y la
mayoria de los casos ocurren en personas mayores a 50 afios (Warnakulasuriya,
2010; Vargas-Ferreira y cols., 2012). En Chile, entre 1955 y 2002, la mortalidad

por cancer oral y faringeo, representé alrededor del 1% de todos los canceres



(Riera y Martinez, 2005).

Ramirez y cols. 2015 reportaron que entre los afios 2002 y 2010, las tasas
de mortalidad por cancer oral y faringeo en Chile, fluctuaron entre 1,11 a 1,25 por
100.000 habitantes, manteniéndose estables a lo largo del periodo. En relacion al
género, ellos reportaron una mayor tasa de mortalidad en la poblacion masculina
gue en la femenina, de forma similar a Europa, Estados Unidos y México, con una
relacion hombre-mujer de 2,3:1, razon que disminuy0 respecto a la observada
antes del afio 2002 (2,8:1) (Ramirez y cols., 2015).

Mas del 90% de los canceres que afectan a la cavidad oral son Carcinomas
de células escamosas (CCE) (World Health Organization Classification of
Tumours, 2005; Bagan y cols., 2010; Binmadi y cols., 2011; Rodrigues y cols.,
2012). En nuestro pais, el Instituto de Referencia de Patologia Oral (IREPO) de la
Universidad de Chile sefiala que 58,6% de las neoplasias malignas orales

diagnosticadas corresponden a CCE (Rojas-Alcayaga y cols., 2010).

1.2 DEFINICION Y CARACTERISTICAS DEL CANCER ORAL

En la literatura el CCE es nombrado también como carcinoma
espinocelular, epidermoide o escamoso. La organizacion mundial de la salud
(OMS) define al carcinoma oral de células escamosas (COCE), como una
“‘Neoplasia epitelial invasiva con variables grados de diferenciacion escamosa,
propensa a una temprana y extensa metastasis hacia linfonodos, produciéndose
predominantemente en adultos entre la quinta y sexta década de vida,
consumidores de alcohol y tabaco” (World Health Organization Classification of
Tumours, 2005).

II.2A Etiologia de Cancer Oral

La etiologia del COCE no estad definida, pero se le atribuyen mdultiples
factores (Neville y cols., 2009; Warnakulasuriya, 2010; Vargas-Ferreira y cols.,

2012). Estos se pueden observar en la Figura 1, segun su respectiva categoria
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(Warnakulasuriya, 2009). Dentro de los principales factores de riesgo se
encuentran: habito de fumar/masticar tabaco y elevado consumo de alcohol
(Neville y cols., 2009; Petti, 2009; Scully y Bagan, 2009; Vargas-Ferreira y cols.,
2012; EI-Mofty, 2014), los cuales, en asociacion y/o en exceso por largos periodos
de tiempo potencian el riesgo de aparicion del COCE (Neville y cols., 2009; Petti,
2009). El “Betel Quid”, fruto envuelto en hojas que se mastica por sus efectos
psicoactivos, es un habito frecuente en islas del Pacifico y el sur de Asia, asi como
el bajo consumo de frutas y verduras son también considerados como factores de
riesgo (Petti, 2009). En el mundo, 25% de los canceres orales se asocian al uso
del tabaco, 7%-19% al consumo de alcohol, 10%-15% a deficiencias nutricionales
y 50% al masticar Betel Quid en paises donde es comun este habito (Petti, 2009).
La infeccion con Virus Papilloma Humano (VPH) es un factor de riesgo
relacionado principalmente con cancer orofaringeo, el mecanismo por el cual este
virus puede inocular en la cavidad oral resulta controversial, pero algunos autores
han especulado como contribuidor las practicas sexuales (Warnakulasuriya, 2009;
El- Mofty, 2014).

Riesgo de
/ Cancer Oral
No . | . )
. Modificable: Factores de riesgo
modificable: Fumar emergentes:
gg:g .Consumo de alcohol VPH
‘Nivel .Dieta .Inmunosupresion
.Estilo de vida/Betel Quid .Beber Mate
Socioeconémico |

P N

' Evidencia

' inconsistente,

' limitada o ausente :
| .Herencia

| .Uso de Cannabis

| « Infeccion por VIH

| .Alcohol en enjuagues

| bucales

\ /
~ -

Figura 1: Cancer oral y factores de riesgo. Figura modificada de Warnakulasuriya, 2009.



I1.2B Caracteristicas Clinicas de Cancer Oral

El COCE puede comprometer cualquier sitio de la cavidad oral. Entre las
localizaciones mas frecuentes se encuentran: lengua (cara ventral y borde lateral)
y piso de boca (Bagan y cols., 2010; Rhodus y cols., 2014). Paladar blando,
encias, mucosa yugal, mucosa labial y palar duro son sitios donde es menos
probable encontrar esta neoplasia (Neville y cols., 2009). Clinicamente el tamafio
de las lesiones de COCE varia de unos pocos milimetros a varios centimetros en

los casos mas severos (Bagan y cols., 2010).

En etapas iniciales la presencia de lesiones orales aisladas con mas de 3
semanas de evolucion, sin causa aparente y usualmente asintomaticas, constituye
un motivo de sospecha (Bagan y cols., 2010). Dentro de éstas, destacan las
leucoplasias y eritoplasias (Bagan y cols., 2010), descritas como manchas blancas
y rojas, respectivamente, o una mezcla de ambas; que no se desprenden al
raspado y no presentan causa aparente (Rhodus y cols., 2014). En etapas mas
avanzadas es frecuente encontrar Ulceras con bordes irregulares e indurados,
masas exofiticas, adheridas a planos profundos, de superficies rugosas y muy
firmes a la palpacion, las cuales pueden estar asociadas a dolor, sangramiento,
parestesia y metastasis en linfonodos regionales (Bagan y cols., 2010; Rhodus y
cols., 2014). El diagnéstico precoz de esta patologia es poco frecuente por la poca
sintomatologia que presenta, provocando generalmente que los pacientes
consulten cuando las lesiones han alcanzado gran tamafio, lo que implica un peor
prondstico y tratamientos mas invasivos (Bagan y cols., 2010; Rhodus y cols.,
2014).

[1.2C Histologia del Cancer Oral

Se reconoce que una parte de los COCE puede tener origen a partir de
lesiones presentes en mucosa oral con potencial de transformacion maligna.
Dentro de éstas, se encuentran principalmente leucoplasias y eritroplasias, las
cuales muestran distintos grados de displasia en su conformacion histologica
(Huber y Tantiwongkosi, 2014).
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La displasia es un término histopatolégico que se aplica cuando existen
alteraciones arquitectonicas y celulares (variaciones en la forma y tamafio celular)
en el epitelio, las cuales provocan que el riesgo de desarrollar un carcinoma sea

mayor comparado con una mucosa normal (Warnakulasuriya y cols., 2008).

En la Tabla 1 se describen las alteraciones epiteliales desde una

hiperplasia hasta un carcinoma in situ, de acuerdo la clasificacion de la OMS.

Tabla 1: Resumen de las alteraciones a nivel epitelial seguin OMS 2005. World
Health Organization Classification of Tumours, 2005.

Aumento del nimero de células ya sea en su capa espinosa

HIPERPLASIA : e L
(acantosis) y/o basal. Estratificacion regular sin atipia celular.
Cambio arquitectonico limitado al tercio inferior del epitelio
DISPLASIA - . L, . -
acompafiado de atipia citologica, cumpliendo los requisitos
LEVE
minimos para ser considerada displasia.
DISPLASIA El cambio en la arquitectura normal del epitelio se extiende
MODERADA hasta el tercio medio, acompafiado de atipia citologica.
DISPLASIA Cambio arquitectonico del epitelio comprometiendo méas de dos
SEVERA tercios del mismo con atipia celular.

Células poseen caracteristicas malignas pero sin invasion
subepitelial. No es posible reconocer esta entidad

morfolégicamente, por lo que se recomienda para el
CARCINOMA IN

SITU diagnéstico observar lo siguiente: anomalias arquitecténicas

de espesor total o casi completo, acompafiadas de atipia

celular pronunciada, figuras mitdticas atipicas y mitosis

superficiales anormales.

El COCE se origina por una alteracion genética (mutaciones del genoma)
del queratinocito oral (Scully y Bagan, 2009). Las mutaciones generadas para
producir una displasia (presente en lesiones potencialmente malignas), no serian
las mismas que ocurren al instaurarse un proceso tumoral. El mayor nimero de
mutaciones aumenta el riesgo de aparicion de la mutacion puntual que genera una
célula cancerigena. Esto no descarta el hecho de desarrollar un carcinoma en

ausencia de displasia previa (Warnakulasuriya y cols., 2008).
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Entre las principales caracteristicas del CCE se describen una formacion
variable de perlas de queratina y un crecimiento epitelial invasivo, el cual se
manifiesta con una ruptura de la membrana basal y una extension de la invasion
hacia el tejido subepitelial, alterando la arquitectura de las capas epiteliales
basales, las cuales son reemplazadas por células irregulares mas largas con
procesos citoplasmaticos que se extienden hacia el tejido conectivo subepitelial.
Para un diagnostico histopatolégico mas asertivo el andlisis en detalle entre la
interface epitelio-tejido conectivo, es esencial, lo cual, muchas veces se dificulta
por la presencia de un prominente infiltrado inflamatorio que acompafna al CCE
(World Health Organization Classification of Tumours, 2005).

El método habitual para catalogar esta neoplasia, adoptado por la
organizaciéon mundial de la salud (OMS), consiste en una evaluacion microscopica
subjetiva que clasifica al CCE en subtipos histolégicos segin su grado de
diferenciacion en: bien diferenciado, moderadamente diferenciado y pobremente
diferenciado. En la Tabla 2 se puede observar en detalle la clasificacién, donde
parametros como grado de queratinizacion, actividad mitética y pleomorfismo
nuclear y celular son considerados (World Health Organization Classification of
Tumours, 2005). El valor de esta clasificacion histologica es controversial, y
muchos autores reconocen que un analisis microscépico aislado se correlaciona
pobremente con el resultado y la respuesta al tratamiento del CCE (Woolgar,
2006; Pereira y cols., 2007).

Tabla 2: Grado de diferenciacion histologico. World Health Organization

Classification of Tumours, 2005.

Bien diferenciado Guarda estrecha relacion morfolégica con
epitelio escamoso normal, presentando clara
diferenciacion escamosa.

Moderadamente diferenciado | Presenta actividad mitética importante vy
pleomorfismo nuclear irregular, mitosis
anormales y  usualmente una  menor
gueratinizacion.

Pobremente diferenciado Células predominantemente inmaduras,
numerosas mitosis tipicas y atipicas, minima
gueratinizacion.




I1.2D Tratamiento de Cancer Oral

Dentro de las principales modalidades terapéuticas para el cancer oral y
faringeo encontramos: intervencidn quirdrgica, radioterapia y quimioterapia
(Glenny y cols., 2010; Huber y Tantiwongkosi, 2014). El uso por separado o en
conjunto de las alternativas del tratamiento depende de factores como: tamafo,
localizacion y estadiaje del tumor primario. Ademas, se debe considerar estado
nutricional, capacidad para tolerar el tratamiento, las enfermedades presentes y
las decisiones del paciente (Huber y Tantiwongkosi, 2014). El manejo de cada
caso, se realiza de manera particular y con un equipo multidisciplinario para
abordar de mejor manera el cuadro que presenta el paciente (Wolff y cols., 2012;
Huber y Tantiwongkosi, 2014). Para planear el tratamiento, comparar los
resultados de éste e incluso para el prondstico, el estadio es muy Uutil, para lo cual,
se utiliza el sistema de clasificacion TNM (Huber y Tantiwongkosi, 2014), que
evallua: tamafio del tumor primario (T), nimero y ubicacién de linfonodos afectados
(N) y la presencia de metéstasis a distancia (M), clasificandose posteriormente en
etapas del | al IV (Huber y Tantiwongkosi, 2014). Dentro de las limitaciones de
esta clasificacion se encuentra que no considera la edad del paciente, sitio
anatémico de la lesion, ni factores de riesgo presentes en el individuo, que hayan
podido perpetuar la lesion (Arriagada y cols., 2010). El seguimiento de los
pacientes que sufren de cancer oral debe realizarse al menos por 5 afios y con
frecuencia de controles no menor a 3 meses durante los primeros 2 afios y 6

meses los 3 afos siguientes (Wolff y cols., 2012).

II.2E Prondstico de Cancer Oral

El pronéstico del COCE depende de factores relacionados con el tumor, el
tratamiento y el paciente (Scully y Bagan, 2009). El tamafio del tumor y estado
ganglionar destacan entre los factores prondsticos determinantes (World Health
Organization Classification of Tumours, 2005; Kademani, 2007). Sin embargo, el
compromiso de ganglios linfaticos se considera como el factor predictor mas
importante en la tasa de sobrevida de los pacientes, la cual disminuye cerca de un
50% cuando existe metastasis ganglionar (Grimm, 2012). El grosor del tumor y la

invasion vascular son otras de las caracteristicas que se asocian con un pobre



prondstico (World Health Organization Classification of Tumours, 2005).

Uno de los principales métodos de evaluacion prondstica es el sistema de
clasificacion TNM, que clasifica segun etapas (tempranas | —Il o tardias llI-1V), si
los tumores se encuentran en fases incipientes o avanzadas de la enfermedad,
contribuyendo a predecir el prondstico y la planificacion del tratamiento (Huber y
Tantiwongkosi, 2014). En Chile, un estudio del Instituto Nacional del Cancer
reporté que la sobrevida del cancer oral fue de 57% a los 5 afios, disminuyendo a
46% a los 10 afos. Al evaluar la sobrevida por estadios, pacientes diagnosticados
en etapa | arrojaron un 85,7%, la que disminuyé a 50,6% para los pacientes
diagnosticados en etapa IV (Bérquez y cols., 2011). Frecuentemente los tumores
en etapas tempranas se relacionan con una mayor sobrevida, menores
complicaciones en el tratamiento y un mejor prondéstico (Scully y Bagan, 2009). A
pesar de lo anterior, se han reportado tumores con similares estadios con patrones
de crecimiento y comportamientos clinicos distintos. Por lo tanto, resulta dificil
pronosticar con exactitud utilizando solamente el estadio clinico (Sharma M. y
cols., 2013).

Es asi, como las caracteristicas anatomopatol6gicas de los tumores han ido
tomando importancia, ya que de estas se desprende informacion util para el
pronéstico. Tomando en cuenta que estas caracteristicas pueden diferir
ampliamente de un area a otra dentro del mismo tumor, el frente de invasion
tumoral (FIT), la zona donde residen las células mas profundas y presumiblemente
mas agresivas, es considerado como la region mas representativa de la neoplasia

(Arriagado y cols., 2010; Sharma y cols., 2013).

En general los carcinomas en etapas tempranas, bien diferenciados y que
no han producido metastasis tienen un mejor prondstico, pero
desafortunadamente la mayoria de los COCE son detectados en etapas tardias
(Scully y Bagan, 2009). Las investigaciones recientes buscan complementar los
hallazgos clinicos y los estudios histopatoldgicos con eventos y/o biomarcadores

moleculares que se relacionan con la etiopatogenia del COCE. Algunos genes
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supresores de tumores, moléculas de adhesién, oncogenes, marcadores
angiogénicos y de proliferacion celular han sido estudiados como potenciales
herramientas para contribuir al diagnéstico, prondstico y tratamiento de los
pacientes que sufren esta enfermedad. Sin embargo la relevancia de estas nuevas
alternativas es debatible, requiere de una mayor estandarizacion y de futuras
investigaciones (Oliveira y Ribeiro-Silva, 2011).

1.3 CARCINOMA VERRUCOSO

El carcinoma verrucoso (CV) es una variante del carcinoma de células
escamosas (CCE) bien diferenciado (World Health Organization Classification of
Tumours, 2005; Adorno D. y cols., 2010; Tereda, 2011). La cavidad oral es el sitio
mas prevalente de esta patologia en cabeza y cuello representando el 75% de los
casos, seguido por la laringe con un 15%. Se encuentra principalmente en encia,
mucosa alveolar y yugal. Presenta mayor predileccion por el sexo masculino, entre
la sexta y séptima década de vida (Rekha y Angadi, 2010). De etiologia
desconocida, el CV se ha asociado al consumo de tabaco y al Virus Papiloma
Humano (VPH) (Tereda, 2011; Candau y cols., 2014).

Clinicamente se presenta como una masa exofitica con mudltiples
prominencias y profundas hendiduras. De crecimiento lento, agresivo localmente y
bien delimitado, es considerado un carcinoma con capacidad limitada de dar
metastasis (Adorno D. y cols., 2010). Histolégicamente el CV se caracteriza por la
presencia de un epitelio extremadamente engrosado, con papilas epiteliales-
bulbosas que se invaginan hacia el estroma y una superficie con marcada
hiperparaqueratinizacion. La lesion es diferenciada, habitualmente no presenta
atipias, pudiendo encontrarse displasia leve. La membrana basal se encuentra
integra y se observan cambios inflamatorios cronicos en el conectivo subyacente
(World Health Organization Classification of Tumours, 2005; Rekha y Angadi,
2010). La escision quirargica es el tratamiento de eleccion para el CV oral. Sin
embargo, quimioterapia por si sola o0 en combinacién con radioterapia han sido

empleadas como tratamiento inicial (Rekha y Angadi, 2010).
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1.4 INMUNOLOGIA Y CANCER

La letalidad de los tumores malignos esta determinada en gran parte por la
irregular actividad proliferativa, la resistencia a la muerte celular por apoptosis, la
capacidad de invadir los tejidos del huésped y producir metastasis en
localizaciones distantes por parte de las células tumorales (Abbas y cols., 2011).
Macfarlane Burnet en los afios cincuenta propuso el concepto de vigilancia
inmunitaria, el cual sefiala que una funcion fisiologica del sistema inmune es
reconocer y destruir los clones de células transformadas antes de que se
conviertan en tumores o eliminarlos después de que se hayan formado (Jewett y
cols., 2006; Abbas y cols., 2011). La existencia de la vigilancia inmunitaria se ha
demostrado por el aumento de la incidencia de algunos tipos de tumores en
animales de experimentacion y seres humanos inmunocomprometidos, que
padecen de inmunodeficiencias y/o inmunosupresiones (Jewett y cols., 2006;
Abbas y cols., 2011; Schreiber y cols., 2011; Boland y cols., 2014; Casey y cols.,
2014).

Aungue existe evidencia de la existencia de la inmunovigilancia contra los
tumores, individuos inmunocompetentes desarrollan cancer. Esta realidad clinica
se puede explicar ya que, si bien el sistema inmune es capaz de controlar o
eliminar algunos canceres en etapas tempranas, con el tiempo, las células del
tumor bajo la presion inmune, pueden tornarse selectivas y resistentes, regulando
la respuesta inmune innata y adaptativa desde su activaciébn hasta su fase
efectora, proceso conocido como inmunoedicién (Jewett y cols., 2006; Stagg Yy
cols., 2007; Schreiber y cols., 2011).

El rol de la vigilancia inmunitaria en la formacion de tumores ha sido
controversial (Abbas y cols., 2011; Schreiber y cols., 2011), actualmente es
evidente que la respuesta innata y adaptativa del sistema inmune se produce
frente a diversas neoplasias (Abbas y cols., 2011). Aprovechar estas reacciones
para destruir especificamente los tumores sigue siendo un objetivo importante
para combatir este tipo de patologias (Stagg y cols., 2007; Abbas y cols., 2011;
Schreiber y cols., 2011).
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II.4A Células Natural Killer

Dentro de la respuesta inmune innata se encuentran las células citoliticas
naturales o Natural Killer (NK) (Robertson y Ritz, 1990; Wallace y Smith, 2005),
que pertenecen a una subpoblacion de linfocitos altamente heterogénea,
derivadas de la médula 6sea y que comparten la linea filogenética con los
linfocitos T (Robertson y Ritz, 1990). En la sangre periférica representan un 10-
15%, morfolégicamente presentan granulos azurdfilos en su citoplasma y son mas
grandes que los linfocitos T y B (Abbas y cols., 2011). Poseen la capacidad de
lisar distintas células tumorales y células infectadas por virus sin la necesidad de
sensibilizacion previa (Abbas y cols., 2011; Vivier y cols., 2008). Se les atribuye el
rol de primera linea defensiva contra células neoplésicas o infectadas por virus
(Abbas y cols., 2011; Vivier y cols., 2008).

Las células NK expresan proteinas en sus membranas que son especificas
y son utilizadas como marcadores fenotipicos para distinguirlas entre distintas
poblaciones de linfocitos. Las células NK se reconocen por la expresién en su
membrana plasmatica de la proteina CD56 (Wallace y Smith, 2005). Se distinguen
2 subtipos, las NK CD56 bright y las NK CD56 dim (Wallace y Smith, 2005; Vivier y
cols., 2008). Las NK CD56 bright se caracterizan por una mayor capacidad de
liberar citoquinas, tales como: interferon gamma (IFN-y), factor de necrosis tumoral
(TNF-a), factor estimulante de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF),
interleuquinas (IL-5, IL-10, IL-13, entre otras) y quimioquinas, adjudicandose un rol
inmunoregulador importante. Las NK CD56 dim se caracterizan por presentar una
mayor capacidad citotoxica, presentando abundantes cumulos de perforinas y

granzimas en su citoplasma (Wallace y Smith, 2005).

[1.4B Respuestainmune, CCE y NK

El crecimiento de la masa tumoral en el CCE, esta frecuentemente
acompafado de infiltrado inflamatorio denso (Pereira y cols., 2007), el cual
representa la respuesta del estroma en presencia de neoplasias malignas y es

considerado como una expresion de interacciones entre el sistema inmune del
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huésped y el tumor (Arriagada y cols., 2010). El infiltrado inflamatorio se compone
predominantemente de macrofagos, células Natural Killer, mastocitos, linfocitos,
eosinofilos, células endoteliales y fibroblastos (Oliveira y Ribeiro- Silva, 2011). El
namero y tipo de célula que compone este infiltrado mononuclear en tumores
sélidos, esta relacionado con la produccion local de citoquinas y otros factores
quimiotacticos, por parte del hospedero y del propio tumor (Oliveira y Ribeiro-Silva,
2011). La infiltracion de células inmunes y el patron de inflamacion en el
microambiente del tumor podrian contribuir a la inhibicién del crecimiento tumoral,
sin embargo, algunos autores postulan que también ayudarian a la progresion y
metastasis del cancer (Oliveira y Ribeiro-Silva, 2011). Feller y cols. 2013 sefialan
gue en canceres establecidos, las células cancerigenas inducen el desarrollo de
un estado inflamatorio exagerado en el estroma, promoviendo crecimiento,
invasion y metastasis neoplésica, donde factores de transcripcion especificos
actian como nexo entre la inflamacion y el cancer. Estos factores una vez
activados, tienen la capacidad de aumentar la expresion de genes que son
comunes para la produccion y regulacion de mediadores inflamatorios, asi como
también para controlar la supervivencia y proliferacién de las células cancerigenas
(Feller y cols., 2013). Por su parte, otros autores asocian una mayor inflamacioén
cronica del estroma con un mejor pronéstico de la enfermedad y con la ausencia
de metéastasis (Brandwein- Gensler y cols., 2005; Chatzistamou y cols., 2010).
Matos y cols. 2012 apoyan esta sugerencia al encontrar que un bajo infiltrado
linfocitico se asocié con metastasis ganglionar en COCE de lengua (Matos y cols.,
2012). En la actualidad no se ha podido establecer con claridad el rol de las
células que estan involucradas en la promocion de la progresion del tumor o en su

destruccion (Pereira y cols., 2007).

Existen estudios que demuestran vinculacién entre las células NK y el CCE.
Dentro de éstos, se ha demostrado que frente una mayor presencia de NK en
sangre periférica en pacientes con CCE de cabeza y cuello, mejor prondstico
(Bottcher y cols., 2013). También se evidencié una mayor cantidad de NK en CCE
de bermellon de labio, al ser comparado con CCE de mucosa oral (Zancope y

cols., 2010). Por otro lado, Lee y cols. 2010 concluyen que la distribuciéon y el
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namero de NK incrementan gradualmente en respuesta al crecimiento del tumor y
a la metastasis durante la carcinogénesis oral, posiblemente via una respuesta

inmune adaptativa (Lee y cols., 2010).

Considerando los antecedentes expuestos anteriormente, se puede
observar que el efecto real de la respuesta inflamatoria local frente la invasion
neoplasica sigue siendo controversial. Por lo tanto, esclarecer el rol de los
protagonistas en la progresion y/o inhibicion del COCE se hace necesario para
poder generar un mayor conocimiento de esta neoplasia. El presente trabajo
busca determinar y comparar la presencia de células NK en COCE con distintos
grados de diferenciacion histopatologica, en carcinoma verrucoso y mucosa oral
sana, con la finalidad de establecer alguna relacion que permita aportar al
conocimiento que se tiene sobre estas patologias y su vinculacién con el sistema
inmune del hospedero, contribuyendo con herramientas concretas en la basqueda

de nuevas terapias antitumorales.
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Il HIPOTESIS Y OBJETIVOS

.2 HIPOTESIS

En Carcinoma oral de células escamosas pobremente diferenciado se observa
mayor presencia de células Natural Killer en comparacion a los otros subtipos

histopatologicos, Carcinoma Verrucoso y mucosa oral sana.

.2 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Cuantificar y comparar la presencia de células Natural Killer en los distintos grados
de diferenciacion histopatolégica de Carcinomas oral de células escamosas,

Carcinoma Verrucoso y mucosa oral sana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar y cuantificar la presencia de células Natural Killer en mucosa
oral sana.

e Determinar y cuantificar la presencia de células Natural Killer en Carcinoma
Verrucoso.

e Determinar y cuantificar la presencia de células Natural Killer en Carcinoma
oral de células escamosas bien diferenciado.

e Determinar y cuantificar la presencia de células Natural Killer en Carcinoma
oral de células escamosas moderadamente diferenciado.

e Determinar y cuantificar la presencia de células Natural Killer en Carcinoma
oral de células escamosas pobremente diferenciado.

e Comparar las cuantificaciones de células Natural Killer en los diferentes
grados de diferenciacion histopatologica de Carcinoma oral de células

escamosas, Carcinoma Verrucoso Y mucosa oral sana.
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IV MATERIALES Y METODOS

IV.1 TIPO DE ESTUDIO

El disefio de este estudio fue de tipo observacional descriptivo de corte

transversal.

IV.2 ASPECTOS ETICOS Y BIOSEGURIDAD

Este estudio se enmarca en el proyecto FIOUCH 13-008: “Presencia de
Células Natural Killer en los distintos grados de diferenciacion histopatolégica de
Carcinoma oral de células escamosas, Carcinoma Verrucoso y mucosa oral
normal”, aprobado por el Comité Etico-Cientifico de la Facultad de Odontologia de
la Universidad de Chile (Anexo n°® 1 y 2) y por el Comité Institucional de
Bioseguridad (CIB) de la Universidad de Chile, administracién conjunta Campus
Norte (Anexo n° 3). Toda informacion respecto a los pacientes de este estudio se
mantuvo en absoluta confidencialidad y respeta los principios de la declaracién de

Helsinki para la investigacion con seres humanos.

IV.3 FUENTE DE INFORMACION

Desde la base de datos del Servicio de Anatomia Patologica (SAP),
Departamento de Patologia y Medicina Oral, Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile (FOUCH), se seleccionaron muestras con diagndéstico
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 afios
1985y 2013.

IV.4 DESCRIPCION DE LA MUESTRA

El estudio contempl6 un muestreo de tipo no probabilistico, por
conveniencia, en que se seleccionaron un total de 48 muestras de biopsias
incisionales del SAP de la FOUCH, entre los afios 1985 y 2013. Del total de las

muestras, 11 tenian diagndéstico histopatolégico de carcinoma oral de células
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escamosas (COCE) bien diferenciado, 10 correspondian a COCE moderadamente
diferenciado, 10 a COCE pobremente diferenciado, 11 a carcinoma verrucoso
(CV) y 6 a mucosa oral sana. Estas Ultimas correspondieron a muestras de
distintos sectores anatomicos de la cavidad oral, donde el clinico realiz6 biopsias,
pero que bajo el analisis histologico correspondi6 a mucosa oral sana. Las
muestras seleccionadas fueron reevaluadas por un Patélogo Oral y los
diagnoésticos fueron confirmados segun criterios de clasificacion de la
Organizacion Mundial de la Salud afio 2005 (WHO Classification of Tumours,
2005).

IV.4A Criterios De Inclusién

e Muestras de mucosa oral con diagndstico de COCE bien,

moderadamente y pobremente diferenciado.
e Muestras de mucosa oral con diagnostico de carcinoma verrucoso.

e Muestras de mucosa oral sana.

IV.4B Criterios De Exclusion

e Muestras con localizacién anatdmica de paladar blando y bermellon
de labio.

e Muestras con tejido conectivo insuficiente y/o ausente para ser

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

e Muestras que en el proceso de confirmacion del diagndstico
histopatolégico, éste no coincidid con el diagnéstico inicial.

IV.5 RECOLECCION DE DATOS

IV.5A Procesamiento Y Analisis Histopatolégico De Las Muestras

Luego de seleccionar los casos, se confirm6 el diagndéstico y el
cumplimiento de los criterios de inclusién y exclusién por un Patélogo Oral del

Departamento de Patologia y Medicina Oral de la FOUCH.
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El procesamiento y analisis histopatolégico de las muestras se llevé a cabo
en el Servicio de Anatomia Patoldgica del Departamento de Patologia y Medicina
Oral de la FOUCH.

El analisis histopatologico de confirmacion diagnostica fue realizado
mediante un microscopio éptico Olympus CX21, en cada una de las 48 piezas
histoldgicas seleccionadas, todas ellas fijadas en formalina e incluidas en parafina,
presentes y registradas en el SAP de la FOUCH. Las cuales fueron previamente
cortadas con micrétomo de rotacibn para obtener muestras de 4um.
Posteriormente se realizé el desparafinado (xileno 2x10 min), hidratacion (etanol
100° 2x10 min, etanol 95° 2x5 min, etanol 70° 10 min, agua corriente 10 min),
tincion (Hematoxilina de Harris 2 min, agua corriente 15 min, eosina 1 min, agua
corriente 10 min), deshidratacion (etanol 70° 1 min, etanol 95° 2x1min, etanol 100°

2x2 min) xileno 2x5 min y el montaje final.

Una vez confirmada la inclusion de la muestra en el estudio, se realizaron
fotografias de cada una de las placas histologicas (muestras tefiidas con
hematoxilina-eosina), mediante microscopio 6ptico con aumentos de 10X y 40X,

para registro de confirmacién diagndéstica.

La informacién basica completa de los pacientes (edad, sexo y localizacion
de la lesién) fue obtenida de las fichas clinicas seleccionadas y fue recopilada en

una planilla del programa computacional Microsoft Excel®.

IV.6 TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ) PARA LA DETECCION DE CD
56
A cada molde seleccionado, se le realiz6 1 corte de 4 ym para cada
anticuerpo, con navajas de corte para tejidos blandos marca Feather®, en un
microtomo marca E. Leitz Wetzlar. Posteriormente los cortes fueron colocados en
bafio de estirado marca Labline® a 38°C; cada corte fue recogido en portaobjetos
con carga positiva (Laboratorio Cellpath, Inglaterra) y secados a 60°C por 30 min

en estufa marca Memmert®.
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Una vez completado el tiempo de secado, las muestras en cada portaobjeto
fueron desparafinadas en xilol y rehidratadas en alcoholes descendentes hasta
agua destilada. Las secciones se colocaron en buffer citrato de sodio (pH 6)
durante 45 min vaporera para la recuperacion antigénica, luego fueron lavadas en
agua destilada en 5 cambios sucesivos y posteriormente lavadas con buffer
fosfato salino (PBS) durante 2x2 min. La actividad de la peroxidasa enddgena fue
bloqueada incubando las secciones en H;O, al 3% en metanol a temperatura
ambiente durante 20 min. Las secciones fueron pre-incubadas con suero de
caballo durante 20 min a temperatura ambiente y después se incubaron durante
30 min. en cdmara humeda a 37°C con un anticuerpo monoclonal para CD56,
ampliamente utilizado para deteccion de células NK y que se ajustaba a los fines
del estudio (Tabla 3):

Anticuerpos Tipo de . Laboratorio | Cadigo del Patrén de
Primarios | Anticuerpo Comercial | Producto marcacion
Anti-CD 56 | Ac 1:100 Dako M7304 | Citoplasmatica

Monoclonal y/o Membrana

Tabla 3. Detalles del anticuerpo utilizado en técnica IHQ.

Posteriormente, las secciones se lavaron con PBS durante 5 min y fueron
incubadas con el anticuerpo secundario biotinilado durante 20 min a 37°C y
posteriormente con peroxidasa-estreptavidina conjugada (Sistema Deteccion
Universal Vectastain Elite Kit amplio espectro ABC-HRP, RTU, Vector-USA,
EE.UU.) durante 20 min a 37°C; la reaccion se visualizé finalmente con
diaminobencidina (DAB) (3 a 5 min) y fue contrarrestada con hematoxilina de
Harris 1min (Shuyama y cols., 2007; Kumar y cols., 2008). En el procedimiento se
incluyeron controles negativos obtenidos mediante la sustitucion del anticuerpo
especifico con PBS y controles positivos necesarios para validar la técnica IHQ,
los cuales fueron los recomendados por el fabricante de dicho anticuerpo y se les
aplicé los mismos procedimientos que al tejido en estudio.

Un corte de amigdala humana y un linfoma CD56 positivo fueron los

controles positivos para el Anticuerpo CD56.
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IV.6A Observacion Microscépica, ldentificacion Y Recuento De
Células Inmunopositivas.

El analisis de la inmunotincién CD56 se evalué mediante microscopio 6ptico
(Olympus BX 41, trinicular, serie 8M09891, modelo BX41TF) con aumentos de 10x
y 40x. Primero se hizo un recorrido de la placa para identificar el area con mayor
cantidad de tejido conjuntivo, y se tomé una fotografia del sector seleccionado con
aumento 10x, acoplado a cdmara para microfotografia digital (Arquimed® 2,5
megapixeles) con el programa de captura de imagen (Micrometrics SE Premium).

Las fotografias fueron guardadas en formato JPG.

Luego, se utiliz6 aumento a 40x y se tomaron 4 fotografias continuas sin
repeticion de campo (Woo y cols., 2008 modificado). Este procedimiento se repitié
en cada una de las 48 muestras, lo que llevdé a un total de 192 fotografias con
aumento de 40x, las que fueron analizadas a través del programa computacional
Paint de Windows®, utilizado para la visualizacion digital de las fotografias y que
asignaba de manera automética a cada imagen un area de 4.490.000 pixeles

(area total por imagen). También permitié trazar lineas, para dividir en cuadrantes

y delimitar areas de trabajo (Figura 2). Lo cual se realizd considerando que el area
representativa de andlisis en el estudio, es el tejido conjuntivo. Ademas en cada
fotografia existian areas de tejido epitelial o sin muestra que fueron descartadas
del area total de cada imagen (4.490.000 pixeles) por no representar sectores de

interés a evaluar (Figura 2).

La sumatoria de cada area delimitada por cuadrante, determiné el area de
trabajo Gtil por imagen (Figura 2). El procedimiento descrito se realizé para facilitar
la cuantificacion manual de las células NK inmunopositivas para CD56, las que
presentaban morfologia especifica y marcacion de color pardo en su membrana

y/o citoplasma celular (Figura 3).
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Figura 2. Correspondiente a muestra n° 7 de COCE MD al (40x). A: Lineas en rojo representando
cuadrantes y delimitacion de &reas de trabajo. En amarillo area total por imagen (4.490.000
pixeles). B: la sumatoria de las areas delimitas en rojo, representa el area de trabajo util de la

fotografia A. Ademas se logran apreciar las areas sin muestras y con tejido epitelial que no fueron

consideradas para el conteo celular.

Figura 3. Fotografia representativa de muestra n°4 de COCE CV al (40x) con acercamiento digital.
Flechas en rojo ejemplificando células inmunopositivas para anticuerpo CD56, con nucleos

redondeados y prominentes, rodeados de citoplasma tefiido de color pardo.

En cada area de trabajo util se realiz6 el conteo manual de células NK

inmunopositivas. Posteriormente se realizo la sumatoria de estas cuantificaciones
para cada una de las 4 fotografias analizadas por muestra al 40x. Lo que
determind el ndmero de células NK total (n°_de NK total) por muestra. La

sumatoria de las 4 areas de trabajo util por muestra se dividié por el area total de
cada imagen (4.490.000 pixeles), lo que determind un cociente Unico para cada
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muestra, el cual se utiliz6 como factor divisor del n° de NK total, determinando el

valor representativo de células NK por muestra (células NK por muestra), que se

utilizé para comparar de manera equitativa el promedio de células NK de cada
grupo (MS, CV, COCE BD, COCE MD y COCE PD). En la figura 4 se puede
observar el detalle del como se obtuvo el valor numérico de las células NK por

muestra.

Sumatoria de areas de trabajo util por muestra = Cociente

Area total por imagen (4.490.000 pixeles)

n® de NK Total = células NK por muestra

Cociente

Figura 4. Representando la obtencion del cociente (especifico por muestra) para determinar el

namero de células NK por muestra, utilizado para comparar cada grupo de estudio

Dos operadores expertos, en tiempos diferentes, realizaron la observacion
de cada una de las fotografias, siendo realizada una previa calibraciéon intra-
observador. Para aquellas fotografias en que el conteo final no coincidia, se volvio
a cuantificar hasta llegar a un valor similar. Los resultados fueron recopilados en

una planilla del programa computacional Microsoft Excel®.

V.7 ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un andlisis exploratorio de la distribucion de los datos mediante la
prueba Shapiro Wilk. La comparacién del niumero de células NK entre los
diferentes grupos en estudio se realizd usando el test no paramétrico de Mann-
Whitney U-Test debido a la distribucion no paramétrica de los datos. Las variables
sexo y localizacion de la muestra fueron analizados mediante estadistica
descriptiva. Y la comparacion de la edad mediante T-student. El andlisis
estadistico se realizo utilizando el software Stata 11.0 considerando significativas

las diferencias con los valores p < 0.05.
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V RESULTADOS

V.1 DATOS CLINICOS DE LAS MUESTRAS

De las 48 muestras del estudio, 52,1% (n=25) correspondieron al género
femenino y 47,9% (n=23) al género masculino. 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 vy el
CV se observo que el género mas afectado fue el femenino con 63,6% y 72,7%
respectivamente; para COCE moderadamente diferenciado no existio diferencia

en el numero de casos por género (Tabla 4).

La edad promedio de las muestras analizadas fue 61,7 + 16,9 afios (Min.17,
Max.99 afios). El promedio de edad para el género femenino fue de 62,5 *+ 18,4
afios (Min.17, Max. 89 afos) y para el género masculino fue de 61,7 = 15,3 afios
(Min.24 afios, Max.99 afios). No se encontré diferencia significativa entre los
promedios de edades por sexo (p=0,7387). En la Tabla 4 se describen los
promedios de edad y cantidad de pacientes segun sexo para las muestras de MS,
CV, COCE BD, COCE MD y COCE PD.

Dentro de las localizaciones del total de la muestra (Tabla 5 y Gréfico 1), la
lengua destaca como el sitio mas frecuente (27%, n=13), luego la encia con 25%
(n=12). El 10,5% (n=5) de las muestras presentaron mas de un sitio afectado
(Grafico 1).
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Tabla 4. Caracteristicas del total de la muestra segun género y edad promedio.

COCEBD

MS cv COCE MD COCEPD 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 23 479
Femenino 3 50 8 72,7 y 63,6 5 50 2 20 25 521
Promadio de
edad en afios
Mujeres 416+2211 725+ 67404 67 £54420 626+30417 375245090 62,5+ 18489
(min30, max61) (minG7, max79)  (min54, max39) (min17, maxB82) (min31, max44)  (min17,max89)
Hombres 53 £ 1,667 67 £ 40,827 54.5 £ 52,445 62 £ 49,216 63.9+46.188 608 ¢ 15340
(min36, max76) (min56, max77) (min53, max56)  (mind7, max73)  (min24, max99)  (min24 max99)
Total 425+ 1143 7127403 62.5+123 623+ 186 586+219 6172169
(min30, max76) (Min56, max79)  (min53, max89)  (MIn17, max82) (min24, max99)  (min17,max99)
Grafico 1. Localizaciones del total de la muestra.
®m Encia
® Lengua
= Mejilla
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Tabla 5. Localizacion del total de muestras segun su diagnéstico.

M3 (') COCEBD COC MD COCEPD Tofal

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

N % n E1 n T n T n T n T
Localizacion
Encia o - 6 545 2 18.2 2 20 2 20 12 25
Lengua 1 167 1 9.1 G 4.5 3 30 2 20 13 27
ejilla o - 1 9.1 1 9.1 2 20 2 20 & 12,5
Mucosa labio F 833 0 - 0 - 0] - 0 - ] 10,4
Paladar duro o - 0 - 1 g1 0] - 1 10 2 42
Piso de boca o - 1 91 ] - 2 20 2 20 5 10,4
Piso de baca/ o - ] - ] - 0 - 1 10 1 2.1
Lengua
Encia / Piso de o - ] - 1 91 1 10 ] - 2 42
boca
Encia / Paladar o - 2 1382 0 - 0] - 0 - 2 42

duro

2

En la Figura 5 se observan fotografias histol6gicas representativas de las

muestras que fueron incluidas para analisis en este estudio.
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Figura 5: Microfotografias de muestras representativas de las muestras de cancer, tefiidas con
H&E obtenidas bajo microscopio éptico al 40X. A: muestra n°4 de Carcinoma verrucoso; B:
muestra n°7 de COCE bien diferenciado; C: muestra n°1 de COCE moderadamente diferenciado;

D: muestran°l COCE pobremente diferenciado.

V.2 DATOS CLINICOS Y CUANTIFICACION DE NK EN MUCOSA ORAL SANA
(MS)

Se revisaron 6 muestras de mucosa oral sana, de las cuales 50% (n=3)
eran de hombres y 50% (n=3) de mujeres. La edad promedio total fue de 42,5 £
11,43 afos (Min.30, Max.76 afos). El promedio de edad de las mujeres fue de
41,6 + 2,2 afos (Min.30, Max.61 afos) y el de los hombres fue de 53 + 1,6 afios
(Min.36, Max.76 afios), la diferencia de edad por sexo no fue significativa
(p=0,5026) (Tabla 6). La localizaciébn mas frecuente fue mucosa de labio, con el
83,3% (n=5) (Gréfico2).
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Tabla 6. Caracteristicas de la muestras mucosa sana segun género y edad
promedio.

MS
n=6
n %
Género
Masculino (M) 3 50
Femenino (F) 3 50
(M+F) 6 100
Promedio de edad
(afios)
Mujeres 416 *272
Hombres 53 1,6
Total 425 114

Gréfico 2. Localizaciones de mucosa oral sana.

= Lengua

= Mucosa
Labio
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Todas las muestras de MS, fueron observadas bajo microscopia 6ptica,
para confirmacion de diagnostico, cdmo se ejemplifica en la Figura 6.
Posteriormente se realizd la cuantificacion de las células NK total como fue

descrito en la seccion de materiales y métodos.

Figura 6: Microfotografias obtenidas bajo microscopio 6ptico de muestras representativas de
mucosa oral sana tefiidas con H&E. A: Muestra n°3 al 10x. Se observa tejido conjuntivo con
caracteristicas morfolégicas conservadas; B: Muestra n°3 al 40x tejido conjuntivo normal,
presencia de vasos sanguineos de menor calibre. C: Muestra representativa n°3, con técnica de
inmunohistoquimica para deteccion de CD56, en que se cuantificaron 4 células NK; D:

Amplificacion de cuadro destacado en rojo en C con células NK (flechas en rojo).
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En el Gréfico 3 se observan los promedios de NK encontrados para cada
una de las 6 muestras de MS. La cuantificacion de las células NK total para MS

arrojo un promedio de 2 £ 1,7 células por fotografia (Min.0, Max.4 células).

Grafico 3. Promedio de células NK por muestra de mucosa oral sana (1 al 6).
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V.3 DATOS CLINICOS Y CUANTIFICACION DE NK EN CARCINOMA
VERRUCOSO (CV).

Se evaluo un total de 11 muestras de carcinoma verrucoso, de las cuales el
27,3% (n=3) eran de hombres y 72,7% (n=8) de mujeres, con una edad promedio
total de 71 = 7,4 afios (Min.56, Max.79 afios). El promedio de edad de las
mujeres fue de 72,5 = 67,4 aflos (Min.67, Max.79 afos) y la de los hombres fue
de 67 = 40,8 afos (Min.56, Max.77 afos), sin diferencia significativa en el

promedio por sexo (p=0,2957) (Tabla 7). La localizacion mas frecuente fue encia
con el 54,5% (n=6) (Grafico 4).
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Tabla 7. Caracteristicas de la muestra Carcinoma Verrucoso segun género y edad
promedio.

CcVv
n=11
n %
Género
Masculino (M) 3 27,3
Femenino (F) 8 72,7

(M+F) 11 100
Promedio de edad

(afios)

Mujeres 725+ 67,4
Hombres 67 =+ 408
Total 71 + 7,40

Gréafico 4. Localizaciones de Carcinoma Verrucoso.

® Encia.

m Encia/Paladar Duro

= Lengua

54,50%
n=6

= Mejilla

= Piso de Boca
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Las muestras de CV, fueron observadas bajo microscopia 6ptica como se
ejemplifica en la Figura 7. En el Grafico 5 se observan los promedios de NK
encontrados para cada una de las 11 muestras de CV. La cuantificacion de las
células NK total para CV arroj6 un promedio de 8 + 6,4 células por fotografia
(Min.0, Max18 células).

B \\"
N \\\%\j‘
A 3:\\ \s

Figura 7: Microfotografias obtenidas bajo microscopio Optico de muestras representativas de

carcinoma verrucoso tefiidas con H&E. A: Muestra n°9 al 10X. Se observan proyecciones tipicas
de este tipo de céncer, sin invasion directa sobre el conjuntivo subyacente ya que la membrana
basal se observa intacta, bajo ésta se observan pequefios grupos de infiltrado inflamatorio; B:
Muestra n°9 al 40X con escasas células inflamatorias, ademas se puede observar tejido neoplasico
y vasos sanguineos de diverso calibre. C: foto representativa de muestra n°4, con técnica de
inmunohistoquimica para deteccion de CD56, en que se cuantificaron 16 células NK; D:

Amplificacion de cuadro destacado en rojo en C con células NK (flechas en rojo).
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Gréfico 5. Promedio de células NK por muestra de Carcinoma Verrucoso (1 al 11).
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DATOS CLINICOS Y CUANTIFICACION DE NK EN CARCINOMA ORAL
ESPINOCELULAR BIEN DIFERENCIADO (COCE BD).

Se evalud un total de 11 muestras de COCE BD, de las cuales el 36,4% (n=
4) eran de hombres y 63,6% (n=7) fueron de mujeres, con una edad promedio
total de 62,5 = 12,3 afios (Min.53, Max.89 afos). El promedio de edad de las
mujeres fue de 67 = 54,4 afios (Min.54, Max.89 afios) y la de los hombres fue de
545 = 52,4 afios (Min.53, Max.56 afos), sin diferencia significativa en el

promedio de edad por sexo (p=0,1068) (Tabla 8). La localizacion mas frecuente
fue lengua con el 54,5% (n=6), seguido de encia con el 18,2% (n=2) (Grafico 6).
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Tabla 8. Caracteristicas de la muestra COCE bien diferenciado segun género y

edad promedio.

COCE BD
n=11

N %

Género
Masculino (M)
Femenino (F)
(M+F)
Promedio de edad
(afios)
Mujeres
Hombres
Total

36,4
63,6

100
11

67 £ 544
545 £ 52,4
62,5 £ 12,3

Gréafico 6. Localizaciones de COCE bien diferenciado.

m Encia.

® Lengua.

= Mejilla.

m Paladar duro

® Piso de Boca y Encia reborde
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Las muestras de COCE BD, fueron observadas bajo microscopia optica
como se ejemplifica en la Figura 8. En el Grafico 7 se muestran los promedios de
NK encontrados para cada una de las 11 muestras de COCE BD. La cuantificacion
de las células NK total para COCE BD arroj6 un promedio de 15 + 10,3 células por

fotografia (Min.3, Max.30 células).

Figura 8: Microfotografias obtenidas bajo microscopio 6ptico de muestras representativas de

COCE BD tefiidas con H&E. A: Muestra n°7 al 10X es posible observar una gran cantidad de
infiltrado inflamatorio rodeando al tumor; B: Muestra n°7 al 40X es posible apreciar la infiltracion
linfocitica tumoral (ILT) acompafiada de masas tumorales. C: fotografia representativa de muestra
n°9, con técnica de inmunohistoquimica para deteccion de CD56, en que se cuantificaron 47
células NK; D: Amplificacién de cuadro destacado en rojo en C con células NK (flechas en rojo).



35

Gréfico 7. Promedio de células NK en COCE bien diferenciado para cada una de
las muestras evaluadas de COCE BD (1 al 11).
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V.4 DATOS CLINICOS Y CUANTIFICACION DE NK EN CARCINOMA ORAL
ESPINOCELULAR MODERADAMENTE DIFERENCIADO (COCE MD).

Se evalu6 un total de 10 muestras de COCE MD, de las cuales el 50%
(n=5) eran de hombres y 50% (n=5) fueron de mujeres, con una edad promedio
total de 62,3 = 18,6 aflos (Min.17, Max.82 afos). El promedio de edad de las
mujeres fue de 62,6 = 30,4 afios (Min.17, Max.82 afios) y la de los hombres fue
de 62 = 49,2 afos (Min. 47, Max.73 afos), sin diferencias significativas del

promedio por sexo (p=0,9628) (Tabla 9). La localizacion mas frecuente fue lengua
con 30% (n=3), seguido de encia 20% (n=2) y mejilla 20% (n=2) (Grafico 8).
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Tabla 8. Caracteristicas de la muestra COCE moderadamente diferenciado segun
género y edad promedio.

COCE MD
n=10
n %
Género
Masculino (M) 5 50
Femenino (F) 5 50

(M+F) 10 100
Promedio de edad

(afios)
Mujeres 62,6 + 30,4
Hombres 62 + 49,2
Total 62,3 + 18,6

Grafico 8. Localizaciones de COCE moderadamente diferenciado.

= Encia.

® Lengua.

= Mejilla.
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Las muestras de COCE MD fueron observadas bajo microscopia optica
como se ejemplifica en la Figura 9. En el Gréfico 9 se observan los promedios de
NK encontrados para cada una de las 10 muestras de COCE MD. La
cuantificacion de las células NK total para COCE MD arrojo un promedio de 18 +

12,8 células por fotografia (Min.5, Max.41 células).

" "~-. \ = -
t_' " p ‘y.") r N

Figura 9: Microfotografias obtenidas bajo microscopio Optico de muestras representativas de
COCE MD tefiidas con H&E. A: Muestra n°1 al 10X se observa mezcla entre tejido tumoral e
infiltrado inflamatorio; B: Muestra n°1 al 40X se observan células neoplasicas malignas rodeadas
de infiltrado linfocitario tumoral. C: fotografia representativa de muestra n°7, fotografia A, con
técnica de inmunohistoquimica para deteccion de CD56, en que se cuantificaron 20 células NK; D:

Amplificacion de cuadro destacado en rojo en C con células NK (flechas en rojo).



Gréfico 9. Promedio de células NK para cada una de las
COCE BD (1 al 10).
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V.5 DATOS CLINICOS Y CUANTIFICACION DE NK EN CARCINOMA ORAL
ESPINOCELULAR POBREMENTE DIFERENCIADO (COCE PD).

Se evalud un total de 10 muestras de COCE PD, de las cuales el 80% (n=8)

eran de hombres y 20% (n=2) fueron de mujeres, con una edad promedio total de

58,6 + 21,9 (Min.24, Max.99 afios). El promedio de edad de las mujeres fue de
37,5 = 45 (Min.31, Max.44 afos) y la de los hombres fue de 63,9 = 46,1 (Min.24

afos, Max.99 afios), sin diferencias significativas en el promedio de edad por sexo

(p=0,1348) (Tabla 10). Las localizaciones con mayor frecuencia fueron encia,

lengua, mejilla 'y piso de boca con 20% (n=2) para cada una (Grafico 10).
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Tabla 9. Caracteristicas de la muestra COCE pobremente diferenciado segun
género y edad promedio.

COCE PD
n=10
n %
Género
Masculino (M) 8 80
Femenino (F) 2 20
(M+F) 10 100
Promedio de edad
(afios)
Mujeres 37,5 450
Hombres 63,9 +46,1
Total 58,6 21,9

Grafico 10. Localizaciones de COCE pobremente diferenciado.
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Las muestras de COCE PD, fueron observadas bajo microscopia optica
como se ejemplifica en la Figura 10. En el Grafico 11 se muestran los promedios
de NK encontrados para cada una de las 10 muestras de COCE PD. La
cuantificacion del infiltrado inflamatorio total para COCE PD arrojé un promedio de

41 + 48,3 ceélulas por fotografia (Min.5, Max. 170 células).

Figura 10: Microfotografias obtenidas bajo microscopio 6ptico de muestras representativas de
COCE PD tefiidas con H&E. A: Muestra n°1 al 10X en que se observa tejido conjuntivo con pérdida
de caracteristicas morfoldgicas, y abundante infiltrado inflamatorio; B: Muestra n°1 al 40X se
observan queratinocitos poco diferenciados con alto porcentaje de infiltrado linfocitario tumoral. C:
foto representativa de muestra n°1, fotografia A con técnica de inmunohistoquimica para deteccién
de CD56, en que se cuantificaron 138 células NK; D: Amplificacién de cuadro destacado en rojo en

imagen C, se destacan células NK representativas con flechas en rojo.



41

Gréfico 11. Promedio de células NK para cada una de las muestras evaluadas de
COCE PD (1 al 10).
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V.6 ANALISIS COMPARATIVO ENTRE LOS SUBTIPOS DE COCE, CV Y MS
EN RELACION A CUANTIFICACION DE CELULAS NK.

Al analizar las 48 muestras del presente trabajo, se observaron diferentes
cantidades de células NK total (positivas para el anticuerpo CD56) segun el grupo
de estudio (MS, CV, COCE BD, COCE MD y COCE PD).

El grupo MS obtuvo un promedio de 2 + 1,7 células NK total, el cual
representd la menor cantidad de células NK al ser comparado con los demas
grupos de estudio (Grafico 12). Estas diferencias, las cuales pueden ser
observadas en la Tabla 11, fueron estadisticamente significativas cuando se
compar6 el grupo MS con COCE BD (p=0.00578), COCE MD (p= 0.00138) y
COCE PD (p=0.00138), no asi para CV donde la diferencia no fue

estadisticamente significativa (p=0,0703).

El grupo de CV obtuvo un promedio de 8 £ 6,4 células NK total, el cual fue
mayor al compararlo con MS y menor al compararlo con COCE BD, COCE MD y
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COCE PD (Gréfico 12). Solo la diferencia observada respecto al grupo COCE PD
fue estadisticamente significativa (p=0,00386) (Tabla 11).

El grupo de COCE BD obtuvo un promedio de 15 + 10,3 células NK total, el
cual fue mayor al compararlo con MS y CV y menor al compararlo con COCE MD
y COCE PD (Grafico 12), sin embargo ninguna de las diferencias fue

estadisticamente significativa (Tabla 11).

El grupo de COCE MD obtuvo un promedio de 18 + 12,8 células NK total, el
cual fue menor al compararlo con COCE PD y mayor al compararlo con MS, CV y
COCE BD (Grafico 12), pero ninguna de estas diferencias fueron

estadisticamente significativas (Tabla 11).

El grupo de COCE PD obtuvo un promedio de 41 + 48,3 células NK total, el
cual represento6 la mayor cantidad de células NK al ser comparado con los demas
grupos de estudio (Grafico 12). Las diferencias respecto a los grupos MS
(p=0.00138) y CV (p=0.00386) fueron estadisticamente significativas, no asi para
COCE BD y COCE MD (Tabla 11).

En el Gréafico 13 se puede observar la relacion entre la cantidad de

células NK presentes en cada muestra analizada segun el grupo de estudio.
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Grafico 12: Promedio de células NK total en mucosa oral sana, carcinoma

verrucoso y COCE bien, moderadamente y pobremente diferenciado.
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Grafico 13. Relacién entre la cantidad de células NK presentes en cada muestra
estudiada respecto del grupo analizado mucosa oral sana (MS), carcinoma
verrucoso (CV), carcinoma bien, (COCE BD), moderadamente (COCE MD) y
pobremente diferenciado (COCE PB).
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Tabla 11. Diferencias estadisticas entre los grupos de estudio (prueba Mann-

Whitney U-Test).

p-value

MS < CV 0.0703.

MS <COCE BD 0.00578
MS<COCE MD 0.00138
MS<COCE PD 0.00138
CV<COCE BD 0.16758
CV<COCE MD 0.07186
CV<COCE PD 0.00386
COCE BD<COCE MD |0.48392
COCE BD<COCE PD |0.06724
COCE MD<COCE PD | 0.2113
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VI DISCUSION

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 a las neoplasias, las cuales en la actualidad son una de las
principales causas de muerte afectando a millones de seres humanos al afio
(Stewart y Wild, 2014). Resulta necesario aportar con conocimientos nuevos que
permitan desarrollar nuevas herramientas para generar alternativas
complementarias a los tratamientos que existen actualmente, mejorar los

prondsticos, asi como contribuir con la prevencion del cancer.

De acuerdo a la informacién obtenida a partir de un total de 48 muestras
analizadas en este estudio, 42 fueron diagnosticadas histolégicamente como
carcinomas de células escamosas. Los pacientes con cancer, de los cuales fueron
tomadas estas muestras, tuvieron una edad promedio de 63,7 £ 15,9 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,

2010; Vargas-Ferreiray cols., 2012).

En el presente estudio, se observd que el género mas afectado en las
muestras correspondientes a COCE BD y CV fue el femenino con 63,7% y 72,7%
respectivamente, mientras que para las muestras de COCE MD no existieron
diferencias en el nUmero de casos por género. Considerando que se reporta en la
literatura al género masculino como el mas afectado por este tipo de carcinomas
(Neville y cols., 2009; World Health Organization Classification of Tumours, 2005;
Walvekar y cols., 2009; Rekha y cols., 2010), esta discrepancia se puede explicar
por el hecho de que las mujeres generan mas consultas espontaneas y demandas
en servicios de atencion de salud que los varones y el carcinoma puede ser
biopsiado y diagnosticado en estas lesiones muchas veces desapercibidas o poco
pesquizadas por los pacientes (Vega y cols., 2003; Rosa-Jiménez y col., 2005).

Por el contrario en las muestras de COCE PD el género masculino se presento en
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el 80% de los casos, donde la razdn entre género masculino y el femenino fue de
4:1. Aunque esta relacion coincide con lo descrito en la literatura, la proporcion es
muy superior (Riera y Martinez, 2005; World Health Organization Classification of
Tumours, 2005; Ling y cols., 2013).

El sitio anatomico mas frecuente del total de muestras de CV fue encia con
un 54,5%, similar a lo reportado en la literatura (Rekha y cols., 2010; Adorno y
cols., 2010). Para COCE BD, MD y PD, fue la lengua el sitio afectado de forma
mas frecuente, concordando con lo descrito por otros autores (Bagan y cols.,
2010; Rhodus y cols., 2014).

Las células NK, en la inmunidad innata, tienen el rol de primera linea de
defensa pues se ha demostrado su capacidad para lisar las células neoplasicas o
infectadas por virus sin la necesidad de una previa sensibilizacién (Vivier y cols.,
2008; Lee y cols., 2010; Abbas y cols., 2011) y han sido motivo de estudios en
patologias como el cancer. En carcinoma de células escamosas de cabeza y
cuello, Molling y cols. 2007 reportan en estudio prospectivo, que pacientes que
padecian de esta neoplasia y presentaban bajos niveles de NK circulantes, se
asociaban a un prondstico mas pobre de la enfermedad, por presentar
asociaciones significativas con una mayor recurrencia local regional y tasas de
supervivencia mas bajas. Lee y cols. 2010 analizaron la distribucién de fenotipos
de linfocitos en sangre periférica en pacientes con cancer y leucoplasias orales,
encontrando una mayor cantidad de células NK en pacientes con COCE avanzado

y recurrente comparado con los pacientes sanos o que tenian leucoplasias orales.

Las células del sistema inmune que componen el infiltrado linfocitario
tumoral contribuirian a la inhibicién de la progresion del tumor (Zancope y cols.,
2010). Sin embargo, algunos autores postulan que también contribuirian a la
progresion y metastasis del cancer (Oliveira y cols., 2007). En el presente estudio
se observé que el promedio de células NK total del grupo control (mucosa sana)
fue menor que el promedio de células NK total de los subtipos histolégicos de
cancer analizados (CV, COCE BD, COCE MD y COCE PD), siendo esta diferencia
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estadisticamente significativa en todos los subtipos de canceres al compararlos
con mucosa sana, excepto para el CV. Aunque la mayoria de las muestras de
mucosa sana analizadas provenian de mucosa labial, y el mayor niumero de
COCE analizados se presentd en mucosa lingual y en encia, no se descarta la
probabilidad de que el significativo numero de células inflamatorias de las
muestras COCE pueda ser influenciado por la presencia de un mayor nimero de
células inflamatorias de manera basal en la encia normal, o que exista alguna
variabilidad en el numero de linfocitos moviles en los conectivos de los diferentes
tipos de mucosa oral. Si bien este es el primer reporte del recuento de NK
realizado en el contexto del Proyecto, seria util para reportes futuros incorporar
muestras de encia sana y aumentar el de lengua sana, para verificar la

significancia de estas diferencias respecto a los controles.

Es importante sefalar que el enfoque del estudio, se centra en la
comparacion de la repuesta inmune entre los subtipos de cancer y el mayor
promedio de células NK total fue observado en el COCE-PD, lo que corrobora

nuestra hipotesis

Los resultados de este estudio, a pesar de sus limitaciones, confirman la
tendencia de que existe una mayor cantidad de células NK a medida que el cancer
se hace mas anaplasico. Sugiriendo una respuesta antitumoral reaccional, que a
medida que el estimulo es mas nocivo, el organismo responde con mayor
intensidad, en términos cuantitativos. Tal como se observé en COCE PD, el cual
destac6 como el grupo con mayor promedio de células NK (Dunn y cols., 2004;
Uppaluri y cols., 2008; Abbas y cols., 2011; Cho y cols., 2011; Matos y cols.,
2012). Lee y cols. 2010 apoyan esta teoria, concluyendo que la distribucion y el
numero de NK incrementan gradualmente en respuesta al crecimiento del tumor y
a la metastasis durante la carcinogénesis oral, posiblemente via una respuesta
inmune adaptativa. Zancope y cols. 2010 por su parte, encontraron mayor nimero
de NK en pacientes con carcinoma de células escamosas oral y de labio al
compararlos con los pacientes control y con los que presentaban lesiones pre

malignas.
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En un trabajo realizado previamente por el mismo equipo de trabajo del
presente estudio, se buscd comparar la cantidad de infiltrado inflamatorio en los
distintos grados de diferenciacion histolégica de carcinoma oral de células
escamosas, carcinoma verrucoso oral y tejido sano. El cual concluy6 que en todos
los subtipos de canceres se evidencié una mayor cantidad de infiltrado inflamatorio
total al ser comparados con el tejido sano, presentado diferencias
estadisticamente significativas. Ademas, el grupo de muestras de pacientes con
diagnéstico de carcinoma oral de células escamosas pobremente diferenciado
(COCE PD) present6é una mayor cantidad de infiltrado inflamatorio total entre todos
los subtipos de carcinoma estudiados, con diferencias estadisticamente
significativas. Lo que ayuda a respaldar una tendencia de una respuesta mayor

ante estimulos mas nocivos o de una respuesta inmune no del todo efectiva.

El CV, el cual presenta un mejor prondstico al tener una limitada capacidad
de dar metastasis (Adorno y cols. 2010), arroj6 en el estudio la menor cantidad de
células NK al ser comparado con los demas subtipos de cancer, sin embargo solo
fue estadisticamente significativa la diferencia al compararlo con COCE PD, que
presentd la mayor cantidad de células NK. Estudios posteriores con mayor nUmero
de muestras y de localizaciones similares son necesarios para poder establecer, si
existiesen, diferencias estadisticamente significativas con los deméas grupos de
estudio. Lo que respaldaria, la premisa de una respuesta inmune poco efectiva

ante canceres mas nocivos.

Sin duda el proceso de supresion de tumores es dindmico y es por esto que
existen controversias al respecto. Considerando que las células NK poseen una
potente actividad citotdxica, su eficacia en contra de las masas tumorales
permanece cuestionable, ya que estaria siendo eludida por lo que genera el
microambiente del tumor. Este en un principio se asocia a una respuesta
inflamatoria cronica supresora capaz de controlar, contener o incluso eliminar el
proceso neoplasico, pero que se vuelve inefectiva y aberrante una vez que es
evadida. Caracterizandose por provocar activacion anormal de factores de

transcripcion que conducen a la expresion de genes involucrados en perpetuar las



49

condiciones favorables para el crecimiento y progresion de la neoplasia (Vitale y
cols., 2014). Lo anterior implicaria una alteracion en las vias de activacion o en
complejos de receptores que regulan la actividad antitumoral de las células NK,
afectando negativamente la disponibilidad de un completo y competente
reclutamiento de estas células en el sitio del tumor. Ademas la persistencia del
tumor, la cual resulta en parte por una respuesta inmune defectuosa, puede
favorecer la seleccion de células tumorales, capaces de evadir el control mediado
por las células NK (Vitale y cols., 2014). También se ha propuesto que estas
células, como parte de la inmunidad innata, estarian orientadas para responder en
contra de alteraciones iniciales y que se volverian tolerantes frente a exposiciones
“continuas”, lo que les provocaria auto modificaciones que repercutirian en sus
funciones (Vitale y cols., 2014). Antecedentes que al ser contrastados con los
resultados del presente estudio, respaldan la adaptacion poco efectiva del

organismo frente al cancer.

En este estudio no se analizaron condiciones sistémicas ni locales, tales
como ulceras, sobre infeccion por candida, trauma local u otras que pudieran
influir en la respuesta inflamatoria, esto debido a la poca informacién presente en
las fichas clinicas. De esta manera, se sugiere a futuro seguir incluyendo mas
muestras con la finalidad de homogeneizarlas en relacion a sus localizaciones
topogréficas, y ademas conociendo mas datos de las condiciones bucales de los
pacientes estudiados, tratando asi de minimizar posibles sesgos que podrian
afectar la cantidad de células NK que permanece adyacente al tumor.

Este trabajo buscdé comparar la presencia de células NK total en los
distintos grados de diferenciacion histopatologica del carcinoma oral de células
escamosas, carcinoma verrucoso y mucosa oral sana (COCE BD, COCE MD,
COCE PD, CV y MS) con el fin de establecer una relacién entre los subtipos de
cancer analizados y las células NK. Se encontré una tendencia que a medida que
el cancer se hacia mas indiferenciado, la cantidad de células NK total aumentaba.
Seria interesante contrastar estos resultados con estudios que involucren otras

células que participan de la inmunidad antitumoral y que estan presentes en el
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infiltrado linfocitario adyacente a los distintos subtipos de cancer analizados, como
los linfocitos T reguladores. Asi como también, con estudios que contemplen
idealmente, variables moleculares, necesarias para aclarar el rol supresor que
presentan los protagonistas de la respuesta inmune frente a las neoplasias

durante el establecimiento y la progresion del cancer.
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CONCLUSIONES

El Carcinoma oral de células escamosas pobremente diferenciado (COCE
PD), presenté una mayor cantidad de células NK total al compararlo con
todos los grupos en estudio (MS, CV, COCE BD y COCE MD), siendo esta
diferencia estadisticamente significativa con MS (p=0.00138) y CV (p=
0.00386).

El Carcinoma oral de células escamosas moderadamente diferenciado
(COCE MD), presenté una mayor cantidad de células NK total al
compararlo con MS,CV y COCE BD, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa solamente con MS (p= 0.00138).

El Carcinoma oral de células escamosas bien diferenciado (COCE BD),
present6 una mayor cantidad de células NK total al compararlo con MS y
CV, siendo esta diferencia estadisticamente significativa con MS
(p=0.00578).
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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 desarrolio del proyecto.

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

,'.‘0 { (N .\l\"\ = "':-) _—
Dr. Mario Chiong Dra. Carla Lozano M.
Secretario Presidenta
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