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Resumen

Titulo: Relacion entre la expresion de la proteina p16 como biomarcador para Virus del Papiloma
Humano vy la clasificacion TNM de carcinomas escamocelulares de cabeza y cuello en centro de
tercer nivel del nororiente colombiano.”

Autor: Andrés Camilo Macias Celis™
Palabras clave: VPH, p16, carcinoma escamocelular, cabeza y cuello.

Introduccion. EI VPH es un virus que pertenece a la familia de los Papillomaviridae, presenta
una alta especificidad para infectar tanto los epitelios cutdneos como en mucosas, a través de
viriones que no tienen cubierta y que contienen un genoma constituido por una doble cadena de
ADN. A partir de la secuenciacion gendmica, se han logrado identificar 14 serotipos de VPH de
alto riesgo que pueden ocasionar cancer. Dentro de los principales factores asociados a carcinoma
de cabeza y cuello estan el alcohol y el tabaquismo. Sin embargo, en las dltimas décadas se ha
documentado un cambio en las caracteristicas clinicas de los pacientes, presentandose a edades
mas tempranas y en asociacion a infeccion por VPH. Actualmente, la deteccién de VPH se realiza
mediante el uso de la inmunohistoquimica con el p16 por su relacion costo-beneficio y facil
interpretacion.

Objetivo. Determinar la asociacion entre la expresion de la proteina p16 como biomarcador para
VPH y calcular la severidad del TNM.

Metodologia: Se realizé un estudio observacional analitico de tipo corte transversal retrospectivo
con muestras anatomopatoldgicas de pacientes mayores de 18 afios con diagndéstico de carcinoma
escamocelular de cabeza y cuello, cuyo estudio histopatoldgico se haya realizado en el Hospital
Universitario de Santander en Bucaramanga dentro del periodo de 2017 a 2021. Teniendo en
cuenta la disponibilidad de los blogues de parafina de la muestra y con cantidad suficiente de tejido
para la elaboracion de la tincion de inmunohistoquimica, excluyendo casos sin laminas de
secciones histoldgicas o con diagnéstico de carcinoma escamocelular de origen cutaneo y del canal
auditivo externo. Se verificaron los registros en la base de datos del Departamento de Patologia
correspondientes a especimenes quirurgicos y biopsias de muestras de cabeza y cuello, y se
escogieron los blogues con mayor representacion de lesion tumoral para la posterior tincion de
inmunohistoquimica de p16. Finalmente, se interpreté como positivo para VPH, la tincion nuclear
y citoplasmatica de la célula, en un valor mayor a 70% en las células tumorales.
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Impacto. Este trabajo surgi6 debido a la necesidad de caracterizar la poblacién con diagndstico de
carcinoma escamocelular de cabeza y cuello relacionado con la expresion de pl6 a través de
técnicas inmunohistoquimica en una poblacion representativa del nororiente colombiano, dado que
segun la evidencia estd documentado que este tipo de neoplasias presentan un pronostico favorable
al detectar la presencia de VPH por medio de la expresion de la proteina p16. Permitiéo ademas
sentar una linea de base para la utilizacion de la expresion por inmunohistoquimica de la proteina
pl6 como metodo de tamizaje para la deteccion de la infeccion por VPH en este tipo de
carcinomas.
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Abstract

Title: Relationship between pl6 protein expression as a biomarker for HPV and TNM
classification of head and neck squamous cell carcinomas in a tertiary level center in northeastern
Colombia.™

Author: Andrés Camilo Macias Celis™
Key words. HPV, p16, squamous cell carcinoma, head and neck.

Introduction:HPV is a virus that belongs to the Papillomaviridae family, it presents a high
specificity to infect both cutaneous epithelia and mucous membranes, through virions that have no
cover and contain a genome consisting of a double stranded DNA. Based on genomic sequencing,
14 high-risk HPV serotypes that can cause cancer have been identified. One of the main factors
associated with head and neck carcinoma is alcohol and smoking. However, in recent decades a
change in the clinical characteristics of patients has been documented, presenting at younger ages
and in association with HPV infection. Currently, HPV detection is performed using
immunohistochemistry with p16 due to its cost-benefit ratio and easy interpretation.

Objective: To determine the association between p16 protein expression as a biomarker for HPV
and to estimate the severity of TNM.

Methodology:A retrospective cross-sectional analytical observational study was performed with
anatomopathological samples of patients older than 18 years with a diagnosis of squamous cell
carcinoma of the head and neck, whose histopathological study was performed at the Hospital
Universitario de Santander in Bucaramanga within the period from 2017 to 2021. Taking into
account the availability of the sample paraffine blocks and with sufficient amount of tissue for the
elaboration of immunohistochemistry staining, excluding cases without histological section slides
or with diagnosis of squamous cell carcinoma of cutaneous origin and external auditory canal.
Records in the Pathology Department database corresponding to surgical specimens and biopsies
of head and neck samples were checked, and the blocks with the highest representation of tumor
lesion were chosen for subsequent pl6 immunohistochemistry staining. Finally, nuclear and
cytoplasmic staining of the cell was interpreted as positive for HPV, with a value greater than 70%
in the tumor cells.

Impact: This work arose due to the need to characterize the population diagnosed with squamous
cell carcinoma of the head and neck related to the expression of p16 through immunohistochemical
techniques in a representative population of northeastern Colombia, since according to evidence it
is documented that this type of neoplasms present a favorable prognosis when detecting the
presence of HPV through the expression of p16 protein. It also allowed establishing a baseline for
the use of immunohistochemical expression of p16 protein as a screening method for the detection
of HPV infection in this type of carcinomas.
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Introduccion

El carcinoma escamocelular de cabeza y cuello ocupa el sexto lugar dentro de todas las
neoplasias malignas mas comunes a nivel mundial, con alrededor de 89000 casos nuevos y 45000
muertes para el afio 2018. En el sudeste asiatico, Latinoamérica y la region de Africa subsahariana
se encuentra dentro de las 10 primeras neoplasias malignas mas comunes. En los ultimos afios se
ha identificado un incremento en su incidencia, probablemente debido a cambios en las
caracteristicas sociodemogréaficas de la poblacién. Clasicamente es una neoplasia que se ha
asociado con el consumo de tabaco y alcohol, no obstante, se han descrito otros factores de riesgo
como exposicién a contaminantes ambientales, algunos factores que pueden ser mas prevalentes
en ciertas regiones dado las caracteristicas culturales de una poblacién, como es el caso de algunas
comunidades de Asia y el pacifico, en donde existe una asociacion del carcinoma de cavidad oral
con el consumo de Betel masticable, y méas recientemente se ha reconocido la asociacién con
infecciones por agentes virales de potencial oncogénico tales como el virus del papiloma humano
y el virus del Epstein Barr. Existe un mayor riesgo de desarrollo de este tipo de neoplasia en el
hombre, siendo el riesgo 2-4 veces mayor. La edad media de diagnostico varia segun el factor
etiologico, dado que para aquellos procesos que se derivan del consumo de alcohol y tabaco, la
edad media al momento del diagnostico es de 66 afios, mientras que, para las relacionadas con
infeccion por el VPH, la edad media de diagnostico es de 53 afios, asi mismo se ha determinado
que los carcinomas asociados a VPH, presentan un pronostico favorable, con incremento en la
sobrevida en especial si no existen otros factores de riesgo asociados.

Actualmente para la deteccion del VPH en el carcinoma escamocelular de cabeza y cuello

existen varios metodos, que pueden ser realizados de manera aislada o en conjunto, siendo algunos
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de ellos métodos directos y otros indirectos. Dentro de los mas utilizados se encuentran: La
inmunohistoquimica para p16, la hibridacion in situ para ADN de VPH, hibridacién in situ para
deteccion de ARN de proteinas E6/E7, reaccion en cadena de la polimerasa para ADN de VPH,
como los test mé&s importantes. Siendo la inmunohistoquimica para p16 uno de los test méas
ampliamente utilizados en laboratorios clinicos, dado su costo-efectividad y a que es un estudio
que puede ser realizado en distintos tipos de muestra como los son tejidos fijados en formalina,
blogues de parafina o en blogues celulares de citologia, su interpretacién es relativamente fécil,
ademas tiene buena reproducibilidad interobservador.

Para entender la inmunohistoquimica para la proteina p16, es necesario conocer que la
integracion del ADN del VVPH al genoma del huésped es un evento que ocurre tempranamente en
la génesis del carcinoma, resultando en la produccion de oncoproteinas virales E6/E7, que a su vez
promueven el desarrollo de la neoplasia degradando el p53 y la proteina del retinoblastoma (Rb)
que hacen parte de los genes supresores de tumores, resultando en una progresién incontrolada del
ciclo celular. La p16 es una proteina supresora de tumores que es codificada por el gen CDKN2A
(Inhibidor 2A de la ciclina dependiente de quinasa) que normalmente previene la proliferacion de
celulas lesionadas inhibiendo la activacion de la proteina Rb. Por consiguiente, la degradacion de
Rb mediada por la oncoproteina E7 resulta en la sobreexpresion de p16.

Actualmente el nimero de series de casos de carcinoma escamocelular de cabeza y cuello
en nuestra poblacidn, es limitado. Teniendo en cuenta que el Hospital Universitario de Santander
es un centro de referencia del nororiente colombiano, se presenta este estudio observacional
analitico de tipo corte transversal, en el que se realizo tincion de inmunohistoquimica para p16 con
el objetivo de determinar la asociacion de su expresion en los carcinomas escamocelulares de

cabeza y cuello, con la severidad medida mediante la clasificacion TNM.
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1. Justificacién

Las neoplasias malignas de cabeza y cuello constituyen el sexto cancer mas prevalente,
presentando en Estados Unidos y Europa datos del 3 a 4%, con una incidencia global aproximada
de 500000 casos cada afio y una mortalidad aproximada del 50%. El panorama epidemioldgico en
Colombia para el periodo comprendido entre 2007 a 2011, fue de 62818 canceres de los cuales
1494 corresponden a neoplasias a nivel de labio, cavidad oral y faringe. (1)

Los principales factores de riesgo descritos para este tipo de neoplasias son el consumo de
tabaco y alcohol, pero en los Gltimos afios, se han incrementado las tasas de esta neoplasia
relacionada con infeccion por cepas de alto riesgo de VPH, lo que conlleva a establecer estrategias
para caracterizar estos pacientes clinicamente diferentes a los que se originan por factores como el
alcohol y tabaco. Para ello se pretende utilizar la tincion de inmunohistoquimica para expresion de
la proteina p16, un método que posee buena sensibilidad, buena reproducibilidad y bajo costo. Por
tanto, el presente estudio tiene como objetivo establecer una linea de base para el municipio de

Bucaramanga que permita fortalecer programas de promocidon y prevencién de esta entidad.
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2. Pregunta de Investigacion

¢Cudl es la relacion de la expresion de la proteina p16 y la clasificacion de severidad de

TNM en carcinoma escamocelular de cabeza y cuello en un centro de tercer nivel del nororiente

colombiano?
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Determinar la asociacion entre la expresion de la p16 como biomarcador para VPH vy la
clasificacion de severidad de TNM de carcinomas escamocelulares de cabeza y cuello en la

poblacion mayor de 18 afios en el municipio de Bucaramanga.

3.2 Objetivos especificos:

1. Caracterizacion de la poblacion

2. Establecer la prevalencia de regién anatbmica comprometida.

3. Estratificar la severidad por estadiaje TNM de los casos de carcinoma escamocelular
de cabeza y cuello segun localizacion anatomica.

4. Estratificar la severidad por estadiaje TNM de los casos de carcinoma escamocelular
de cabeza y cuello segun género del paciente.

5. Estratificar la severidad por estadiaje TNM de los casos de carcinoma escamocelular
de cabeza y cuello segun grupo etario.

6. Estratificar la severidad por estadiaje TNM en los casos de carcinoma escamocelular
con expresion de proteina p16.

7. Indicar la variante histopatologica de carcinoma escamocelular mas prevalente.

8. Establecer el grado de diferenciacion de la neoplasia estratificando por expresion de

proteina p16.

15



RELACION ENTRE LA EXPRESION DE LA PROTEINA P16 COMO BIOMARCADOR 16

4, Estado del arte

4.1 Definicion

El carcinoma escamocelular de cabeza y cuello es una entidad que se desarrolla a partir del
epitelio de la mucosa de regiones anatdmicas que incluyen estructuras como la nasofaringe,
cavidad oral (labios, mucosa bucal, paladar duro, lengua anterior, piso de la boca y trigono
retromolar), orofaringe (tonsilas palatinas, tonsilas linguales, base de la lengua, paladar blando,
Uvulay pared posterior de la faringe), hipofaringe (parte inferior de la garganta que se extiende del

hioides al cartilago cricoides) y la laringe.

Figura 1.

Localizacion anatémica de la neoplasia

nasofaringe - paladar &
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Cabe destacar que es la lesion maligna que con mayor frecuencia se deriva de esta region.
Esta neoplasia se desarrolla con mayor frecuencia en las tonsilas palatinas y esta asociada a

genotipos de alto riesgo del VPH. (2).

4.2 Epidemiologia

En cuanto a la epidemiologia de esta neoplasia datos del estudio de carga mundial de la
enfermedad, los canceres derivados del labio y la cavidad oral, se encuentran en el lugar 15 de
todos los canceres mas comunes a nivel mundial y en el sudeste asiatico, Latinoamérica y Africa
subsahariana ocupan un lugar dentro de las 10 neoplasias malignas mas comunes. Por otra parte,
el cancer derivado de laringe y faringe ocupan el lugar 20 y 24 respectivamente. Durante la Gltima
década se ha documentado un incremento en su incidencia cerca del 36.5%. Para tener una
perspectiva los datos en Estados Unidos arrojan que este tipo de neoplasias constituyen el 3%, con
aproximadamente 63000 casos al afio y 13000 muertes relacionadas. Asi mismo se ha reconocido
que existe una mayor predileccion por el sexo masculino con una proporcion variable de 2:1 a 4:1,
sin embargo, en algunas areas como Europa central, Brasil, Hong Kong, India la incidencia de este
tipo de tumores en hombres puede ser de 20 por 100000 personas, sumado a esto la evidencia ha
documentado que existe una presentacion mas frecuente en personas Afroamericanas. (3) En
Colombia los datos existentes sobre este tipo de neoplasias son escasos, debido a que ha
permanecido sin grandes cambios en los ultimos 10 afios, sin embargo, para el periodo
comprendido entre 2007 a 2011, se estimo que para los carcinomas de labio, cavidad oral y faringe
la tasa de incidencia en hombres fue de 4, mientras que para mujeres fue 3.1 con tasas de

mortalidad de 1.5 y 0.9 respectivamente. (4). En el caso de los carcinomas orofaringeos asociados
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a VPH la incidencia ha crecido en las ultimas cuatro décadas; particularmente en las regiones de
Norteamérica y el norte de Europa, estos pacientes tipicamente son masculinos, de raza blanca y
con un nivel socioeconémico alto, no obstante, a través del paso del tiempo la prevalencia de este
tipo de neoplasias ha ido elevandose en adultos de mas edad, incrementando la edad media de

presentacion de 55-58 afios. (5)

4.3 Factores de riesgo

Dentro de los factores de riesgo mas ampliamente reconocidos, estan el consumo de tabaco
y alcohol, exposicion a contaminantes ambientales e infecciones con agentes virales de potencial
oncogeénico como lo son el VPH vy el virus del Epstein Barr. Es conocido que muchos de estos
factores tienden a ser mas prevalentes de acuerdo a las caracteristicas geograficas y culturales de
las poblaciones, en el caso del tabaco y alcohol estos tienen una distribucion homogénea a nivel
global. No obstante, en poblaciones de Asia y el pacifico, el carcinoma de cavidad oral esta
asociado a masticar productos de nuez de areca, asi como otros tipos de especias de consumo local.
(6) Otros factores de riesgo reconocibles incluyen la edad, pobre higiene oral y dietas bajas en
vegetales.

Al consumo de tabaco y alcohol se le atribuye un efecto del 75% de los casos y cuando se
combinan obtienen un efecto sinérgico. El tabaco se encuentra mas relacionado con el carcinoma
de laringe, mientras que el consumo de alcohol con carcinoma de cavidad oral y faringe. Aquellos
pacientes con historia de tabaquismo pesado tienen entre 5-25 veces mas riesgo de desarrollar
carcinoma escamocelular de cabeza y cuello. EI consumo de alcohol puede incrementar este riesgo,

con estimaciones que indican que una persona que tiene historia de consumo de 40 paquetes/afio

18
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0 Mas y que consume 5 bebidas alcohdlicas por dia, tiene 40 veces mas riesgo de contraer
carcinoma escamocelular de cabeza y cuello. (7)

Continuando con los agentes virales, la infeccion persistente con VPH vy virus de Epstein
Barr se conocen como agentes etiolégicos sobre todo de carcinoma escamocelular de cabeza y
cuello en la region de orofaringe y nasofaringe, estas poblaciones muestran unas caracteristicas
especiales y es que hay una mayor prevalencia en el género masculino, a pesar de que las tasas de
infeccion anogenital por VPH se mantienen similares en ambos sexos. La transmision del VPH se
da principalmente por la practica de sexo oral y su incidencia sigue en aumento, especialmente en
aquellas poblaciones que no estan vacunadas contra el virus, previa a la exposicion con este. (8)
Se han expuesto alteraciones genéticas que contribuyen al desarrollo de este tipo de tumor, por
ejemplo, los pacientes con anemia de Fanconi (una enfermedad genética caracterizada por un dafio
en la reparacién del ADN), tienen 500 a 700 veces mas riesgo de desarrollar carcinoma
escamocelular primario de la cavidad oral, a pesar de ello, no se ha logrado dilucidar cual es el
mecanismo que lo origina. Algunos metaandlisis han mostrado que ciertos polimorfismos en genes
relacionados con el metabolismo de carcindgenos y de inmunidad estan asociados con un riesgo
elevado, dentro de estas alteraciones se incluyen polimorfismos en CTLA4, IL10 y citocromo p450

1AL1. (6)
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4.4 Mecanismos fisiopatoldgicos
4.4.1 Origen

El carcinoma escamocelular tiene su origen en el epitelio que recubre la mucosa de la
cavidad oral, faringe, laringe y tracto sinonasal. Histol6gicamente, la progresiéon a carcinoma
invasivo sigue una serie de pasos, que comienza con hiperplasia de células epiteliales, seguido por
displasia (leve, moderada y severa), posteriormente carcinoma in situ y ultimamente carcinoma

invasivo. (Figura 2). (6)

Figura 2.

Secuencia de eventos en carcinoma escamocelular
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Normal mucosa Carcinoma in situ Invasive carcinoma

La mayoria de los pacientes con diagnostico de carcinoma escamocelular no tienen historia
de lesion premaligna. Dado esto, el origen del carcinoma depende de la localizacion anatomica y
el agente etiologico, a partir de lo cual, tanto las células madre adultas o progenitoras tienen
potencial de transformacion oncogénica a células madre cancerigenas, con capacidad de
autorenovacion y pluripotencialidad. Igualmente existe un nimero importante de marcadores

biomoleculares que se han propuesto, dentro de los cuales el CD44, CD133 y ALDHL, son los que
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mayor significancia prondstica poseen. EI CD44 es un receptor de &cido hialurénico y de matriz
de metaloproteinasas y se encuentra involucrado en interacciones intercelulares y migracion
celular, aquellas células que expresan altos niveles de CD44 poseen la capacidad de
autorenovacion, ademas estos se asocian a metastasis y un peor pronostico. De igual modo el
CD133 se encuentra relacionado con carcinoma escamocelular invasivo y metastésico. La ALDH1
es una enzima intracelular que transforma el retinol en &cido retinoico, la cual cumple un papel
importante en la detoxificacion y es un marcador de células madre normales y células tumorales.
Niveles elevados de expresion de ALDHI1, se han asociado a una mayor actividad de
autorenovacion, invasion y tasas elevadas de metastasis, también teniendo un rol destacado en el
pronostico. De otra forma, las células tumorales, expresan marcadores de células madre como
OCT3, OCT4, SOX2 y NANOG, gue cuando se encuentran en valores elevados, existe correlacion

con el grado tumoral en canceres de cavidad oral. (6)

4.4.2 Cadena de eventos en carcinoma escamocelular VPH positivos.

La infeccion por VPH es un evento que ha tomado mayor fuerza en los ultimos afios y se
ha asociado con gran relevancia en una cantidad importante de los canceres orofaringeos (>70%)
y en menor medida con canceres de otras localizaciones a nivel de cabeza y cuello. La infeccion
es un evento que ocurre de manera precoz en este tipo neoplasias, el principal serotipo
etiologicamente relacionado con el desarrollo de lesion tumoral maligna es el VPH-16, no
obstante, en una pequefia proporcion de pacientes se ha documentado también la presencia de otros
serotipos de alto riesgo (VPH-18, VPH-31, VPH-33 y VPH-52). ElI VPH hace parte de la familia

de los Papillomavirus; el virion, se encuentra constituido por una doble cadena de ADN circular,
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rodeado por una cépsula de pequefio tamario, conformada por 2 proteinas estructurales y que mide
55 nm de diametro. EI genoma del VPH integra tanto genes tempranos (E) como tardios (L) que
terminaran codificando para proteinas tempranas (E1-E7) y tardias (L1-L2). Los genes tardios (L1-
L2) estan relacionados con proteinas de la cdpside viral, mientras que los genes tempranos (E1-
E5) codifican proteinas que se encuentran encargados de la replicacion y transcripcion del genoma
viral. Los genes E6 y E7 juegan un rol fundamental para la transformacion oncogénica de la célula
hospedadora. Entendiendo esto, los mecanismos oncogénicos que produce la infeccién por VPH
comienzan cuando en lesiones mucocutaneas (tipo heridas o abrasiones), el VPH infecta las células
basales del epitelio, estas son las Unicas con capacidad replicativa dentro del epitelio, en relacion
a esto se ha documentado que la maduracion viral tiene una estrecha asociacion con el grado de
diferenciacion epitelial, por lo que la expresion de antigenos virales tempranos se localiza con
mayor predominancia en las células del estrato basal y por otro lado los tardios se hallan en los
estratos mas superficiales. Existe una pérdida de regulacion de la apoptosis y el ciclo celular, esto
ocurre de manera temprana en aquellos tumores que tienen como etiologia el VPH. Inicialmente
se consideraba que la integracién del VPH en el genoma de la célula huésped era el punto clave,
pero ahora diversos estudios han encontrado que la transcripcion del ARN mensajero de E6 y E7
del VPH-16, en casos como el carcinoma de amigdala no es dependiente de la integracion del
ADN viral de la célula infectada. Otro de los mecanismos oncogénicos es la capacidad de la
proteina E6 para provocar la degradacion del gen supresor tumoral p53, sumado a que se encarga
de inhibir la telomerasa, enzima encargada de preservar la estabilidad del ADN, lo que finalmente
se traduce en disfuncion apoptdtica e inestabilidad celular. En cuanto a la proteina E7, esta se

encarga de inactivar la proteina retinoblastica, que promueve la liberacion de factores de
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transcripcion, que activan genes encargados de regular el ciclo celular, lo que favorece una mayor
proliferacion celular. Finalmente, esto conlleva a un exceso de p16. (6)

Los carcinomas escamocelulares de cabeza y cuello con positividad para VPH, presentan
diversas expresiones moleculares que no se encuentran en los negativos para VPH, entonces los
carcinomas VPH + muestran inhibicién del p53, proteina retinoblastica y ciclina D1. Al mismo
tiempo se ha registrado que las proteinas E6-E7 tienen capacidad de inhibir los genes supresores
de tumores p53 y la proteina del retinoblastoma, cuando esto ocurre, los genes supresores de
tumores reanudan su funciéon normal y comienzan la apoptosis de las células lesionadas. Con el
dato anterior se presupone que se requiere un minimo de 2 afios de infeccion por VPH para iniciar

el proceso oncogénico. (9)

4.4.3 Alteraciones gendmicas y vias clave

Este tipo de carcinomas se caracterizan por inestabilidad genética, con alteraciones de
regiones cromosomicas; por ejemplo, la pérdida de 9p21 ocurre durante la progresion del epitelio
normal de la mucosa a hiperplasia, esta region cromosémica incluye genes de supresion tumoral
como CDKN2A (que codifica para CDK4 y el inhibidor CDKG6 de p16) y ARF (codifica para p14,
un estabilizador de p53). Luego la progresion de hiperplasia a displasia esta dada por pérdida de
3p21y 17p13, el sitio donde estd ubicado el TP53. La transicion de displasia a carcinoma in situ
involucra la pérdida de 11913, 13921 y 14932 y la pérdida de 6p, 8, 4927 y 10923 es observada

en la progresion a carcinoma invasivo. (6)
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4.4.4 Microambiente tumoral

El microambiente tumoral hace referencia a un complejo de mezcla entre células tumorales
y estromales, que incluyen células endoteliales, fibroblastos asociados a cancer y células inmunes.
Las células tumorales y los fibroblastos asociados a cdncer producen factores de crecimiento como
el VEGF, que se encarga de incorporar células endoteliales, provocando neovascularizacion,
suplencia de oxigeno y nutrientes al tumor. Por otro lado, las células endoteliales se encargan de
emitir factores que contribuyen a soportar la supervivencia y renovacion de las células tumorales.
Los fibroblastos asociados a cancer tienen una caracteristica especial y es que poseen expresion
para la actina de musculo liso alfa, adicionalmente secretan un espectro amplio de factores de
crecimiento como (EGF, VEGF y HGF), citoquinas (IL-6) y gquemoquinas que promueven el

crecimiento tumoral, la angiogénesis y el enrolamiento de células inmunes. (6)

4.4.5 Caracteristicas clinicas

La presentacion clinica para los carcinomas escamocelulares de cabeza y cuello, varia
dependiendo de la localizacion anatomica de la lesion, por ejemplo para aquellos procesos
ubicados en la cavidad oral, pueden ser asintomaticos en estadios tempranos de la enfermedad,
mientras que para etapas avanzadas usualmente los pacientes pueden presentarse con sensacion de
masa, ulceracion, disfagia, alteracion en la sensibilidad y restriccion para los movimientos de la

lengua (10,11).
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4.5 Diagnostico

En el momento del diagndstico, cada paciente presenta manifestaciones clinicas diversas
dependiendo de la localizacién y extension tumoral. Es recomendable que en estos pacientes se
efectle una anamnesis y exploracion fisica minuciosa mediante inspeccion y palpacion. A partir
de esto todas las sospechas diagndsticas deberan ser confirmadas mediante estudio
anatomopatoldgico para tipificar la neoplasia mediante biopsia, asi mismo debe acompafiarse de
técnicas de imagen para determinar el estadiaje de la enfermedad. (12) EI carcinoma
escamocelular de cabeza y cuello asociado a VPH presenta unas caracteristicas sociodemograficas
especiales, se suele diagnosticar mas en poblacidn joven, con un estatus socioeconémico mas alto
(nivel educacional alto, posicion profesional alta y unos ingresos mas altos). Los primeros
sintomas que pueden presentarse son odinofagia, sensacion de masa, disfagia o edema cervical, a

veces este Ultimo puede ser el primer sintoma por el que los pacientes consultan. (13)

4.6 Deteccion de la presencia de VPH

En cuanto a la deteccion de VVPH en el carcinoma escamocelular de cabeza y cuello, se han
desarrollado varios métodos, los cuales pueden ser realizados de manera conjunta o en solitario,
los mas ampliamente reconocidos son: la inmunohistoquimica p16, la hibridacion in situ para ADN
de VPH, hibridacion in situ para deteccion de ARN de proteinas E6/E7, reaccion en cadena de la
polimerasa para ADN de VPH. De los anteriormente nombrados, uno de los més utilizados por su
relacion costo-efectiva es la inmunohistoquimica para p16. Para entender la inmunohistoquimica

para la proteina p16, es necesario conocer que la integracion del ADN del VPH al genoma del

25



RELACION ENTRE LA EXPRESION DE LA PROTEINA P16 COMO BIOMARCADOR

huésped es un evento que ocurre tempranamente en los carcinomas orofaringeos que se derivan de
la infeccion, resultando en la produccion de oncoproteinas virales VPH E6/E7, a su vez estas
oncoproteinas promueven la carcinogénesis degradando el p53 y la proteina Rb, que hacen parte
los genes supresores de tumores, resultando en una progresion incontrolada del ciclo celular. La
pl6 es una proteina supresora de tumores que es codificada por el gen CDKN2A (Inhibidor 2A de
la ciclina dependiente de quinasa) que normalmente previene la proliferacion de células lesionadas
inhibiendo la activacion de la proteina Rb. Por consiguiente, la degradacion de Rb mediada por la
oncoproteina E7 resulta en la sobreexpresion de p16. Como resultado de esto, la expresion de p16
usando inmunohistoquimica es un marcador altamente sensitivo para detectar la infeccion por
VPH con cepas de alto riesgo. La inmunohistoquimica para p16 es uno de los test mas ampliamente
utilizados en los laboratorios clinicos, dado su costo-efectividad y a que puede ser realizado en
tejidos fijados en formalina, bloques de parafina y en bloques celulares de citologia. Su
interpretacion es relativamente féacil y tiene buena reproducibilidad interobservador. Ademas, uno
de sus mayores beneficios es que su regulacion es independiente del subtipo de VPH, lo que le

confiere una excelente sensibilidad. (14)

4.7 Subtipos histoldgicos del carcinoma escamocelular de cabeza y cuello asociado a VPH

La mayoria de carcinomas en esta localizacion anatomica corresponden a carcinomas
escamocelulares no queratinizantes, caracterizados por estar constituidos por células tumorales
con bordes celulares indistinguibles, citoplasma eosinofilico moderado y nucleos ovales a
fusiformes con hipercromasia, que pueden tener nucleolos conspicuos y una relacién

nucleo:citoplasma elevada. Estas células se disponen infiltrando el estroma a manera de nidos y
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I6bulos, pueden asociarse a necrosis central, presentando también caracteristicas que indican falta
de buena diferenciacion del carcinoma como lo son la ausencia de puentes intercelulares y de
queratinizacion citoplasmatica (formacion de perlas coérneas). Los subtipos morfol6gicos de
carcinomas escamocelulares que pueden presentarse en la region de cabeza y cuello son amplios,
dentro de los mas reconocidos se encuentran el acantolitico, que se caracteriza por una interrupcion
de las conexiones intercelulares de los queratinocitos de la epidermis creando una apariencia que
asemeja glandulas; el carcinoma adenoescamoso, constituido por componentes de adenocarcinoma
y carcinoma escamocelular; carcinoma escamocelular basaloide conformado por islas de células
de apariencia basaloide que suelen tener comedonecrosis y una elevada tasa mitotica; carcinoma
linfoepitelial, es un carcinoma con minima diferenciacién escamosa y un numero importante de
linfocitos acompafiantes dispersos, no neoplasicos; carcinoma papilar, constituido por maltiples
proyecciones papilares delgadas y filiformes que pueden tener 0 no queratinizacion; carcinoma
escamocelular fusiforme (sarcomatoide), ausencia de arquitectura epitelial, conformado por
células fusiformes a ahusadas, se puede desarrollar por transformacion de un carcinoma
escamocelular convencional; carcinoma verrucoso, este subtipo localizado frecuentemente en
cavidad oral, presenta arquitectura verrucosa con ausencia de atipia citoldgica considerable y que
muestra un patron de infiltracion expansivo y por ultimo el carcinoma cuniculado, se caracteriza
por ser bien diferenciado, con criptas que contienen queratina y abundantes neutrofilos
intraepiteliales y estromales (15).

Por otra parte, los carcinomas escamocelulares tienen un perfil de expresion de
inmunohistoquimica con positividad para los marcadores de diferenciacion epitelial como

citoqueratina AE1/AE3 o de diferenciacion propiamente escamosa como CK5/6, p63 y p40 (15).
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4.8 Prondéstico

Los factores pronostico mas significativos son el tamafio tumoral, profundidad de la
invasion, estado nodal y presencia de metéstasis a distancia. Los factores histopatologicos
asociados con un peor pronéstico incluyen un patron de invasion no cohesivo, la gemacién
tumoral, invasion perineural y linfovascular, asi como infiltracion dsea. No obstante, los pacientes
con carcinomas asociados a VPH tienen mejores desenlaces en cuanto a supervivencia, sin

embargo, esto puede ser atenuado por los efectos adversos del cigarrillo (15).
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5. Proposito

Con el presente estudio se buscé mejorar la utilidad de la expresion de p16 en el carcinoma
escamocelular de cabeza y cuello, realizados en un centro de tercer nivel del nororiente
colombiano, para establecer una adecuada clasificacion de este tipo de neoplasias asociadas a la

infeccion por VPH e impacto en el pronostico.
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6. Disefio metodologico

6.1 Disefio del estudio

Este estudio es observacional analitico de tipo corte transversal con muestreo no
probabilistico concurrente del cual se tomaron variables clinicas y sociodemograficas descritas en
el formato de orden de solicitud de estudio histopatoldgico, de las biopsias de pacientes con
diagndstico de carcinoma escamocelular de cabeza y cuello procesadas en el Hospital

Universitario de Santander en el periodo comprendido entre enero de 2017 y diciembre de 2021.

6.2 Poblacion

Muestras anatomopatoldgicas (especimenes quirtrgicos y biopsias) de pacientes mayores
de 18 afios con diagndstico de carcinoma escamocelular de cabeza y cuello, cuyo estudio

histopatoldgico se haya realizado en el Hospital Universitario de Santander.

6.3 Tamafo de la muestra

Para el calculo del tamafio de la muestra en este estudio de corte transversal, se utilizd un
software de codigo abierto para salud publica, OPENEPI65 y se tomaron los resultados expuestos
en la revision sistematica de articulos que miden la probabilidad diagndstica de expresion de

proteina p16 presente en el estudio de Sichero y colaboradores (16).
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Figura 3.

Célculo del tamafio de muestra

Tamaiio muestral: transversal, de cohorte, y ensayo clinico

Nivel de significacion de dos lados(1-alpha) 95
Potencia (1-beta % probabilidad de deteccion) 80
Razon de tamafio de la muestra, Expuesto’No Expuesto 1

Porcentaje de No Expuestos positivos 22
Porcentaje de Expuestos positivos 36
Odds Ratio: 2

Razon de riesgo prevalencia 16
Diferencia nesgo/prevalencia 14

Kelsey Fleiss Fleiss con CC

Tamano de la muestra - Expuestos 163 162 176

Tamano de la muestra- No expuestos 163 162 176

Tamaiio total de la muestra 326 324 352
Referencias

Kelsey y otros, Métodos en Epidemiologia Observacional 2da Edicion, Tabla 12-15
Fleiss, Métodos Estadisticos para Relaciones y Proporciones, formulas 3.18&, 3.19
CC= correccion de continuidad

Los resultados se redondean por el entero mas cercano

Imprima desde el mens del navegador o seleccione copiar v pegar a otros programas

Resultados de OpenEpi, version 3, la calculadora de codigo abiertoSSCohort
Imprimir desde el navegador con ctrl-P

6.4 Criterios de inclusion

- Pacientes admitidos en el Hospital Universitario de Santander con diagndstico de
Carcinoma escamocelular de cabeza y cuello.

- Disponibilidad de los bloques de parafina de la muestra anatomopatologica (Espécimen
quirdrgico y biopsias) y con cantidad suficiente de tejido para realizacion de la tincion de

inmunohistoquimica.
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6.5 Criterios de exclusién

- Casos sin laminas de secciones histologicas.

- Muestras anatomopatoldgicas de pacientes que no hayan sido procesadas en el Hospital
Universitario de Santander.

- Pacientes con diagnostico de Carcinoma escamocelular de cabeza y cuello de origen
cutaneo, del canal auditivo externo.

- Pacientes con diagnostico de otros tipos de neoplasia en cabeza y cuello
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7. Procedimientos para la recoleccion de la informacion

7.1 Fases del estudio

Fase 1: En la primera etapa se revisaron los registros de especimenes quirurgicos y biopsias
de muestras de cabeza y cuello realizados dentro del periodo de 2017 a 2021 ingresados en la base
de datos del departamento de patologia de la E.S.E Hospital Universitario de Santander, para
obtener los casos que cumplen con los criterios de inclusion que fueron parte del estudio. Esta fase
tuvo una duracién de 4 meses.

Fase 2: En la segunda etapa se diligenci6 el instrumento (Anexo 1) con las variables
establecidas y se alimenté la base de datos en hojas de Excel. Esta fase tuvo una duracién de tres

meses.
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8. Materiales y métodos

8.1 Inmunohistoquimica

Constituye a dia de hoy una herramienta que hace parte del diagndstico en patologia, se
trata de un grupo de técnicas de inmunotincion que permiten demostrar una gran diversidad de
antigenos presentes en las celulas o tejidos utilizando anticuerpos marcados. Lo anterior basado
en la capacidad de los anticuerpos para unirse de forma especifica a los antigenos correspondientes;
la reaccion se hace visible sélo si el anticuerpo estd marcado con una sustancia que absorbe o emite
luz produciendo una coloracion. Esta técnica tiene diversas aplicaciones dentro del campo de la
histopatologia del diagnéstico y sus principales areas de aplicacion son: definir los diferentes tipos
celulares en patologia tumoral e inflamatoria, evaluar la presencia de indicadores prondstico,
identificacion de agentes infecciosos, determinar el depésito de inmunocomplejos en
enfermedades autoinmunes, proveer indicadores para posibles terapias y evaluar la activacion

celular y vias apoptdticas. (17)

8.2 Preparacion del tejido

El manejo del tejido, desde su muestreo hasta la fijacion y procesamiento, presenta un
rango amplio de variables, cada una de las cuales puede tener un efecto determinante en el
resultado final de la inmunohistoquimica. Un resultado Optimo esta determinado por una
estandarizacion de todas estas variables, para finalmente dar consistencia y reproducibilidad del

producto final. (17)
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8.2.1 Fijacion

Los tejidos donde se va realizar la inmunohistoquimica se encuentran fijados, no obstante,
existe la posibilidad de que la técnica sea realizada sobre tejidos de biopsias por congelacion,
usualmente para dar un diagnostico agil en la evaluacion de méargenes de seccidn en ciertos
especimenes. Consecuencias de una pobre fijacion, pueden ser la demostracion de antigenos que
normalmente se localizan en el ndcleo, citoplasma o membrana celular en compartimentos
celulares inapropiados. (17)

El elemento fijador mas ampliamente utilizado en histopatologia es el formaldehido, en su
forma de formalina bufferada al 10%, dado que provee estandares aceptables de fijacion y al
mismo tiempo permite el alcance completo de todas las investigaciones histopatologicas que

requieran ser tomadas, incluyendo analisis molecular retrospectivo. (18)

8.2.2 Procesamiento

Para examinar una muestra al microscopio de luz el tejido debe estar adelgazado lo
suficiente para permitir el paso de la luz (Aproximadamente 5 micras). Esto se consigue
incluyendo el tejido en un medio sélido lo suficientemente firme para proveer soporte y permitir
el paso de un cuchillo a través de él sin dafar el borde de corte. EI medio de inclusion mas
comunmente implementado en histopatologia es la parafina. Esta se encuentra en forma liquida a
temperaturas de 58°C, por lo que permite permear el tejido. Cuando se enfria a temperatura

ambiente, la parafina se solidifica con casi ningun dafio sobre el tejido. De esta forma sostiene el
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tejido y puede ser cortada facilmente. El tejido fijado debe ser sometido a una serie de pasos para
permitir su impregnacion con la parafina, estos son:

Deshidratacion: Se utiliza alcohol para deshidratar el espécimen, usualmente alcohol
metilico industrial. El proceso comienza con una solucion de alcohol metilico al 70%,
incrementandose a 100% para remover todos los restos de agua.

Limpieza: El alcohol y la parafina son inmiscibles, por lo que se utiliza un agente
limpiador, que se mezcla con ambos agentes, con frecuencia se utiliza el xileno.

Impregnacion: Finalmente el tejido es impregnado en cera de parafina fundida. Usualmente se

requieren dos o tres cambios de cera. (17)

8.2.3 Inclusion del tejido

El propésito de la inclusién del tejido es crear un bloque de parafina que contenga dentro
de €l el tejido correctamente orientado para la microtomia. El primer paso es recuperar el cassette
que contiene el tejido y abrirlo, una vez abierto el operador, selecciona un molde de tamafo
adecuado y distribuye parafina fundida dentro del molde. Luego el tejido es ubicado en el molde
y orientado correctamente, posteriormente se transfiere al punto frio donde la parafina se

solidifica. (17)

8.2.4 Microtomia

Para ver el tejido bajo el microscopio debe ser adelgazado lo suficiente para permitir el

paso de la luz y ser montado en una ldmina de microscopio. Se realizan cortes de 3-5 micras de
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espesor, para lo cual se requiere de un micrétomo y cuchillas desechables especializadas. El
micrétomo es un dispositivo mecénico que utiliza un sistema rotatorio que permite el avance del
blogue de tejido a la cuchilla con un nimero regulado de micrometros. El grosor del corte

resultante esta determinado por la distancia del tejido que avanza en cada carrera de corte. (17)

8.2.5 Tincion y montaje

La mayoria de tintes utilizados son a base de agua y el tejido en este punto se encuentra
incluido en parafina, por lo que esta debe ser removida para permitir la tincion del tejido y se
consigue utilizando xileno, usualmente tres cambios de 30-40 segundos de duracion cada uno. Esta
etapa se suele denominar como limpieza, ya que el tejido se vuelve transparente cuando la parafina
es removida. Sin embargo, el xileno es inmiscible en agua, entonces se utiliza alcohol metilico
para su remocion. Cierto grado de agitacion se recomienda durante las etapas para agilizar el
proceso. En este punto varias tinciones se pueden emplear, usualmente la tincion de hematoxilina
y eosina es la que se emplea en todos los tejidos. (17)

La secuencia de pasos en la inmunohistoquimica son los siguientes: Recuperacion del
antigeno, reparacion del anticuerpo primario, aplicacion del anticuerpo secundario que se une al
anticuerpo primario y adicion de un agente de deteccion para localizar el anticuerpo primario. La
recuperacion del antigeno incluye el pretratamiento del tejido para recuperar antigenos que estan
enmascarados por la fijacion y los hace mas accesibles para la unién a los anticuerpos. Existen
varios métodos de recuperacion del antigeno dependiendo del antigeno objetivo y el anticuerpo,
pero generalmente consisten en romper enlaces cruzados de proteinas causados por fijacion, a

partir de bases quimicas o fisicas. Las medidas fisicas incluyen calor y ultrasonido, mientras que
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las quimicas incluyen la digestion enzimatica y tratamiento desnaturalizante, no obstante, muchas
veces se realiza una combinacion de las dos, por ejemplo, tratamiento quimico con calor.
Actualmente el método méas usado es la recuperacion del antigeno por induccion de calor, usando
hornos microondas. El anticuerpo primario, que puede ser monoclonal o policlonal, es titulado
para optimizar el contraste entre una tincion tisular positiva y una tincion del fondo no especifica.
En general, los anticuerpos monoclonales, que tienen como objetivo un solo epitopo, tienden a ser
maés especificos, mientras que los anticuerpos policlonales que se unen a varios epitopos, tienden
a ser més sensibles. (18)

Para visualizar la interaccion antigeno-anticuerpo bajo microscopia de luz, ya sea el
anticuerpo primario o secundario, que se dirige contra la inmunoglobulina de la especie en la que
se produjo el anticuerpo primario, debe ser etiquetado. En el método directo el anticuerpo primario
es etiquetado y aplicado en el tejido en un proceso rapido; sin embargo, este método no es
comunmente usado dado la falta de amplificacién de la sefial y el requerimiento de una alta
concentracion de anticuerpo, asi como la necesidad de marcar cada anticuerpo primario. En el
método indirecto, el anticuerpo secundario es marcado, permitiendo la amplificacion de la sefial y
el uso de diferentes anticuerpos primarios. Existen varios marcadores que se pueden usar, tales
como moléculas fluorescentes y enzimas (fosfatasa alcalina o peroxidasa) que producen una
coloracion caracteristica después de su incubacion con un sustrato cromogénico, como lo es la

diaminobenzidina. (18)
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8.3 Interpretacion de la inmunohistoquimica para P16

Se interpretdé un resultado como positivo para VPH, la tincién nuclear con tincion
citoplasmatica de la célula, en un valor mayor a 70% de células positivas para p16. El resultado se
interpret6 como negativo cuando la tincion no alcance los valores anteriormente nombrados. (19)
(20) (21)

Luego de haber realizado la tincién de inmunohistoquimica para pl6 en cada caso
seleccionado segun criterios de inclusion, se realizd el diligenciamiento del instrumento de

recoleccidn de los datos.
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9. Evaluacion critica del protocolo

El disefio del estudio como corte transversal retrospectivo permitié determinar si existe o
no relacion entre la expresion de la proteina p16 (por inmunohistoquimica) y la severidad de la

neoplasia medida por la clasificacion TNM.

9.1 Ventajas del disefio

El disefio propuesto presenta diversas ventajas, en primer lugar, se destaca su costo
efectividad, debido a que se fundamenta en datos ya recopilados en registros histopatoldgicos.
Ademas, el tiempo de realizacion es relativamente rapido y permite el analisis de diversas variables
(sociodemograficas, caracteristicas histopatoldgicas de la neoplasia y estadiaje de la enfermedad).
Por otra parte, existe poca interferencia por parte del investigador al no requerir intervencion o

manipulacion de las variables.

9.2 Desventajas del disefio

La principal desventaja es el tamafio de la muestra, ya que podria ocasionar un sesgo de

seleccion al no estar representada adecuadamente la poblacién general, por lo que los resultados

podrian no ser extrapolables. Ademas, no se pueden determinar relaciones de causa y efecto.
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10. Variables

Las variables estudiadas y su operacionalizacion se describen en la tabla 1.

Tabla 1.

Variables a estudiar y su operacionalizacion

NOMBRE DE LA DEFINICION DEFINICION ESCALA DE
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION
EDAD Edad confirmada NUmero entero en afios. Cuantitativo
segln orden de discreto.
solicitud de biopsia y
base de datos del
servicio de
patologia.

GENERO Género confirmado Femenino o masculino Cualitativa,
segun orden de nominal
solicitud de biopsia y dicotomica
base de datos del
servicio de patologia.

TABAQUISMO Consumo de Antecedente de consumo de Cualitativa
cigarrillo/tabaco en la  cigarrillo/tabaco seguin nominal
actualidad registro de antecedentes en dicotédmica.

orden de solicitud de
biopsia y base de datos del

servicio de patologia.
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NOMBRE DE LA DEFINICION DEFINICION ESCALA DE
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION
CONSUMO DE ALCOHOL Consumo de alcohol  Antecedente de consumo de Cualitativa
en la actualidad alcohol segun registro de nominal
antecedentes en orden de dicotémica
solicitud de biopsia y base de
datos del servicio de
patologia.
EXPOSICION Exposicion durante Antecedentes de exposiciona  Cualitativa
OCUPACIONAL A un periodo de tiempo  agentes toxicos segln registro  nominal,
TOXICOS prolongado, en su de antecedentes en orden de politomica
vida laboral a agentes  solicitud de biopsia y base de
toxicos como datos del servicio de
percloretileno, patologia.
asbesto, pesticidas
LOCALIZACION Region anatomicaen  Localizacion anatdmica Cualitativa
ANATOMICA DE LA donde se localizé la donde se reportd la neoplasia  nominal
NEOPLASIA neoplasia. en la biopsia, obtenida politémica
durante el procedimiento
quirdrgico.
CARCINOMA Carcinoma Informacion disponible en Cuantitativa

ESCAMOCELULAR DE

CABEZA'Y CUELLO

escamocelular en
mucosa de
localizacion
anatémica

comprendida entre

reporte de biopsia
institucional realizada en el
departamento de patologia de
la universidad industrial de

Santander.

nominal

dicotémica
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NOMBRE DE LA DEFINICION DEFINICION ESCALA DE
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION
cavidad nasal y
laringe
SUBTIPO HISTOLOGICO Clasificacion de la Descripcién microscdpica y Cualitativa
DE CARCINOMA variante de diagnostico en reporte de nominal,
ESCAMOCELULAR carcinoma biopsia institucional realizada  politomica
escamocelular segiin  en el departamento de
las caracteristicas patologia de la universidad
morfologicas industrial de Santander.
histoldgicas.
CARACTERISTICAS DE 1. Presencia de Descripcion microscopica del  Cualitativa
BUENA DIFERENCIACION  cordones o islas de reporte de biopsia nominal
DE LA LESION células grandes con institucional/Secciones dicotomica
NEOPLASICA citoplasma histoldgicas tefiidas con
eosindfilo. hematoxilina/eosina

2. Presencia de

puentes intercelulares

prominentes

3. Formacion de

perlas cdrneas.
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NOMBRE DE LA DEFINICION DEFINICION ESCALA DE
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION
CARACTERISTICAS DE 1. Presencia de Descripcion microscopica del  Cualitativa
POBRE DIFERENCIACION  pleomorfismo reporte de biopsia nominal
DE LA LESION nuclear institucional/Secciones dicotémica.
NEOPLASICA histoldgicas tefiidas con

2. Presencia de hematoxilina/eosina

hipercromasia

nuclear

3. Aumento del

nimero de mitosis.
INMUNOHISTOQUIMICA Se interpretara un Resultado de Cualitativa
PARA P16 resultado como inmunohistoquimica que sera  nominal

positivo para VPH, la  realizado. dicotédmica.

tincién nuclear con o

sin tincion

citoplasmaética de la

célula, en un valor

mayor a 70% de

células positivas para

pl6
NECROSIS TUMORAL Presencia de células Descripcion microscopica del  Cualitativa

tumorales necréticas.  reporte de biopsia nominal

institucional/Secciones dicotomica

histolégicas tefiidas con

hematoxilina/eosina
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NOMBRE DE LA DEFINICION DEFINICION ESCALA DE
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION
REACCION Presencia de tejido Descripcién microscopica del  Cualitativa
DESMOPLASICA fibroso en medio de reporte de biopsia nominal
células tumorales institucional/Secciones dicotémica
histoldgicas tefiidas con
hematoxilina/eosina
INVASION VASCULAR Presencia de células Descripcién microscopica del  Cualitativa
tumorales dentro del  reporte de biopsia nominal
espacio institucional/Secciones dicotémica
linfovascular. histoldgicas tefiidas con
hematoxilina/eosina
INVASION PERINEURAL Células tumorales Descripcion microscopica del  Cualitativa
que rodean o invaden  reporte de biopsia nominal
los nervios. institucional/Secciones dicotémica

histoldgicas tefiidas con

hematoxilina/eosina

TAMANO DE LA

NEOPLASIA

Presencia o no de
tumor primario y las

dimensiones del

Descripcion macroscopica del
Reporte de biopsia

institucional, pruebas de

Cuantitativa

continua

mismo. imagen reportadas en orden
de solicitud de biopsia.
EXTENSION A GANGLIOS  Compromiso Descripcion microscopica del  Cuantitativa

LINFATICOS

REGIONALES

metastasico de
ganglios linfaticos
regionales por

carcinoma

reporte de biopsia
institucional/Secciones
histoldgicas tefiidas con

hematoxilina/eosina

discreta
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NOMBRE DE LA DEFINICION DEFINICION ESCALA DE
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION
escamocelular de
cabeza y cuello.
METASTASIS A Compromiso de otros  Pruebas de imagen reportadas  Cualitativa
DISTANCIA 6rganos o tejidos en formato de solicitud de nominal
distantes a la lesion biopsia y en la base de datos  dicotomica.

primaria.

del servicio de patologia.
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11. Instrumento del estudio

Ver anexo 1.
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12. Plan del procesamiento de datos

Las muestras del estudio provienen de blogues de parafina que contienen la biopsias y
especimenes quirdrgicos realizados en el Hospital Universitario de Santander; estas muestras se
encuentran en custodia en el Laboratorio de Patologia del Hospital Universitario de Santander
ubicado en la ciudad de Bucaramanga. A los bloques de los casos, que cumplieron con los criterios
de inclusion del proyecto, se les asigné un codigo de identificacion aleatorio, para su posterior
corte con el fin de hacer la lamina que pasé a tincion de inmunohistoquimica para pl16 y su
respectivo proceso descrito anteriormente en el numeral 10 (Materiales y métodos). Este paso se
realiz6 en el laboratorio que custodia las muestras. La informacion obtenida se consigno en la
base de datos de Excel construida para tal fin, la cual se export6 y analizé con STATA 12.0 donde

se ejecuto el analisis descriptivo, bivariado.

12.1 Anélisis univariado

Las variables recolectadas fueron evaluadas segun su nivel de medicion (medias o
medianas para las variables continuas con medidas de dispersion como la desviacion estandar para
variables de distribucion normal y mediana, recorrido para las de distribucién no normal, y las
categodricas se analizaron mediante proporciones). Se reportaron los respectivos intervalos de

confianza del 95%.
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12.2 Andlisis bivariado

Para determinar la relacion entre cada una de las variables independientes con la severidad

por estadiaje TNM se realiz6 un anélisis bivariado, utilizando la regresion logistica, que preciso el

calculo de medidas de efecto como el ODDS RATIO (OR).
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13. Consideraciones éticas

El presente trabajo esta clasificado como una “investigacion sin riesgo”, de acuerdo al
literal “A” del articulo 11 de la Resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia:
“Son estudios que emplean técnicas y métodos de investigacion documental retrospectivos, Y
aquellos en los que no se realiza ninguna intervencion o modificacion intencionada de las variables
bioldgicas, fisioldgicas, psicoldgicas o sociales de los individuos que participan en el estudio, entre
los que se consideran: revision de historias clinicas, entrevistas, cuestionarios, y otros en los que
no se le identifique ni se traten aspectos sensitivos de su conducta” que en nuestro caso implica la
revision del resumen de historia clinica anotado en la orden de solicitud de la biopsia.

"Dando cumplimiento a lo dispuesto en la Ley Estatutaria 1581 de 2012, a su Decreto
Reglamentario 1377 de 2013 y a la Resolucion de Rectoria 1227 de 2013, la Universidad Industrial
de Santander adopta la politica nacional para el tratamiento de datos personales, la cual sera
informada a todos los titulares de los datos recolectados o que en el futuro se obtengan en el
ejercicio de las actividades académicas, culturales, comerciales o laborales derivadas de este
proyecto de investigacion. En tal sentido, el investigador principal de este proyecto manifiesta que
garantiza los derechos de la privacidad, la intimidad y el buen nombre de los sujetos de
investigacion, en el tratamiento de los datos personales, y en consecuencia todas sus actuaciones
se regiran por los principios de legalidad, finalidad, libertad, veracidad o calidad, transparencia,
acceso Yy circulacion restringida, seguridad y confidencialidad. Lo anterior implica que todas las
personas que en desarrollo de las diferentes actividades del proyecto llegaran a suministrar
cualquier tipo de informacion o dato personal podran conocerla, actualizarla, rectificarla o

suprimirla.”
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Los datos socio-demogréficos, clinicos y hallazgos microscopicos obtenidos en el analisis
de los casos fueron de caracter confidencial, con finalidad académica y cientifica. La identidad de
los pacientes y sus datos personales, no son del interés del grupo de investigacién y no se
incluyeron dentro de las bases de datos que se utilizaron en el presente estudio. Para efectos de
andlisis se utilizo el nimero del consecutivo de la muestra anatomopatoldgica y el afio en que se
realiz6 la toma de la misma, correspondiente a la nomenclatura asignada por protocolo
institucional por el Departamento de Patologia de la Universidad Industrial de Santander,
permitiendo el acceso a la base de datos para consignar las variables que fueron estudiadas, solo a
los investigadores principales del proyecto.

En ningin momento de la investigacion fue necesario contactar a los pacientes, lo que
garantizo la proteccion de los datos personales.

Se declara que no se cont6 con la financiacion de laboratorios farmacéuticos, ni
proveedores de insumos 0 equipos biomédicos. De igual modo tampoco se ofrecid estimulo
econdmico de ninguna indole cumpliendo con los siguientes principios:

Principio de respeto: Se cumpli6 este principio a través de una codificacion especial de la
muestra de tejido para emplearla de manera andnima, con esto se respetara la identidad de los
pacientes.

Principio de beneficencia: Se cumplié este principio al prevenir la identificacion del
paciente y se realizé omision de procedimientos que no tengan adecuada validacion que puedan
llevar a dar conclusiones incorrectas que generen dafio sobre los pacientes.

Principio de no maleficencia: Se cumplié este principio al garantizar la realizacion de
procesamiento de tejidos, tincion de inmunohistoquimica, lectura e interpretacion de resultados, a

partir de una formacion tedrica adecuada y practicas estandarizadas.

51



RELACION ENTRE LA EXPRESION DE LA PROTEINA P16 COMO BIOMARCADOR

Principio de Justicia: Se garantizé cumplimiento a este principio, por medio del desarrollo
de métodos que permitan garantizar un adecuado procesamiento y técnicas de
inmunohistoquimica, asi como la lectura e interpretacion de los hallazgos histopatoldgicos de las
muestras susceptibles de estudio. Se mantuvo la codificacion especial para garantizar anonimidad

de los pacientes.
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14. Tratamiento de los datos personales

Para la realizacion del presente estudio se ejecutaron los siguientes pasos:

1. Revisidon de los casos del sistema de archivo del Departamento de Patologia de la
Universidad Industrial de Santander, que cumplieron con los criterios de seleccion para ingreso:
Correspondieron a muestras de cabeza y cuello y que dentro de la solicitud del estudio
histopatoldgico tuvieran los datos clinicos requeridos, todo esto utilizando el consecutivo de la
solicitud del estudio histopatolgico (para mantener la anonimidad de los pacientes),
posteriormente se verificd en las bases de datos del departamento que el diagnostico de las
muestras sea el de carcinoma escamocelular y se encuentre dentro de la localizacién anatémica de
la cabeza y el cuello.

2. Posteriormente se realiz6 consignacion de los datos segun el instrumento de recoleccion
de las variables (anexo 1).

3. Diligenciamiento de la base de datos en un archivo en formato Excel, para posterior
andlisis e interpretacion estadistica (el acceso a la base de datos realizada solo fue permitido a los
investigadores principales de este proyecto).

4. Revision del archivo de laminas con tincion de hematoxilina y eosina de los casos
seleccionados, y se identifico el bloque de tejido con mejor representacion de lesion en el que se

realizo la inmunohistoquimica para p16.
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15. Cronograma

54

Actividad

Elaboracion

protocolo
Sustentacion
y
presentacion

al CEINCI

Julio — octubre 2022

Noviembre-diciembre

2022

Enero-Abril

2023

Mayo 2023

Junio-julio 2023

Agosto-noviembre

2023

Diciembre 2023- febrero 2024

Marzo - julio

Julio-Agosto 2024

Septiembre 2024 — enero 2025

Sustentacion
y

presentacion
al comité de
ética del

HUS

Presentacion
de

modificacion
es realizadas

al CEINCI
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Actividad

Julio — octubre 2022

Noviembre-diciembre

2022

Enero-Abril

2023

Mayo 2023

Presentacion
del proyecto

al CEINCI

Seleccion de
casos para
estudio y
Recoleccion
de datos en
base de datos

de Excel

Junio-julio 2023

Marzo - julio
Julio-Agosto 2024

Agosto-noviembre
2023
Diciembre 2023- febrero 2024
Septiembre 2024 — enero 2025

Analisis de

datos

Creacion
documento

de resultados

-

Publicacién

de resultados

Presentacion

en eventos

.
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16. Presupuesto

FINANCIACION UIS 2022

FINANCIACION UIS 2023

FINANCIACION OTRA(S)
INSTITUCION(ES) 2022

FINANCIACION OTRA(S)
INSTITUCION(ES) 2023

Efectivo

Especie

Efectivo

Especie

Efectivo

Especie

Efectivo

§ 89439938

-

| Passjes

Viaticos

Gastos de visje

Equipos de laboratorio

Maquinaria

o 6n e en

Pricticas docentes y salidas de camps

Reparacidn y

Re. y iales de laboratario

1.276.061

Licencias de software

4.469.581

BHRDIR

quipo audiovisual

quipo de oficina

-quipo de computa

Muebles y enseres

Elementos de [sboratono

SISEEE

ol

Avisos eimpresos

Semovientes

[eisinininisinie

Gastos de importacion

TOTAL

hedd wad

o

$
$

9545642

£y z
$ 69433936

hed ad

6 e
Red rad
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17. Resultados

Se analizaron 86 especimenes y biopsias con diagndstico de carcinoma escamocelular de
cabeza y cuello de pacientes entre 32 y 102 afos, de los cuales 61 eran mujeres (70.9%). La edad
media fue de 70.36 afios (+/- 14.07). Ademas, la mayor parte de los casos severos correspondieron

al sexo masculino (66.6%). (Figura 4)

Figura 4.

NUmero de casos por sexo

Distribucion por sexo

70,93%

29,07%

Masculino Femenino

Con respecto a los antecedentes, el consumo de alcohol estuvo presente en el 26.7% (23
personas), siendo mas frecuente el consumo en la poblacion masculina (91.3%) en comparacion

con la poblacién femenina. (Figura 5)
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Figura 5.

Antecedente de consumo de alcohol

CONSUMO DE ALCOHOL

Msi mno

Por otro lado, el consumo de tabaco se documento en un 68.6% (59 personas) siendo méas
frecuente el consumo en la poblacion masculina (77.96%) en comparacion con la poblacion

femenina (Figura 6)
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Figura 6.

Antecedente de tabaquismo

Tabaquismo

Ausente 31,40%

Presente 68,60%

Ademas, la exposicion a otros toxicos estuvo presente en un 15.12% (13 personas) de la

poblacion evaluada. (Figura 7)
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Figura 7.

Antecedente de exposicion a otros toxicos

EXPOSICION A OTROS TOXICOS

En cuanto a la localizacién anatomica del carcinoma escamocelular de cabeza y cuello, el
sitio mas frecuentemente comprometido es la laringe correspondiendo a un 36.05%. El resto de
sitios por orden descendente es cavidad oral (25.4%), orofaringe (22.09%), nasofaringe (10.4%),
hipofaringe (4.65%) y por ultimo la ubicacion menos frecuente es la glandula salival (1.16%). Por
otra parte, teniendo en cuenta la expresion de pl6 la localizacibn mas frecuentemente

comprometida es la orofaringe, correspondiendo a un 38.46% de los casos. (Figura 8)
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Figura 8.

Distribucion anatomica de los casos

Localizacion tumoral

36,05%

25,58%
22,09%

1,16%

Nasofaringe Cavidad oral Orofaringe Hipofaringe Laringe Glandula
salival

El grado de diferenciacién de la neoplasia, con mayor frecuencia de presentacion es
moderadamente diferenciado (50%) y es el que mas se encontrd en los especimenes con expresion
de p16 (69.2%), seguido de bien diferenciado (46.5%) y pobremente diferenciado (3.49%). (Figura

9).
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Figura 9.

Grado de diferenciacion de la neoplasia

Grado de diferenciacion
Pobremente diferenciado l 3’49%

Moderadamente diferenciado | 50’00%

0 10 20 30 40 50

En las muestras evaluadas, la asociacion con necrosis tumoral se observé solo en 31

biopsias y especimenes (36.05%). (Figura 10)
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Figura 10.

Presencia de necrosis tumoral

PRESENTE

AUSENTE

Necrosis tumoral

36,05%

40 50 60

La presencia de reaccion desmoplasica, es una caracteristica que se identific6 con mayor

frecuencia en el 69.76% de las muestras evaluadas (Figura 11).
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Figura 11.

Presencia de reaccion desmoplésica

Reaccidon desmoplasica

M Reaccion desmoplasica Ausente

B Reaccion desmoplasica Presente

Respecto a la invasion linfovascular en las muestras evaluadas solo estuvo presente en el

17.44% de las biopsias y especimenes (n:16), (Figura 12).
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Figura 12.

Presencia de invasién linfovascular

Invasion linfovascular

80 82,56%
60
40
20 17,44%
o I
AUSENTE PRESENTE

La invasidn perineural fue una caracteristica que solo se observé en el 6.98% de los

casos. (Figura 13)
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Figura 13.

Presencia de invasion perineural

Invasion perineural

PRESENTE 6,98%

AUSENTE

‘ 93,02%

0 20 40 60 80 100

Expresion de p16 en inmunohistoquimica

La expresion de p16 se identificd en 13 muestras evaluadas correspondiendo a un

16.25%. (Figura 14)
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Figura 14.
Expresion de p16
Expresion de p16
PRESENTE 16,25%
AUSENTE 83,75%

0 20 40 60 80

La severidad del carcinoma escamocelular se evalué por medio de la escala TNM
encontrando que 69.76% de las muestras correspondian con una clasificacion de TNM de
severidad con respecto al 30.23% de casos restantes cuya severidad fue menor. Ademas los casos

con expresion de p16 presentaron mayor severidad. (Figura 15)
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Figura 15.

Severidad de la neoplasia por clasificacion TNM

Severidad por TNM
69,76%

30,23%

Severo No severo

Evaluando la expresion de pl16 por grupo etario, se documenté que el grupo de edad con
mayor cantidad de casos positivos para p16 fue el de los casos comprendidos entre 70-79 afios,
por el contrario, el grupo de edad comprendido entre 90-102 afios no presento expresion de pl16.

(Figura 16)
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Figura 16.

Expresion de p16 en relacion con la edad

Expresion de p16 por edad

23

3,75%
B 1.25% ‘ .

40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-102

Casos M pl6 negativo M pl6 positivo

Se evalué la severidad del carcinoma escamocelular por localizacion anatémica por medio de la
escala TNM identificando que las regiones con mayor frecuencia de casos severos fueron cavidad

oral y laringe con un 30% para cada una de estas localizaciones. (Figura 17)
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Figura 17.

Severidad por TNM en relacion a localizacion anatomica

Severidad por localizacion anatémica

B Nasofaringe M Cavidad oral m Orofaringe Hipofaringe M Llaringe M Glandula salival

Se pudo determinar que en los pacientes menores de 70 afios, los tumores localizados en
cavidad oral y en orofaringe, presentaron una asociacion estadisticamente significativa, con mayor
severidad por TNM, sugiriendo un mayor tamafio de muestra por los amplios intervalos para
futuros scores de riesgo. (OR: 3.54;p=0.014 IC: 1.2981-9.7048; OR: 5.62; p=0.04 IC: 1.023-

30.9036; OR:10.52; 0.01 IC: 1.4838-76.0812). (Tabla 2)
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Tabla 2.

Andlisis bivariado evaluando severidad

VARIABLE OR P 1C95%
Edad 0.95 0.015 0.9137-0.9905
edad< 70 3.54 0.014 1.2981-9.7048
Cavidad oral 5.62 0.04 1.023-30.9036
Localizacién anatémica de la neoplasia
Orofaringe 10.62 0.01 1.4838-76.0812
Presencia de reaccion Desmoplasica 0.20 0.009 0.0638-0.6761
Expresion inmunohistoquimica para P16 6.27 0.087 0.7670-51.2962

Se observo una relacion estadisticamente significativa del alcoholismo y tabaquismo con

el sexo masculino. (OR: 6.03; p=0.02; IC: 1.2963-28.1177; OR: 2.83; p=0.03; IC: 1.0652-7.5225).

De forma contraria el sexo femenino tenia una menor probabilidad de exposicion a toxicos y la

expresion de p16 sugiriendo un requerimiento de mayor tamafio de muestra para conclusiones mas

ajustadas. (OR: 0.28 IC: 0.0833-0.9438; OR: 0.18 IC: 0.0513-0.6332). (Tabla 3)

Tabla 3.

Analisis bivariado con diferenciacion por sexo

VARIABLE OR P 1C95%

Edad 1.02 0.096 0.9949-1.0640
Alcoholismo 6.03 0.022 1.2963-28.1177
Tabaquismo 2.83 0.037 1.0652-7.5225
Exposicion a toxicos 0.28 0.040 0.0833-0.9438
Expresion inmunohistoquimica para P16 0.18 0.008 0.0513-0 .6332

71



RELACION ENTRE LA EXPRESION DE LA PROTEINA P16 COMO BIOMARCADOR

Se encontro6 que los menores de 60 afios y la presencia de invasion perineural se asociaron
significativamente con la expresion por inmunohistoquimica de p16 (OR:0.95; p=4.36; IC: 1.2283-
15.5012; OR: 14.44; p=0.004; IC: 2.3056-90.49138). Por lo contrario, el sexo femenino y la
ausencia de antecedentes toxicoldgicos (alcoholismo y tabaquismo) tuvieron menos probabilidad
de expresar pl6 por inmunohistoquimica (OR: 0.18 IC: 0.0513-0.6332; OR: 0.42 IC: 0.0867-

2.1055; OR: 0.12 IC: 0.0345-0.4753).

Tabla 4.

Analisis bivariado evaluando la expresion de p16

VARIABLE OR P 1C95%

Edad 0.95 0.02 0.9126-0.9932
Edad < 60 4.36 0.02 1.2283-15.5012
Sexo 0.18 0.008 0.0513-0.6332
Alcoholismo 0.42 0.29 0.0867-2.1055
Tabaquismo 0.12 0.002 0.0345-0.4753

Invasion perineural 14,44 0,004 2.3056-90.49138
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18. Discusion y conclusiones

En nuestro estudio, teniendo en cuenta la caracterizacion de la poblacion, se encontr6 que
el sexo femenino es el de mayor afectacion, con una edad media de presentacion de 70 afios.
Aunque tradicionalmente esta patologia se asocia con varones mayores, existe una incidencia
creciente entre individuos méas jovenes y con un mayor porcentaje en el sexo femenino (23). A
pesar de esto, en la literatura sigue predominando el sexo masculino como la mayor poblacién
afectada (22, 24). Ademas, la edad de presentacion de estos carcinomas asociados a VPH es
principalmente en pacientes jovenes y usualmente menores de 45 afios (22), contrario a lo
observado en nuestros resultados dado que el grupo etario con mayor afectacion fue entre los 70 a
79 anos.

El consumo de tabaco y alcohol son los factores de riesgo mas significativos identificados
en estos carcinomas, atribuyéndose un impacto en el 75% de las situaciones, con un efecto
sinérgico cuando se combinan (7, 22). Segun lo obtenido en nuestro estudio, el factor de riesgo de
mayor impacto sigue siendo el consumo de tabaco concordante con la evidencia y aunque si se
documentd consumo de alcohol y exposicion a otros toxicos en la poblacion, estos no fueron tan
representativos como el tabaquismo.

El sitio anatomico reportado en la OMS para neoplasias asociadas a VPH son las tonsilas
palatinas y linguales a nivel de la orofaringe. Por otra parte, los carcinomas asociados a tabaquismo
y no relacionados con VPH comprometen en su mayoria la cavidad oral, hipofaringe y laringe
(6,15). En la poblacion analizada se pudo establecer que el sitio mas comprometido por el

carcinoma escamocelular de cabeza y cuello fue la laringe, sin embargo, teniendo en cuenta la
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expresion de pl6 la localizacion mas frecuentemente comprometida es la
orofaringe y cavidad oral.

En cuanto a severidad medida por TNM segun localizacion anatémica, la evidencia ha
mostrado que aquellos carcinomas que se ubican en regiones superiores y anteriores (cavidad oral)
y con enfermedad local (estadios | y II) tienen mejores desenlaces clinicos en comparacion a
aquellas neoplasias localmente avanzadas y una ubicacion inferior y posterior (25). Ademas, la
presencia de caracteristicas microscopicas como invasion perineural, linfovascular y un grado
histoldgico elevado confieren peor prondstico (2). Los resultados encontrados en el presente
estudio presentan concordancia con lo anteriormente descrito, pues los casos de mayor severidad
medida por la clasificacion de TNM fueron aquellos de localizacion en laringe, sin embargo,
también se document6 casos de severidad para neoplasias localizadas en cavidad oral, que
pudieran ser explicados por tamafio tumoral y compromiso ganglionar metastasico. Cabe resaltar
que la presencia de invasién perineural, linfovascular y la necrosis tumoral, no fueron
caracteristicas frecuentes en las muestras evaluadas.

Por otra parte, se identificd que la severidad en relacién al género, es mayor en el sexo
masculino, hallazgos similares a los datos presentados en la epidemiologia global, tal como se
describe en Carcamo y colaboradores (26). No obstante, en lo concerniente a severidad evaluada
por edad, se encontré que, en casos menores de 70 afos, estos presentan mayor asociacion a
estadios avanzados, una relacion que fue estadisticamente significativa en nuestro trabajo, a pesar
de que esto es contrario a lo descrito por la literatura (26, 27).

Cabe aclarar que, debido a la limitacion del tamafio de muestra, los datos descritos pueden
estar sujetos a sesgos de confusion, ya que los casos con expresion de pl6 (92%) presentaban

mayor severidad por TNM, hallazgo que no podria ser extrapolable a la poblacion general, pues la
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evidencia demuestra que los carcinomas escamocelulares asociados a VPH evaluado por la
expresion de pl16, tiene mejores resultados de supervivencia, comparados con los no asociados a
VPH (2).

Adicionalmente es sabido que los carcinomas escamocelulares de cabeza y cuello
asociados a VPH son usualmente pobremente diferenciados o indiferenciados, pese a esto los casos
que presentaron expresion de p16 fueron principalmente moderadamente diferenciados (28).

En otro orden de ideas, teniendo en cuenta los objetivos especificos de este trabajo, en los
que se plante6 definir la variante histopatoldgica de carcinoma escamocelular méas prevalente, este
no se pudo establecer, debido a la ausencia del reporte de esta caracteristica en los informes del
estudio histopatolégico contenidos en las bases de datos del departamento de patologia.

Para finalizar es de resaltar que no se pudo determinar asociacion estadisticamente
significativa entre la expresion de p16 por inmunohistoquimica y la severidad del carcinoma
evaluada por TNM, no obstante, seria recomendable para proximos andlisis un mayor tamafio de
muestra para lograr mejor poder estadistico, asociado a esto se puede concluir que a pesar de que
se documento mayor prevalencia del sexo femenino para este tipo de carcinomas, no hubo
asociacion significativa con la edad. Los sitios anatdmicos que se asociaron con mayor severidad
fueron aquellos localizados en cavidad oral y orofaringe, aunque se sugieren trabajos con mayor
tamafo de muestra tipo multicéntrico. Dentro del apartado de las caracteristicas histopatologicas,
la ausencia de reaccion desmoplasica se destaco como la de mayor probabilidad de no estar
relacionado con severidad, ademas es necesario un mayor tamafio de muestra para determinar la
asociacion de la invasion linfovascular como factor de riesgo de severidad dado su plausibilidad

bioldgica.
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19. Compromisos por Parte del Equipo Investigador

Los investigadores desarrolladores del presente proyecto de investigacion se
comprometieron a la divulgacion de los resultados que se logren obtener en esta investigacion, los
cuales fueron socializados en el evento nacional “V SIMPOSIO REGIONAL DE
ENFERMEDADES INFECCIOSAS” llevado a cabo en Bucaramanga los dias 12 Y 13 de

septiembre del 2024.
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20. Conformacion y Trayectoria del Grupo de Investigacion

Los investigadores que participan en el presente estudio son miembros de la Universidad
industrial de Santander (UIS) y se encuentran avalados por el Grupo de Investigacion de Patologia
Estructural, Funcional y Clinica de la Universidad Industrial de Santander (PAT-UIS). El grupo
actualmente es reconocido por Colciencias. Los investigadores que hacen parte de este proyecto
no tienen conflicto de interés que interfiera con la ejecucion y posterior socializacion de este

trabajo de investigacion.
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Anexos

Anexo 1. Instrumentos Recoleccién de variables

Edad

Género | M | F

Tabaquismo | Si [ No

Consumo de alcohol | Si | No

Exposicion ocupacional a toxicos Si

No

Cual:

Localizacion anatdbmica de la

neoplasia

Nasofaringe

Cavidad oral (mucosa bucal, paladar
duro, lengua anterior, piso de la boca y

trigono retromolar)
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Orofaringe (tonsilas palatinas, tonsilas
linguales, base de la lengua, paladar
blando, Gvula y pared posterior de la

faringe)

Hipofaringe (parte inferior de la
garganta que se extiende del hioides al

cartilago cricoides)

Laringe

Variante de carcinoma

escamocelular

Basaloide

Células fusiformes

Adenoescamoso

Verrucoso

Carcinoma cuniculado

Lifoepitelial

Papilar

Acantolitico
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Estadiaje

TNM

TO: No hay prueba de

tumor primario

Ganglios linfaticos

regionales (N):

Metastasis a

distancia (M):

Tis: Carcinoma in situ

NO: No hay metéastasis a
ganglios linfaticos

regionales

T1: Tumor de 2 0 menos

cm en diametro mayor

N1: Metéastasis en un solo
ganglio linfatico ipsilateral

menor o igual a 3 cm

Mx: no se pueden

evaluar las
metastasis a
distancia

T2: Tumor mayor o igual
a 2 cm pero menor o igual

a4 cm en diametro mayor

T3: Tumor mayor a 4 cm

en dimension mayor

N2: metastasis en un solo
ganglio linfatico ipsilateral

>3cm pero <6cm de

dimensién mayor; 0 en
maltiples ganglios
linfaticos ipsilaterales
todos

<6cm de dimension mayor;
0 en ganglios linfaticos
bilaterales o

contralaterales todos <6cm

MO: no hay
metastasis a

distancia

M1: hay metéstasis

a distancia
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N2a: metastasis en un solo
ganglio linfatico ipsilateral
>3cm pero <6m de

dimensién mayor

N2b: metastasis en
maultiples ganglios
linfaticos ipsilaterales
todos <6cm

de dimensién mayor

N2c: metastasis en ganglios
linfaticos  bilaterales o
contralaterales todos

<6cm

N3: metéstasis en un
ganglio linfatico >6cm de

didmetro

Necrosis tumoral Presente Ausente
Reaccion desmoplasica | Presente Ausente
Invasidn vascular Presente Ausente
Invasion perineural Presente Ausente
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