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ABREVIATURAS 

- ADCC: Citotoxicidad dependiente de anticuerpo (“Antibody-dependent celular 

cytotoxicity”) 

- AJCC: American Joint Committe on Cancer 

- APCs: Células presentadoras de antígenos (“Antigen-presenting cell”) 

- CAF: Fibroblastos asociados al cáncer (“Cancer-associated fibroblast”) 

- CCE: Carcinoma de células escamosas  

- CCECC: Carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello 

- CCEH: Carcinoma de células escamosas de hipofaringe 

- CCEL: Carcinoma de células escamosas laríngeo 

- CCEO: Carcinoma de células escamosas de orofaringe 

- CNA: Alteración en el número de copias (“copy number alteration”) 

- CPS: Puntuación de la proporción combinada (“Combined proportion score”) 

- DCs: Células dendríticas (“Dendritic cells”) 

- ISH: Hibridación in situ (“In situ hybridization”) 

- KLRs: Receptores de tipo lectina en las células Natural Killer. 

- LLT1: Lecitin Like Transcript 1 

- mDCs: Células dendríticas mieloides (“Myeloid dendritic cells”) 

- MDSC: Células supresoras con origen mieloide (“Myeloid-derived suppressor 

cell”) 

- NKC: Complejo de genes Natural Killer  

- NK: Natural Killer 

- PCR: Reacción de la cadena de polimerasa 

- PD-1: Proteína de muerte celular programada 1 (“Programmed Cell Death 1”) 



 

 2 

- PD-L1: Ligando de muerte celular programada 1 (“Programmed Death-ligand 

1”) 

- PET- 18F-FDG: Tomografía por emisión de positrones 

- RM: Resonancia magnética 

- R/M: Recurrente/metástasico 

- SEE: Supervivencia específica de enfermedad 

- SG: Supervivencia global 

- TAAs: Antígenos asociados a tumor (“Tumor-associated antigen”) 

- TAN: Neutrófilos asociados a tumor (“Tumor-associated Neutrophil”) 

- TC: Tomografía computerizada 

- TILs: Linfocitos infiltrantes de tumor (“Tumor-infiltrating Lymphocytes”) 

- TMAs: Macrófagos asociados al tumor (“Tumor-associated Macrophages”) 

- TMA: Matrices tisulares (“tissue microarrays”) 

- TME: Microambiente tumoral (“Tumor microenvironment”) 

- TPS: Puntuación de la proporción tumoral (“Tumor proportion score”) 

- TORS: Cirugía robótica transoral (“Transoral robotic surgery”) 

- VPH: Virus del Papiloma Humano 

- VPH-KRT: Virus del papiloma humano con diferenciación queratinocítica y 

reducción del proceso oxidativo (“HPV- keratinocyte differentiation and 

oxidative reduction process”) 

- VPH-IMU: Virus del papiloma humano con respuesta inmune y diferenciación 

celular mesenquimal (“Immune response and mesenchymal cell differentiation”) 
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1.1 CARCINOMAS DE CÉLULAS ESCAMOSAS DE CABEZA Y CUELLO 

Los carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello (CCECC) son neoplasias 

malignas de estirpe epitelial originadas en la mucosa de la vía aerodigestiva superior, que 

tradicionalmente incluyen la cavidad oral, orofaringe, hipofaringe y laringe. En el 

presente trabajo nos hemos centrado en los carcinomas de células escamosas (CCE) que 

afectan a la orofaringe, hipofaringe y laringe, por lo que al hablar de CCECC nos 

referiremos a estas tres localizaciones anatómicas. 

 

1.1.1. EPIDEMIOLOGÍA 

El cáncer de cabeza y cuello comprende un heterogéneo grupo de tumores 

malignos de la vía aerodigestiva superior, que en conjunto constituye la séptima causa 

más común de cáncer1. La incidencia varía de forma importante en función de la 

localización anatómica y región geográfica2. Más de un 95% corresponden a carcinomas 

de células escamosas3. Los CCE de cavidad oral y de laringe son los más frecuentes, con 

una incidencia de 3,9 casos por 100.000 habitantes y de 2,3 casos por 100.000 habitantes 

respectivamente. De forma global, la incidencia del CCECC está asociada al consumo 

del tabaco y está disminuyendo en los países donde está descendiendo su consumo4. En 

contraste, la incidencia del CCECC debido a la infección por el virus del papiloma 

humano (VPH-positivo) ha aumentado drásticamente en los Estados Unidos desde la 

década de 1970, debido al incremento de carcinomas de células escamosas de orofaringe 

(CCEO) entre hombres blancos de mediana edad. La incidencia del CCEO VPH-positivo 

se ha incrementado de 0,8 casos por 100.000 habitantes entre 1988 y 1990 a 2,6 casos por 

100.000 habitantes entre 2003 y 2004. En el mismo tiempo se ha producido un descenso 

del 50% en la incidencia del CCEO VPH-negativo, pasando de dos casos por 100.000 

habitantes a un caso por 100.000 habitantes5. En Europa la prevalencia estimada del VPH 
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en los CCEO se ha incrementado del 35% antes del 2000 al 73% después del 20056. En 

una revisión realizada por Herrero y cols.7 se ha estimado una incidencia de CCEO VPH-

positivos en España e Italia alrededor del 13%. En el estudio de Rodrigo y cols.8, 

describen una menor incidencia de CCEO VPH-positivos en Asturias, en comparación al 

resto de España. Sin embargo, esta incidencia está en aumento pasando del 1,3% entre 

1990 y 1999 a 6,1% entre el 2000 y 2009.  

 

1.1.2. ETIOLOGÍA  

Existen dos causas principales de los CCECC: consumo de tabaco y alcohol e 

infección por VPH. Históricamente la mayoría estaban causados por el tabaco y el 

alcohol, pero en las dos últimas décadas el VPH ha sido reconocido como agente causal, 

específicamente en los CCEO. Tanto los CCECC VPH-positivos como VPH-negativos 

tienen una mayor incidencia en los varones que en las mujeres, y la incidencia también 

se incrementa con la edad. Los pacientes con CCEO VPH-positivo suelen ser de raza 

blanca, tienen un estatus socioeconómico alto y son diagnosticados a una menor edad que 

los pacientes VPH-negativos. Además, el VPH influye en el pronóstico, de forma que los 

pacientes con CCEO VPH-positivo tienen un mejor pronóstico que los VPH-negativo9.  

Factores de riesgo CCECC-VPH-negativo:  

El tabaco es el agente causal de la mayoría de CCECC y el riesgo se incrementa 

de forma sinérgica con el alcohol10. Históricamente, aproximadamente el 90% de los 

pacientes con CCECC tenían historia de consumo de tabaco, con un riesgo aumentado de 

4 a 5 veces de desarrollar carcinomas orales, orofaríngeos e hipofaríngeos y un riesgo 

aumentado 10 veces de desarrollar carcinomas laríngeos11.  Los efectos carcinógenos del 

tabaco son dosis dependiente en relación con la frecuencia, duración e intensidad del 
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hábito tabáquico. De forma paralela, el cese del consumo reduce el riesgo de desarrollar 

CCECC a medida que se incrementa el tiempo desde el cese del consumo12.  

El consumo del alcohol incrementa el riesgo de CCECC y se estima que del 1% 

al 4% de los casos pueden ser atribuibles al consumo de alcohol en pacientes no 

fumadores, e incrementa dos veces el riesgo de desarrollar CCECC en bebedores que 

nunca han fumado13. En particular, el consumo de alcohol incrementa en mayor medida 

el riesgo de carcinomas de células escamosas de hipofaringe (CCEH) en comparación 

con otras sublocalizaciones14. Sin embargo, el mayor impacto del alcohol se observa en 

la interacción con el tabaco, donde tiene un impacto multiplicativo en el riesgo de 

cáncer15.  

Los CCECC son dos a cinco veces más comunes en hombres que en mujeres, 

aunque esta ratio varía en función de la región geográfica y se cree que es debida a un 

mayor consumo de tabaco y alcohol en varones2. Los indicadores de un bajo nivel 

socioeconómico, como bajo nivel educacional y bajos ingresos económicos, están 

fuertemente asociados con un incremento del riesgo de CCECC de manera global16. 

Aunque el riesgo se atenúa tras ajustar el consumo de tabaco y alcohol, aproximadamente 

un tercio del riesgo asociado con un bajo nivel socioeconómico permanece desconocido. 

Incluso entre no fumadores y no bebedores, existe un mayor riesgo de desarrollar CCECC 

entre los pacientes con un bajo nivel socioeconómico17.  

La supresión inmune secundaria a fármacos inmunosupresores y a la infección por 

VIH incrementa el riesgo de CCECC18.  

Factores de riesgo CCECC VPH-positivo: 

La infección por el VPH es una infección de transmisión sexual que suele cursar 

de forma asintomática, pero que puede producir diferentes tipos de lesiones benignas y 

malignas entre las que se encuentra el CCECC VPH-positivo, un subtipo que ocurre 
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primariamente en los tejidos linfoides de amígdalas linguales y palatinas19. La proporción 

de CCEO causados por el VPH está en incremento, con una prevalencia estimada del 80% 

en los Estados Unidos. En contraste, el VPH es detectado en menos del 20% del resto de 

localizaciones de los CCECC6. La infección oral por VPH es un precursor de CCEO-

VPH positivo. Aunque existen más de cien tipos diferentes de VPH, solamente un 

pequeño grupo de estos son considerados de alto riesgo oncogénico20. El subtipo VPH16 

es responsable de más del 90% de los CCEO VPH-positivos21. Aunque la historia natural 

de la progresión de infección oral por VPH a CCEO VPH-positivo no está esclarecida, se 

sabe que la mayoría de las infecciones por VPH no progresan a cáncer. El tiempo desde 

la primera infección oral por VPH hasta el desarrollo de cáncer es desconocido, aunque 

se cree de más de una década22. Aunque el VPH es una causa clara de CCEO VPH-

positivo, existen otros factores que influyen en los riesgos de exposición al VPH oral, 

como la persistencia de la infección por VPH una vez que es adquirida. 

Los hábitos sexuales son una forma de exposición a la infección por VPH y están 

fuertemente asociados con el riesgo de CCEO VPH-positivo23. En cambio, no se relaciona 

con el riesgo de CCECC VPH-negativo reflejando las distintas etiologías de estas dos 

enfermedades9. Aunque es difícil de identificar cuál de los hábitos sexuales confiere el 

mayor riesgo de infección por VPH oral, el sexo oral se cree que es la principal vía de 

transmisión. 

Entre un tercio y dos tercios de los pacientes con CCEO VPH-positivo tienen 

historia de consumo de tabaco9. Este se asocia de forma significativa con un incremento 

de la prevalencia de VPH oral y la prevalencia de VPH16 se incrementa de forma dosis-

dependiente con mayores prevalencias a mayor consumo de tabaco24. 
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Los pacientes con CCEO VPH-positivos son predominantemente varones (85%-

90%), de raza blanca (92%-95%) y con una edad media comprendida entre los 50 y 56 

años5. 

 

1.1.3. EVALUACIÓN Y DIAGNÓSTICO 

La exploración endoscópica, la palpación cervical, la tomografía computarizada 

(TC) y la resonancia magnética (RM) son usadas de rutina para determinar la extensión 

inicial y estadio. La tomografía por emisión de positrones con 18F-Fluorodesoxiglucosa 

(PET-18F-FDG) ha incrementado la sensibilidad para detectar pequeños tumores y 

afectación ganglionar no palpable en la exploración o visualización directa25.  

El diagnóstico se establece mediante el análisis histológico. Con la identificación 

de la infección por VPH de alto riesgo, principalmente el subtipo VPH16, como factor de 

riesgo para el desarrollo de CCEO y su implicación pronóstica, existe un creciente interés 

en clasificar al CCECC como VPH positivo y negativo. Esta distinción se debe a la 

diferente biología molecular, mutaciones, predictores de respuesta al tratamiento y 

pronóstico entre estos dos subtipos26. Dado que el papel del VPH en otras localizaciones 

diferentes a la orofaringe y su valor pronóstico continúan en debate, esta distinción no se 

suele aplicar a las otras localizaciones. 

Existe un diferente fenotipo biológico y molecular entre el CCEO VPH-positivo 

y el CCEO VPH-negativo27. El análisis inmunhistoquímico de p16-INK4A en las 

muestras tumorales se emplea como test inicial de elección y como biomarcador 

subrogado de la infección por VPH de alto riesgo28, seguido por la detección del ADN 

del VPH mediante hibridación in situ (ISH) o reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR)29.  A diferencia del CCEO VPH-positivo, el CCECC causado por el tabaco y el 
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alcohol está más asociado con mutaciones en p53 y otros genes supresores de tumores, 

haciéndolos menos sensibles al tratamiento con quimioterapia y radioterapia28. 

En la 8ª Edición del Manual de Estadificación del Cáncer de la American Joint 

Committe on Cancer (AJCC) y de la Unión Internacional Contra el Cáncer (UICC), 

publicada en 2017, se realizaron cambios en la estadificación de los CCECC. Algunos de 

los cambios incluyen la subclasificación en función del estatus VPH del CCEO, la 

inclusión de la extensión extranodal (ENE) en los CCECC VPH-negativos, la inclusión 

de la profundidad de invasión (DOI) en los carcinomas de células escamosas de la cavidad 

oral y cambios en la definición de los tumores con primario de origen desconocido30.  

 

1.1.4. TRATAMIENTO 

La cirugía, radioterapia y quimioterapia y las diversas combinaciones de 

tratamiento son empleadas en el manejo del CCECC en función del estadio TNM y 

localización del tumor primario. La enfermedad en un estadio inicial (I y II) es la forma 

de presentación en un 40% de los pacientes y se trata con una sola modalidad de 

tratamiento: cirugía o radioterapia. Para la mayoría de los pacientes con una enfermedad 

en un estadio avanzado (III y IVA/B) resecable, que representan un 60% de los casos, el 

tratamiento está basado en radioterapia combinada con quimioterapia basada en platinos, 

con o sin quimioterapia de inducción o cirugía más radioterapia/quimiorradioterapia31. 

La enfermedad metastásica se trata mediante quimioterapia en combinación, 

monoterapia, inmunoterapia o tratamiento de soporte en función de la situación clínica.  

El tratamiento de la recurrencia local o regional depende del sitio de la recurrencia 

y las terapias previas y puede variar desde cirugía de rescate a radioterapia con 

quimioterapia, solo quimioterapia26,31 o inmunoterapia32.  
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La cirugía está indicada en tumores resecables en los que se puedan lograr bordes 

quirúrgicos libres de tumor. La cirugía clásica abierta o los procedimientos mínimamente 

invasivos como la cirugía transoral robótica (TORS) o cirugía transoral láser (TLM) se 

emplean en función de las características del tumor y sitio anatómico. En el momento 

actual, se plantea la TORS como una alternativa a la quimiorradioterapia como estrategia 

preservadora de función en casos avanzados, en un intento de reducir la toxicidad de la 

quimiorradioterapia. En manos expertas se postula efectiva y segura oncológicamente 

para casos seleccionados de CCEO33.  

La radioterapia se emplea como tratamiento único en casos iniciales (estadios I-

II), terapia adyuvante a la cirugía, o concurrente con la quimioterapia en el tratamiento 

de la enfermedad localmente avanzada31. La dosis de radiación varía entre los 60 Gy y 70 

Gy. La estrategia de desintensificación de dosis en pacientes con bajo riesgo de recidiva 

está en estudio y la IMRT (radioterapia de intensidad modulada) puede reducir los efectos 

adversos tardíos26. 

La quimioterapia es parte de la terapia multimodal. Se puede administrar como 

quimioterapia de inducción, concomitante con radioterapia y como tratamiento 

adyuvante31. El cisplatino a altas dosis es el radiosensibilizador estándar en el tratamiento 

del CCECC. Como fármaco alternativo tenemos el cetuximab34,35. Sin embargo, la 

adición de cetuximab a cisplatino con radioterapia no demostró mejoría en la 

supervivencia en comparación a cisplatino con radioterapia en un ensayo en fase 3, 

incrementando de forma notable la toxicidad34. Estudios recientes demuestran que la 

concomitancia con cisplatino es superior a la concomitancia con cetuximab36. 
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1.1.5. PRONÓSTICO 

La supervivencia tras el diagnóstico de un CCECC depende fundamentalmente de 

la localización anatómica del tumor primario, el estadio y el estatus VPH (en el caso de 

los CCEO), junto con otros factores clínicos y patológicos. El sistema de estadificación 

de la AJCC/UICC es el principal parámetro usado para predecir el pronóstico y guiar el 

tratamiento30. La supervivencia a los 5 años tras el diagnóstico de un CCECC en los 

Estados Unidos es de aproximadamente un 65%. La supervivencia a los 5 años del 

diagnóstico se ha incrementado de forma significativa en los últimos 20 años pasando de 

un 54,7% entre 1992 y 1996, hasta un 65,9% entre 2002 y 2006. El incremento de la 

supervivencia ha sido mayor en el CCEO, donde la supervivencia a 5 años ha pasado del 

39,7% al 69,8%. Este incremento puede ser atribuido a los avances en el tratamiento y al 

mejor pronóstico de los CCEO VPH-positivos, cuya incidencia ha aumentado en los 

últimos años37.  
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1.2. GENERALIDADES SOBRE LA BIOLOGÍA MOLECULAR EN LOS 

CARCINOMAS DE CÉLULAS ESCAMOSAS DE CABEZA Y CUELLO 

1.2.1. MODELOS DE CARCINOGÉNESIS GENÓMICA 

 En términos generales, los CCECC se pueden clasificar en tres subgrupos 

genéticos: tumores con presencia de VPH transcripcionalmente activo (VPH-positivo), 

tumores que son VPH-negativos con numerosas variaciones en el número de copias 

(CNA-alto) y tumores que son VPH-negativos con pocas variaciones en el número de 

copias (CNA-silentes)38. Estos subgrupos han sido identificados mediante perfiles de 

expresión génica pero no han sido verificados por completo y aún se encuentran bajo 

investigación38. 

 Las vías de p53 y RB juegan un papel clave en el control del ciclo celular y se 

encuentran frecuentemente alteradas en los CCECC VPH-negativos, si bien parece que 

permanecen activas en los tumores CNA-silentes. Además, la etiología de los tumores 

CNA-silentes no está del todo definida y la edad se considera como factor de riesgo. 

Numerosos oncogenes y rutas de señalización se relacionan con la progresión del CCECC 

VPH-negativo con CNA-alto, destacando las mutaciones en FAT1 y NOTCH1 que se 

relacionan con la vía de WNT-β-catenina y siendo su principal factor de riesgo el 

consumo de tabaco38. 

 El CCECC clásico (VPH-negativo con CNA-alto) se caracteriza por mutaciones 

en el factor nuclear eritroide de tipo 2 relacionado con el factor 2 (NFE2L2). Los tumores 

VPH-negativos de forma habitual se desarrollan desde cambios precursores en la mucosa 

que se pueden presentar como leucoplasias. Las células en la mucosa leucoplásica 

progresan a cáncer por acumulación de mutaciones. La falta de conocimiento sobre los 

cambios precursores dificulta la precisión de la situación temporal de los eventos, pero se 

cree que la acumulación de mutaciones es el factor más importante (Figura 1)38. 
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FIGURA 1: Modelos de carcinogénesis genómica en los CCECC. Tomado de la 

referencia38.  

 

1.2.2. ALTERACIONES GENÉTICAS MÁS FRECUENTES 

Como ya se ha mencionado, existen características clínicas, biológicas y 

moleculares que distinguen a los CCEO VPH-positivos de los VPH-negativos27, y por 

ello los CCEO VPH-positivos han sido reconocidos como una entidad independiente en 

la actual clasificación de la AJCC/UICC. Por el contrario, los CCECC causados por el 

tabaco y el alcohol están más asociados con mutaciones de TP53 y otros genes supresores 

de tumores28. La secuenciación del genoma de los CCECC ha identificado, además de 

mutaciones en TP53, mutaciones relacionadas con señales de supervivencia (PIK3CA-

AKT1-MTOR-PTEN, EGFR y MET), proliferación (RB, MET, CCDN1, 

CDKN2A/CDKN2b e inactivación de p16) y desdiferenciación tumoral (NOTCH1)39. Son 
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más frecuentes las mutaciones de TP53 e inactivación de p16/CDKN2A entre los CCECC 

VPH-negativos, y mutaciones en TRAF3, PIK3CA y amplificación de E2F1 en los 

CCECC VPH-positivos40.  

 

1.2.3. SEÑAS DE IDENTIDAD DEL CÁNCER 

Las señas de identidad del cáncer (“hallmarks”) comprenden seis capacidades 

biológicas que son adquiridas durante las diferentes etapas del desarrollo tumoral. 

Incluyen mantener la señalización proliferativa, evadir los supresores del crecimiento, 

permitir la inmortalidad replicativa, resistencia a la muerte celular, inducción de la 

angiogénesis y activación de la invasión y la metástasis. Detrás de estas señas de identidad 

se encuentran la inestabilidad del genoma y la inflamación. En la última década se han 

agregado dos nuevas señas de identidad: la reprogramación del metabolismo energético 

y la evasión de la destrucción inmunológica (Figura 2)41. Por otro lado, los tumores son 

estructuras complejas y heterogéneas. Además de las células cancerosas, contienen un 

repertorio de diferentes poblaciones de células normales del estroma circundante y células 

inmunes reclutadas, que en conjunto constituyen el microambiente tumoral (TME) 

(Figura 3), y a través de una estrecha comunicación tumor-estroma contribuyen a la 

adquisición de estos rasgos distintivos del cáncer41. 
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FIGURA 2: Señas de identidad del cáncer. Tomado de la referencia41. 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 3: Componentes del TME. Tomado de la referencia41. 
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1.3. INMUNOLOGÍA TUMORAL EN LOS CCECC 

1.3.1. GENERALIDADES 

La capacidad para evadir la respuesta inmune ha sido identificada recientemente 

como una nueva seña de identidad del cáncer41. Aunque el cáncer es dirigido inicialmente 

por mutaciones oncogénicas, las células cancerosas tienen la capacidad de modular o 

“educar” al microambiente circundante y a las señales del sistema inmune para 

desarrollarse, invadir y metastatizar42.  

La inmuno-edición del cáncer describe una relación dinámica entre el tumor y el 

sistema inmune. En la fase de eliminación, el sistema inmune puede identificar y eliminar 

células tumorales según la expresión de antígenos asociados a tumor (TAAs). La fase de 

equilibrio se caracteriza por un estado latente del tumor: las células cancerosas no se 

destruyen, pero su crecimiento está restringido por el sistema inmune. Y en la fase de 

escape inmune las células pueden suprimir o evadir el control inmune43.  

La respuesta al tratamiento y la progresión tumoral está influenciada por la 

interacción entre el tumor y el TME. El TME representa un complejo ecosistema en el 

que se produce una estrecha comunicación e interacción entre las diversas subpoblaciones 

celulares que lo componen, como las células tumorales, los linfocitos T y B, las células 

Natural Killers (NK), células supresoras con origen mieloide (MDSC), macrófagos, 

células dendríticas y fibroblastos asociados al cáncer (CAF), junto con la matriz 

extracelular (Figura 3)41,44. 

Se considera a los linfocitos infiltrantes tumorales (TILs) como los efectores 

cruciales de la respuesta inmune antitumoral y su presencia ha sido relacionada con un 

incremento en la supervivencia en varios tipos de cáncer45,46. Los tumores han 

desarrollado mecanismos para evadir la respuesta inmune del huésped (inmuno-

supervivencia) entre los que se encuentran la capacidad de disminuir la expresión de HLA 
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de clase I para evitar el reconocimiento por las células T47, inducción de la apoptosis de 

las células T48, reclutamiento de células inmunosupresoras como células T reguladoras 

(Tregs), MDSCs, o macrófagos de tipo M249, inactivación del proceso de reconocimiento 

de antígenos previniendo el procesamiento y presentación de los antígenos asociados al 

tumor49, alteración de los puntos de control inmune50 y supresión de la actividad citolítica 

de las células NK51. También a través de un proceso selectivo conocido como inmuno-

edición, se seleccionan las células tumorales menos inmunogénicas por su capacidad de 

escapar del sistema inmune ofreciendo así una ventaja biológica para sobrevivir43. 

En los últimos años el microambiente inmune tumoral ha ganado mucho interés, 

especialmente debido a los avances en la inmunoterapia del cáncer. Desde que los 

CCECC se dividen en VPH-positivos (principalmente el CCEO) y VPH-negativos, es de 

esperar que el TME de cada subtipo pueda variar. Los CCECC VPH-positivos presentan 

un incremento del infiltrado inmune comparado con los CCECC VPH-negativos52.   

 

1.3.2. ELEMENTOS DEL MICROAMBIENTE TUMORAL 

1.3.2.1. CÉLULAS EFECTORAS DEL SISTEMA INMUNE INNATO 

 Los neutrófilos y las células NK son las células efectoras innatas y son las 

primeras en responder en caso de daño tisular. 

Neutrófilos: pueden ser atraídos al microambiente tumoral a través de la 

secreción de IL-8, CCL4 o CCL5 por las células tumorales. Los neutrófilos asociados al 

tumor (TAN) pueden diferenciarse hacia un fenotipo antitumoral (N1) o protumoral (N2), 

en función de los factores de crecimiento presentes en el TME. Los TAN de tipo N2 

pueden promover el crecimiento tumoral favoreciendo la inestabilidad genética, 

angiogénesis, metástasis y supresión inmune53. En estudios recientes se ha encontrado 
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una menor supervivencia y mayor porcentaje de afectación ganglionar en pacientes con 

carcinomas de orofaringe e hipofaringe con una alta infiltración por neutrófilos54,55. 

Células NK: tienen un efecto citolítico directo a través de la liberación de 

perforinas y granzimas y pueden secretar IFN-γ que promueve la activación de células 

mieloides y células T-helper 1. Pueden promover la apoptosis tumoral vía FasL o TRAIL 

(apoptosis relacionada con TNF inducida por ligando). También las células NK pueden 

eliminar células tumorales a través de la citotoxicidad dependiente de anticuerpo 

(ADCC)44. En el momento actual, se sabe poco acerca de la presencia de las células NK 

en el TME, a pesar de que el mecanismo inmune del anticuerpo dirigido frente a EGFR 

(cetuximab) actúa sobre la citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC)56. La 

presencia de células NK CD56+ tumorales y estromales se ha asociado con una mayor 

supervivencia, tanto en pacientes con CCECC VPH-positivos como VPH-negativos57.  

 

1.3.2.2. CÉLULAS MIELOIDES 

 Células dendríticas: las células dendríticas (DCs) son células presentadoras de 

antígenos (APCs) que relacionan el sistema inmune innato con el adaptativo. Se encargan 

de seleccionar antígenos del sitio tumoral y, cuando se activan de forma apropiada, 

inducir una respuesta tumoral específica de células T. Algunos estudios previos sugieren 

que un mayor número de células mieloides DCs (mDCs) se asocia con una mayor 

infiltración por linfocitos intratumorales, menores tasas de metástasis ganglionares, 

menos recurrencias y una mejor supervivencia en pacientes con CCECC58,59,60. Por el 

contrario, otros estudios no relacionan la infiltración por DCs con parámetros clínicos en 

el CCECC61,62. En los estudios donde se incluyó el estatus VPH, se ha encontrado mayor 

infiltración por DCs en CCECC VPH-positivos63, mientras que en otros no se han 

encontrado diferencias64. 
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 Macrófagos: los macrófagos están presentes en el TME y aparecen con dos 

fenotipos. Los macrófagos activados por IFN-γ polarizan hacia un fenotipo M1 y 

contribuyen a respuestas inmunes antitumorales. Los macrófagos activados por IL-4 

polarizan hacia un fenotipo M2 y contribuyen a respuestas antiinflamatorias y 

protumorales44. Se ha descrito una mayor densidad de células CD68+ (marcador de 

macrófagos) en los CCECC en comparación a tejido sano y su presencia se asocia a una 

peor supervivencia y mayor afectación ganglionar65,66, aunque esta correlación no se 

observa en otros estudios67,68. Las evidencias sugieren un rol de los TAMs (Macrófagos 

asociados al tumor) M2 en la progresión de los CCECC. Los CCECC VPH-positivos 

parecen presentar una mayor infiltración por TAMs M1, mientras que los CCECC VPH-

negativos presentan una mayor infiltración por TAMs M244. 

 Células supresoras con origen mieloide (MDSCs): están caracterizadas por su 

capacidad para inhibir las respuestas inmunes innatas y adaptativas. Suprimen la acción 

de las células T CD4+ y CD8+, inducen células Tregs y actúan junto a los macrófagos 

favoreciendo un fenotipo inmunosupresor elevando los niveles de IL-10 y disminuyendo 

IL-1269. Una mayor infiltración por MDSCs se ha correlacionado con un estadio clínico 

más avanzado y mayor grado histológico70, y se ha encontrado una mayor infiltración por 

MDSCs en CCECC en comparación al tejido sano69. 

 

1.3.2.3. CÉLULAS EFECTORAS DEL SISTEMA INMUNE ADAPTATIVO 

 Células T CD8+: tras la activación por estimulación antigénica por las APCs o 

por citoquinas, las células T CD8+ nativas se diferencian en células T efectoras de 

memoria o citotóxicas71. Las células T citotóxicas constituyen un subgrupo de células T 

con la capacidad de reconocer y eliminar células tumorales. Varios estudios correlacionan 

un alto infiltrado inmune tumoral por células T CD8+ con mejor pronóstico en 
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CCECC72,73,74,75,76. Sin embargo, el efecto parece verse influido por la localización del 

tumor primario, la cantidad relativa de otras células inmunes infiltrantes, la distribución 

espacial y estatus del VPH44. Dos recientes meta-análisis sobre el rol de los TILs CD8+ 

en el CCE oral han mostrado resultados contradictorios77,78. En el CCEO, los TILs CD8+ 

parecen tener un efecto positivo en la supervivencia cuando se detecta una alta infiltración 

tanto estromal como tumoral76,79,80,81. Los CCEO VPH-positivos muestran una mayor 

infiltración por TILs CD8+ y se ha descrito que, entre estos pacientes, los que tienen una 

menor proporción de TILs CD8+ no presentan un mejor pronóstico en comparación a los 

VPH negativos82. En los CCEL, una alta infiltración por TILs CD8+ también se ha 

relacionado con una mejor supervivencia83,84,85. 

 Células T CD4+: representan un heterogéneo grupo de células que pueden ser 

subclasificadas en varios tipos: Th1, Th2, Th9, Th17, células T helper foliculares (Tfh) y 

Tregs86. El rol de estas células en los CCECC puede ser atribuible a cualquier subtipo y 

la tinción inmunohistoquímica de CD4+ puede no ser suficiente. Esto puede explicar el 

ambiguo rol de células T CD4+ en el CCECC44. No se ha hallado una correlación 

significativa entre los TILs CD4+ y un pronóstico más favorable en pacientes con 

CCECC73,87,88,89. Para establecer su papel en el CCECC es necesario un estudio de las 

subpoblaciones de TILs CD4+ en las diversas localizaciones y subtipos tumorales.  

 Células T reguladoras: son una subpoblación de células T CD4+ que pueden ser 

identificadas por la expresión del factor de transcripción FoxP386. Juegan un papel clave 

en el mantenimiento de la tolerancia inmune regulando otras células inmunes (DCs, 

células NK, células B, células CD4+ y CD8+), por lo que también facilitan el escape 

inmune y la progresión tumoral90. En estudios recientes, una mayor presencia de TILs 

CD4+ FoxP3+ se ha asociado con un mejor pronóstico en CCECC91,92. Sin embargo, por 
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localizaciones, en el CCE de cavidad oral se correlaciona una menor presencia de TILs 

CD4+ FoxP3+ con un mejor pronóstico93,94. 

 Linfocitos B: la presencia y valor pronóstico de las células B en el TME está poco 

estudiado44. Como parte del sistema inmune adaptativo, los linfocitos B juegan un rol 

importante en la respuesta inmune frente a las células tumorales. Los linfocitos B maduros 

pueden producir anticuerpos que se unen a las células tumorales permitiendo la ADCC 

por las células NK, la fagocitosis por macrófagos mediada por el receptor Fc, convertirse 

en células presentadoras de antígeno o interactuar directamente con las células T CD4+ 

(CD40/CD40L) y CD8+ (CD27/CD70), favoreciendo así la acción inmune antitumoral95. 

Sin embargo, las células B reguladoras (Bregs) se cree que estimulan el crecimiento 

tumoral por interacción negativa con otras células inmunes del TME96. Se ha descrito una 

mayor proporción de linfocitos B CD19+/CD20+ tumorales en los CCECC VPH-

positivos, frente a los CCECC VPH-negativos y mucosa sana64,97. La mayoría de los 

estudios asocian la presencia de linfocitos B con un mejor pronóstico de los CCECC98,99. 

Pero otros estudios no encuentran esta asociación favorable100. 

 

1.3.2.4. OTROS COMPONENTES DEL ESTROMA  

 Fibroblastos asociados al cáncer (CAFs): son las células no inmunes más 

abundantes en el estroma. Favorecen el desarrollo tumoral promoviendo la proliferación 

tumoral, invasión y metástasis. La presencia de CAFs en el TME se relaciona con 

desmoplasia estromal mediante la deposición de colágeno. Los marcadores más 

empleados para identificar CAFs son α-SMA (smooth muscle actin), integrina α6 y FAP 

(fibroblast activation protein). Producen factores de crecimiento epidérmico (EGF) y 

vascular (VEGF) y producen metaloproteasas de matriz (MMPs) que ayudan en el 

remodelado de la matriz extracelular y favorecen la progresión tumoral y el desarrollo de 
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metástasis101. También promueven la supresión inmune en el estroma circundante, al 

producir niveles altos de TGF-β, IL-10 e IL-6, y reclutan más células inflamatorias a 

través de la secreción de quimocinas102. Existen pocos estudios al respecto, pero algunos 

estudios iniciales han relacionado la mayor abundancia de CAFs con un peor pronóstico 

en los CCECC103,104,105. 
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1.3.3 ALTERACIÓN DE LOS PUNTOS DE CONTROL INMUNE 

La respuesta inmune se activa cuando las células T reconocen a los TAAs expresados 

por las células tumorales y procesados por las células presentadoras de antígenos (APC). 

Con el fin de mantener la homeostasis inmune, la activación de las células T está regulada 

por señales estimuladoras e inhibidoras. Las células T requieren dos señales para 

activarse. La primera es generada a través del receptor de células T (TCR) la cual es 

dependiente de antígeno. La segunda es co-estimuladora, generada por la interacción 

entre moléculas co-estimuladoras en la membrana de las APC y la célula T. 

Los puntos de control inmune representan recesos inmunológicos que bloquean a los 

efectos estimuladores de células T con el fin de evitar la autoinmunidad (Figura 4). Las 

moléculas clave que participan en vías de control inmune incluyen PD-1/PD-L1 y CTLA-

4106.  

PD-1 (programmed cell death 1): es un receptor inhibidor que pertenece a la familia 

de CD28. Se expresa en la superficie celular de las células T activadas (también células 

B, NK y monocitos). Después de unirse a sus principales ligandos (PD-L1 y PD-L2), PD-

1 impide la activación de células T y limita la actividad de células T efectoras en órganos 

periféricos y tejidos durante la inflamación. Esto se consigue inhibiendo la proliferación 

de las células T y regulando a la baja a las moléculas anti-apoptóticas y la liberación de 

citoquinas107.  

PD-L1 (programmed cell death ligand 1): es el ligando fisiológico de PD-1. Es 

inducido en tejido no linfoide y en células tumorales. Se expresa bajo condiciones 

inflamatorias desencadenado por citoquinas entre las que destaca IFN- y estímulos 

exógenos. En células tumorales, la expresión de PD-L1 puede estar desencadenada por 

alteraciones celulares asociadas a carcinogénesis (inducción intrínseca). Su expresión 
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ocurre frecuentemente en una variedad de tumores, incluyendo los CCECC. La unión del 

PD-L1 con PD-1 bloquea la activación de células T favoreciendo la evasión inmune108.  

CTLA-4: es una glicoproteína de superficie expresada por las células T. Regula 

negativamente la activación de las células T compitiendo por los ligandos B7, CD80 y 

CD86 con el receptor activador CD28. En los CCECC, se ha encontrado en superficie 

una expresión aumentada de CTLA-4 en las células T reguladoras (Tregs), que 

disminuyen la proliferación de las células T109.  

 

 

FIGURA 4: Vías de señalización estimuladoras o inhibidoras de células T y 

anticuerpos monoclonales dirigidos contra ellas. Tomado de la referencia108.  

 

Expresión de PD-L1: 

PD-L1 no se expresa generalmente en tejido normal, pero algunas citoquinas 

inflamatorias, en particular IFNγ, pueden aumentar su expresión en varios tipos celulares, 
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incluyendo las células tumorales. Esto indica que los tumores pueden aumentar la 

expresión de PD-L1 en respuesta a IFNγ secretado por los TILs. Se considera un 

mecanismo de resistencia inmune adaptativo para suprimir la función de las células T 

efectoras y PD-L1 también puede ser expresado en el tumor sin presencia de TILs106. 

Basado en la combinación de la expresión de PD-L1 y la densidad de TILs, Teng MW et 

al.110 han propuesto clasificar los tumores en cuatro grupos: 

o Tipo I: expresión de PD-L1 con alta densidad de TILs. Se considera que 

presentan una resistencia inmune adaptativa. Estos pacientes podrían ser 

los más beneficiados de la inmunoterapia. 

o Tipo II: no presentan expresión de PD-L1 y no presentan TILs. Se 

considera que presentan una ignorancia inmune. Son los denominados 

“desiertos inmunológicos”, y en ellos no sería eficaz la inmunoterapia. 

o Tipo III: expresión de PD-L1 y no presentan TILs, por lo que la inducción 

de la expresión de PD-L1 sería debida a las alteraciones oncogénicas 

(inducción intrínseca). Esto sugiere una inmunosupresión tumoral.  

o Tipo IV: no presentan expresión de PD-L1 y tienen una alta densidad de 

TILs. Esto sugiere una tolerancia inmune. La inmunosupresión se supone 

debida a otro mecanismo diferente a PD-1/PD-L1. 

La inmunoterapia ha emergido como una estrategia de tratamiento prometedora en el 

cáncer. El bloqueo de los puntos de control inmune usando anticuerpos dirigidos 

principalmente frente a PD-1/PD-L1 ha demostrado eficacia en el tratamiento de varias 

neoplasias106,111. En 2016 la FDA (Food and Drug Administration) aprobó el uso de los 

anticuerpos monoclonales anti-PD-1 Nivolumab y Pembrolizumab para el tratamiento de 

pacientes con un CCECC recurrente/metástasico (R/M) y refractario a las terapias 

basadas en platino. En 2019, la FDA aprobó el uso de Pembrolizumab como primera línea 
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de tratamiento en pacientes con un CCECC R/M irresecable32. La expresión de PD-L1 se 

ha propuesto como biomarcador predictivo para los inhibidores de los puntos de control 

inmune, aunque ha mostrado un valor predictivo moderado entre los tumores sólidos112. 

En el CCECC, la expresión de PD-L1 se correlaciona con una buena eficacia de los 

inhibidores de los puntos de control inmune anti-PD-1/PD-L1 y se incrementa el valor 

predictivo cuando se considera tanto la expresión de PD-L1 como de la infiltración 

tumoral por células inmunes. Sin embargo, el valor predictivo de la expresión de PD-L1 

tiene limitaciones ya que algunos pacientes PD-L1 negativos han mostrado respuesta al 

tratamiento con inmunoterapia113,114. 

Más allá del posible papel de PD-L1 como biomarcador predictivo de la respuesta 

anti-PD-1/PD-L1 en los CCECC, el valor pronóstico de su expresión continúa siendo 

controvertido. Dos recientes meta-análisis no han mostrado un claro impacto de la 

expresión de PD-L1 en el pronóstico de los CCECC115,116. No obstante, la considerable 

heterogeneidad entre los estudios podría contribuir a explicar estos resultados 

contradictorios. También pueden causar discrepancias las diferencias metodológicas en 

la tinción inmunohistoquímica de PD-L1, incluyendo los anticuerpos empleados y/o los 

puntos de corte de cada estudio. Además, las localizaciones heterogéneas, el estadio, 

diferentes regímenes de tratamiento y el estatus VPH de los pacientes pueden haber 

contribuido a los resultados variables. En nuestra opinión, un análisis más detallado del 

microambiente tumoral y del infiltrado inmune asociado a la expresión de PD-L1 puede 

ser beneficioso para definir y clarificar su valor pronóstico en los CCECC.   
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1.3.4. SUPRESIÓN DE LA ACTIVIDAD CITOLÍTICA DE LAS CÉLULAS NK 

 

Los receptores de tipo lectina en las células NK (KLRs) son un tipo de 

glicoproteínas de tipo lectina C, codificadas por genes del Complejo NK (NKC) 

localizados en el brazo corto del cromosoma 1251,117,118. Además de la subfamilia NKG2, 

NKC incluye un grupo de genes menos estudiado que codifican los receptores NKRP1 

(CD161) y sus ligandos lectina de tipo C (CLEC). En este grupo, los más estudiados son 

el complejo NKRP1A/LLT1 codificados por los genes KLRB1 y CLEC2D, 

respectivamente119. Ambas moléculas son glicoproteínas de señalización transmembrana 

de tipo II con un dominio lectina tipo C extracelular. NKRP1 se expresa 

predominantemente en la superficie de células NK, donde actúa como un receptor 

inhibidor. Sin embargo, también estimula las células T, lo que resulta en la liberación de 

IL-17 y citoquinas inflamatorias51. 

En un reciente estudio de metadatos sobre 18.000 tumores de 39 tipos tumorales, 

Gentles AJ y cols.120 describieron la expresión de KLR1B (CD161) como uno de los 

marcadores pronósticos más favorables. La unión del ligando LLT1 (Lecitin Like 

Transcript 1) al receptor NKRP1 de las células NK también estimula la producción de 

IFN-γ, y de forma similar estimula la activación de las células B121. LLT1 también se 

expresa en osteoblastos y condrocitos e inhibe la degradación ósea. La expresión tumoral 

de LLT1 puede facilitar la supervivencia de las células tumorales frente a la actividad 

citolítica de las NK. Por otro lado, NKRP1 puede estar involucrado en la activación de 

los linfocitos B y T en el curso de reacciones inflamatorias y la patogénesis de 

enfermedades autoinmunes. De esta forma, el complejo receptor/ligando NKRP1A/LLT1 

se postula como una diana terapéutica que podría ser usada en la inmunoterapia del cáncer 

y algunas enfermedades autoinmunes51. La expresión de LLT1 se ha detectado en células 

B y monocitos circulantes, pero no en los macrófagos localizados en hígado o pulmones. 
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Además, se ha encontrado una alta expresión de LLT1 en sitios inmunoprivilegiados 

(cerebro, placenta y testículos) y se ha confirmado la capacidad del ligando LLT1 para 

inhibir la función de las células NK117. 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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2.1. HIPÓTESIS 

En el momento actual, el impacto del perfil de respuesta inmunológica en el 

pronóstico y respuesta al tratamiento de pacientes con CCECC es incierto. Esto es debido 

a que la mayoría de los estudios incluyen series heterogéneas de pacientes que han 

recibido diferentes tratamientos y además tumores de diferentes localizaciones, sin tener 

en cuenta la posible influencia de la infección por el virus VPH.  

Como se indicó anteriormente, estudios previos sobre linfocitos infiltrantes de tumor 

(TILs), han mostrado que una alta infiltración por células T CD8+ y Tregs está asociado 

a un pronóstico más favorable en el CCECC, siendo inconsistentes los resultados con 

relación a la expresión de PD-1/PD-L1. Y hasta el momento actual, las interacciones entre 

PD-L1, PD-1 y los diferentes tipos de TILs, así como el impacto de estas interacciones 

en el pronóstico no han sido bien documentadas en estos carcinomas. 

Por otro lado, se desconoce si el inhibidor de la activación de células NK LLT1 se 

expresa en los CCECC y su posible relevancia pronóstica aún no se ha explorado.  

 

2.2. OBJETIVOS 

Nuestro objetivo se ha centrado en estudiar varios aspectos clave que regulan la 

respuesta inmune frente al CCECC, como la infiltración tumoral por células del sistema 

inmune y la expresión de inhibidores de puntos de control inmunológico. Para ello, se ha 

seleccionado una amplia serie de pacientes diagnosticados de CCECC, con estatus del 

VPH conocido, de localizaciones bien definidas y tratados de forma homogénea, con el 

fin de definir el valor pronóstico y las posibles implicaciones terapéuticas del perfil de 

respuesta inmune. 
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Este objetivo general se ha abordado a través de los siguientes objetivos específicos: 

1-  Evaluar la expresión tumoral y estromal de PD-1 y PD-L1 en una cohorte 

homogénea de pacientes con CCECC VPH-negativos. 

2-  Analizar la infiltración tumoral de células T citotóxicas (CD8+) y células T 

reguladoras (Tregs/FOXP3+).  

3- Evaluar la expresión tumoral y estromal de LLT1.  

4- Analizar las correlaciones de la expresión tumoral/estromal de PD-1, PD-L1 y 

LLT1 con la infiltración por linfocitos T (CD8+ y Tregs) y NK. 

5- Investigar el significado clínico y valor pronóstico de la expresión de PD-1, PD-

L1, LLT1 y de la infiltración por linfocitos T y NK, así como de las 

combinaciones de estos parámetros. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 
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3.1. SUJETOS A ESTUDIO 

Se seleccionó una serie homogénea de 382 pacientes tratados quirúrgicamente de 

un carcinoma escamoso de cabeza y cuello (249 CCEO, 65 CCEH y 68 CCEL) en el 

Servicio de Otorrinolaringología del Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA) 

entre los años 1990 y 2009.  

El manejo de las muestras y los procedimientos experimentales se llevaron acabo 

de acuerdo con la Declaración de Helsinki. El estudio fue aprobado por el Comité de Ética 

de la Investigación del Principado de Asturias (CEI 70/16, con fecha 5 mayo de 2016 

para el proyecto PI16/00280 y CEI 141/19, con fecha 14 de mayo de 2019 para el proyecto 

PI19/00560). El consentimiento informado para la recolección, almacenamiento y 

análisis de las muestras fue obtenido de todos los pacientes.  

El estadio del cáncer fue establecido de acuerdo con la 7ª edición del Manual de 

la American Joint Committe on Cancer Staging y la edad fue definida como la edad en el 

momento de la cirugía.  

Todos los pacientes tenían un tumor primario único localizado en orofaringe, 

hipofaringe o laringe confirmado con biopsia. En todos los casos los márgenes 

quirúrgicos microscópicos estaban libres de tumor, ningún paciente había recibido otro 

tratamiento antes de la cirugía y el estatus de la infección por VPH era conocido. 

Para obtener una muestra homogénea, se excluyeron del análisis 10 casos que 

mostraban infección por el VPH (8 en CCEO, 1 en CCEH y 1 en CCEL), por lo que la 

muestra final fue de 372 pacientes (241 CCEO, 64 CCEH y 67 CCEL) 

Las variables clínico-patológicas fueron estudiadas retrospectivamente y 

revisadas en la historia clínica hospitalaria. Las variables analizadas fueron: edad, sexo, 

consumo de tabaco y alcohol, localización del tumor primario, clasificación pT y pN, 

estadio, grado de diferenciación histológica, administración de RT complementaria y 
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seguimiento clínico. Las características clínico-patológicas del total de los pacientes 

CCECC a estudio se muestran en la Tabla 1.  

La edad media de los pacientes fue de 58,6 años (rango 30-86 años). Sólo 14 casos 

fueron mujeres. El tiempo de seguimiento mínimo en los pacientes que no fallecieron por 

el tumor fueron 36 meses y el tiempo de seguimiento medio para el total de la serie fue 

de 34,6 meses (mediana 21,5 meses). Doscientos treinta y dos (62%) de los 372 pacientes 

recibieron radioterapia complementaria.  

La recurrencia fue definida como recidiva del tumor en los primeros 5 años 

después del tratamiento en cualquier localización: recidiva local, metástasis ganglionar 

y/o metástasis a distancia.   
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TABLA 1: Características clínico-patológicas de la cohorte de 372 pacientes 

con CCECC VPH-negativos seleccionados para estudio. 

CARACTERÍSTICAS Nº DE CASOS (%) 

Edad (media y rango) 58,6 (30-86 años) 

Sexo  

- Varones 358 (96) 

- Mujeres 14 (4) 

Tabaco  

- No fumadores 12 (3) 

- Moderado (1-50 paquetes-año) 149 (40) 

- Importante (>50 paquetes-año) 206 (55) 

- Desconocido 5 (1) 

Alcohol  

- No bebedores 25 (7) 

- Bebedores 342 (90) 

- Desconocido 5 (1) 

Localización  

- Orofaringe 241 (65) 

- Hipofaringe 64 (17) 

- Laringe 67 (18) 

Clasificación pT  

- T1 38 (10) 

- T2 77 (21) 

- T3 125 (34) 

- T4 132 (35) 

Clasificación pN  

- N0 103 (28) 

- N1 46 (12) 

- N2 183 (49) 

- N3 40 (11) 

Estadio  

- I 20 (5) 

- II 24 (6) 

- III 64 (17) 

- IV 264 (71) 

Grado de diferenciación  

- Bien diferenciado 147 (39) 

- Moderadamente diferenciado 148 (40) 

- Pobremente diferenciado 77 (21) 

Radioterapia complementaria  

- Si 232 (62) 

- No 140 (38) 

Recurrencia  

- Si 224 (60) 

- No 148 (40) 

Total 372 
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3.2. RECOGIDA DE LAS MUESTRAS Y CONSTRUCCIÓN DE MATRICES 

TISULARES (TMA) 

Se obtuvieron las muestras histológicas tumorales conservadas en parafina a 

través del Biobanco del Principado de Asturias (PT17/0015/0023). El diagnóstico 

histológico de carcinoma escamoso fue confirmado por patólogos expertos. Se 

seleccionaron tres áreas morfológicamente representativas de cada bloque de tejido 

tumoral parafinado para la construcción de las matrices tisulares (TMAs). Se emplearon 

tres cilindros de 1 mm de diámetro de cada caso para construir los TMAs, como se 

describió previamente122.  

Así se construyeron un total de 15 TMAs, que contenían 3 núcleos de tejido de 

cada uno de los 382 CCECC (141 CCEO amigdalar, 108 CCEO en base de lengua, 65 

CCEH y 68 CCEL). Cada TMA también incluía 3 cilindros de mucosa normal de laringe 

o de faringe, que sirvieron como control interno. El epitelio normal se obtuvo de pacientes 

adultos varones, no fumadores y no bebedores e intervenidos de amigdalectomía o de 

pólipos laríngeos.  
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3.3. ANÁLISIS INMUNOHISTOQUÍMICO 

Los TMAs fueron cortados en secciones de 3 m y secados en portaobjetos de 

microscopio IHC Flex (Dako, Santa Clara, CA). Las secciones fueron desparafinadas en 

xileno y rehidratadas a través de soluciones de gradación decreciente de etanol. El proceso 

de recuperación antigénica se realizó calentando las secciones usando la solución 

Envision Flex Target Retrieval de alto pH (Dako).  

Se realizó un estudio inmunohistoquímico de PD-1, PD-L1, LLT1, CD8 y FOXP3 

de las muestras contenidas en los TMAs. 

La tinción se llevó a cabo en una estación de trabajo de tinción automática (Dako 

Autostainer Plus, Dako) a temperatura ambiente con los siguientes anticuerpos 

monoclonales: 

- Anti-PD-L1 (clon E1L3N, diluido 1:200, Cell Signaling Technology, Danvers, MA). 

 - Anti-PD-1 (clon EH33, diluido 1:200, Cell Signaling Technology, Danvers, MA) 

- Anti-LLT1/CLEC2D (Clon 4C7, diluido 1:200, Novus Biologicals, Littleton, CO).  

- Anti-CD8 (clon SP16, diluido 1:400, NeoMarkers, Freemont, CA) 

- Anti-FOXP3 (clon 236A/E7, diluido 1:400, Abcam, Cambridge, UK).  

La detección se llevó a cabo usando el sistema de visualización EnVision Flex + 

(DakoCytomation, Dako) durante 30 minutos a temperatura ambiente y empleando la 

diaminobenzidina como cromógeno. La contratinción con hematoxilina durante 7 

minutos fue el último paso.  

Como control positivo de PD-L1 se empleó tejido placentario, y de PD-1, LLT1, 

CD8 y FOXP3, tejido amigdalar sano.  

Todas las secciones fueron revisadas por dos investigadores de forma ciega 

respecto a la información clínica.  

Para la expresión de PD-L1, solamente se valoró la tinción de membrana celular 

y la expresión en células tumorales se cuantificó como: expresión de PD-L1 negativa 
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(<1% de células con tinción), expresión de PD-L1 baja (1-10%), expresión de PD-L1 

intermedia (11-50%) o expresión de PD-L1 alta (>50% células teñidas). La positividad 

de la puntuación de proporción tumoral (TPS: tumor proportion score) se definió como 

≥1% de las células tumorales con tinción positiva respecto al total de células tumorales, 

basándose en las recomendaciones actuales32. La puntuación de proporción combinada 

(CPS: combined proportion score), que corresponde al número de células positivas para 

PD-L1 (englobando células tumorales, linfocitos y macrófagos) en relación con el total 

de células tumorales, también se consideró positivo si era ≥1%.  

La expresión de PD-1 fue evaluada en las células inmunes estromales y fue 

considerada positiva cuando ≥1% de las células tenían tinción positiva. 

Los linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) se definen como linfocitos presentes en 

el tumor (intratumorales), mientras que el área peritumoral no está incluida. La 

cuantificación de la tinción de TILs se llevó a cabo de forma automatizada usando el 

software ImageJ para CD8 (marcador de linfocitos T citotóxicos) y de forma manual para 

FOXP3 (marcador de linfocitos T reguladores), contando las células en las 3 áreas 

tumorales de cada caso dentro de cada TMA (3 áreas representativas de cada tumor). Las 

3 áreas tumorales se midieron y el número total medio de células positivas para cada 

marcador se expresó en densidad por mm2. Con fines estadísticos, el valor de la mediana 

fue usado como punto de corte para definir una alta y baja densidad tanto para TILs CD8+ 

como FOXP3+.  

La tinción de LLT1 mostró una distribución homogénea entre las muestras 

tumorales, preferentemente detectado en el citoplasma de las células tumorales, aunque 

algunos casos mostraron tinción a nivel de la membrana celular. Se aplicó un sistema de 

puntuación semicuantitativo basado en la intensidad de la tinción: la expresión de LLT1 

fue clasificada como negativa (ausencia de expresión), débil-moderada, o intensidad de 
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tinción fuerte. Con fines estadísticos, y basado en estudios preliminares, la puntuación 

fue dicotomizada como expresión negativa versus positiva (débil-moderada/ fuerte). 

La tinción estromal de LLT1 fue puntuada de forma semicuantitativa midiendo la 

densidad de las células inmunes positivas, como se describió previamente123: ausencia o 

células positivas esporádicas (score 0), número de células positivas medio a moderado 

(score 1), número de células positivas abundante (score 2) o altamente abundante (score 

3). La tinción de LLT1 en los TILs fue evaluada de forma conjunta en el compartimento 

intratumoral y estromal y las puntuaciones fueron dicotomizadas como expresión baja 

(scores 0 y 1) versus expresión alta (scores 2 y 3). 
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3.4. DETECCIÓN DE VPH 

El estatus VPH fue analizado usando inmunohistoquímica para p16 y detección 

de los serotipos de VPH de alto riesgo mediante hibridación in situ en todos los casos. Y 

en los casos p16 positivos, la detección por PCR empleando los cebadores GP5+/6+, y 

posterior genotipado por enzimoinmunoanálisis, como previamente ha sido descrito8.  
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3.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Las características clínicas y demográficas de los pacientes se resumieron usando 

estadísticos descriptivos estándar.  

La correlación entre resultados inmunohistoquímicos, contaje de linfocitos 

infiltrantes y variables clínico-patológicas fue analizada mediante la versión 21 del 

software para Mac de IBM SPSS Statistics usando Chi-cuadrado de Pearson, test exacto 

de Fisher, correlación de Spearman.  

El análisis mediante Kaplan-Meier fue usado para la estimación de la 

supervivencia, comparando las distribuciones mediante el test Log-Rank.  

Los estudios de regresión de Cox fueron usados para los análisis univariantes y 

multivariantes y se calcularon los cocientes de riesgos (HR) con un intervalo de confianza 

del 95% y los valores de P.  

Todos los estudios se realizaron bilaterales. Los valores de P < 0,05 fueron 

considerados estadísticamente significativos.  

 

 

  



 

 46 

 

  



 

 47 

 

4. RESULTADOS 
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4.1. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE PD-1, Y PD-L1 E INFILTRACIÓN POR 

TILS EN MUESTRAS TISULARES DE CCECC 

No fue posible analizar la expresión de todos los marcadores en todos los casos 

por problemas con la integridad de las muestras correspondientes a cada caso.  La tinción 

de PD-1 pudo ser evaluada en 319 de los 372 casos; 152 (47,5%) de los 319 casos 

presentaron expresión positiva de PD-1 en las células inmunes estromales (Figura 5).  

 

FIGURA 5: Ejemplos de tinción de PD-1. A: Epitelio amigdalar con tinción 

subepitelial, B: control positivo: tejido linfoide amigdalar, C: tumor con ausencia de 

expresión en células inmunes estromales; D: tumor con expresión en células inmunes 

estromales. Magnificación original 200X. 

 

La tinción de PD-L1 fue evaluable en 349 de los 372 casos; 103 (29,5%) de los 

349 casos presentaron expresión tumoral de PD-L1 (Figura 6). De estos casos, 66 (19%) 

se clasificaron como baja expresión (1-10% de células tumorales con tinción), 18 (5%) 

como expresión intermedia (11-50% de células tumorales con tinción) y 19 casos (5,5%) 

se clasificaron como alta expresión (>50% de células tumorales con tinción) (Figura 7). 



 

 50 

92 casos (26%) mostraron expresión estromal de PD-L1; de estos, 37 casos (11% del total 

de casos) no mostraron expresión en las células tumorales, pero sí en el estroma (Figura 

6). Se halló una correlación significativa entre la expresión tumoral y estromal (células 

inmunes) de PD-L1 (coeficiente de correlación de Spearman = 0,373, P < 0,001). La 

puntuación de la proporción combinada (CPS) de PD-L1 fue positiva en 140 casos (40%). 

 

FIGURA 6: Ejemplos de tinción de PD-L1. A: Epitelio normal sin tinción, B: 

control positivo (placenta), C: tumor con ausencia de expresión, D: tumor con expresión 

en células tumorales y estromales, E: tumor con expresión sólo en células tumorales; F: 

tumor con expresión sólo en células estromales. Magnificación original 200X. 
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FIGURA 7: Ejemplos de CCECC con tinción negativa y positiva para PD-L1.  A: 

Niveles de expresión de PD-L1 negativos (< del 1% de las células), B: bajos (1-10%), C: 

intermedios (11-50%); D: altos (> del 50%). Magnificación original 20X. 

 

 La expresión de PD-1 se correlacionó de forma significativa con PD-L1 TPS 

(coeficiente de correlación de Spearman = 0,373, P < 0,001) y con PD-L1 CPS 

(coeficiente de correlación de Spearman = 0,288, P < 0,001). 

En cuanto al infiltrado inmune, el número de linfocitos T infiltrantes (TILs) CD8+ 

se pudo evaluar en 337 de los 372 casos, mostrando una densidad media de 275 TILs 

CD8+ por mm2 (mediana=182, rango 4-2.670/mm2). El número de TILs FOXP3+ se 

evaluó en 338 de los 372 casos observando una menor infiltración de Tregs que TILs 

CD8+, con una densidad media de 54 por mm2 (mediana=37, rango 0-321/mm2). La ratio 
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media entre TILs CD8+ y FOXP3+ fue 9,4 (mediana 5,1; rango 0,1-129). En la Figura 8 

se muestran ejemplos representativos de una alta y baja infiltración por TILs CD8+ y 

FOXP3+, respectivamente.  

 

 

FIGURA 8: Ejemplos de CCECC con alta (A) y baja (B) infiltración por TILs 

CD8+ y alta (C) y baja (D) infiltración por TILs FOXP3+. Magnificación original 200X. 

 

Se encontró una fuerte correlación positiva entre el número de TILs citotóxicos 

(CD8+) y reguladores (Tregs, FOXP3+) (coeficiente de correlación de Spearman = 0,473, 

P < 0,001). El número de TILs CD8+ y FOXP3+ también se correlacionó con la expresión 

de PD-L1 y fue significativamente mayor en los casos positivos para PD-L1, tanto 

valorado mediante el TPS como el CPS (Figura 9). De forma similar, la infiltración por 

TILs CD8+ y Tregs FOXP3+ también se correlacionaron significativamente con la 



 

 53 

expresión positiva de PD-1 (coeficiente de correlación de Spearman = 0,316, P < 0,001, 

y coeficiente de correlación de Spearman = 0,239, P < 0,001, respectivamente). 

 

 

FIGURA 9: Correlación entre PD-L1 TPS, PD-L1 CPS e infiltración por TILs 

CD8+ (A, B) y Tregs FOXP3+ (C, D). Se muestran los diagramas de cajas con la mediana 

(línea negra) y los valores medios. 

 

La expresión de PD-L1 por CPS y la infiltración por TILs CD8+ se combinaron 

para clasificar el microambiente tumoral en 4 subtipos, de acuerdo con lo descrito por 

Teng y cols110. Tipo I, de respuesta inmune adaptativa, con CPS positiva de PD-L1 y una 

alta infiltración por TILs CD8+. El tipo I se observó en 67 de 335 casos (20%). Tipo II, 

de ignorancia inmune, con CPS negativa de PD-L1 y una baja infiltración por TILs CD8+, 

que se observó en 143 de los 335 casos (43%). Tipo III, de inducción intrínseca, con CPS 
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positiva de PD-L1 y una baja infiltración por TILs CD8+, que se observó en 30 de los 

335 casos (9%). Tipo IV, de tolerancia inmune, con una CPS negativa y una alta 

infiltración por TILs CD8+, que se observó en 95 de los 335 casos (28%). 
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4.2. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE LLT1 EN CÉLULAS TUMORALES Y 

TILS ESTROMALES EN MUESTRAS TISULARES DE CCEO 

La tinción de LLT1 se evaluó en 221 (92%) de 241 casos de CCEO HPV-

negativos. Las muestras con una inadecuada integridad tisular y/o representatividad del 

tumor fueron excluidas de la evaluación. Tampoco se incluyeron en el análisis los casos 

de hipofaringe o laringe por agotamiento de las muestras disponibles en los TMAs. 

Del total de 221 casos evaluables, 190 (86%) casos presentaron expresión positiva de 

LLT1 en las células tumorales: 144 (65%) mostraron expresión débil a moderada y 46 

(21%) mostraron expresión fuerte (Figura 10). El epitelio normal de faringe mostró 

expresión negativa de LLT1, mientras que una expresión fuerte fue observada en TILs 

con una abundancia variable (Figura 11). 

 

FIGURA 10: Expresión inmunohistoquímica de LLT1 en CCEO.  A: Expresión 

de LLT1 negativa en epitelio normal, B: tumor con expresión negativa, C: tumor con 

expresión débil-moderada, D: tumor con expresión fuerte (> del 50%). Magnificación 

original 200X.  
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También se evaluó la expresión estromal de LLT1 en el infiltrado inmune 

intratumoral. La tinción de LLT1 en los TILs pudo ser valorada en 220 muestras de CCEO 

HPV-negativos y se correlacionó con la expresión tumoral de LLT1. En la Figura 11 se 

muestran imágenes representativas de las diferentes puntuaciones de tinción positiva de 

LLT1 en TILs. 8 tumores mostraron ausencia o expresión esporádica de LLT1 en los 

TILs (score 0), 52 expresión media a moderada de LLT1 (score 1), 89 una expresión 

abundante (score 2) y 71 altamente abundante de LLT1 en los TILs (score 3). 

Dicotomizando en alta versus baja expresión, 60 (27%) casos mostraron una baja 

expresión de LLT1 en los TILs y 160 (73%) una alta expresión. La expresión estromal de 

LLT1 en los TILs no se correlacionó con la expresión tumoral de LLT1 (coeficiente de 

correlación de Spearman = 0,033, P = 0,625). 

La expresión tumoral de LLT1 se correlacionaba significativamente con la 

expresión de PD-L1 TPS (coeficiente de correlación de Spearman = 0,144, P = 0,032), 

pero no con la de PD-L1 CPS (coeficiente de Spearman = 0,103, P = 0,127), ni PD-1 

(coeficiente de Spearman = 0,132, P = 0,53), ni tampoco con la infiltración por linfocitos 

T citotóxicos CD8+ (coeficiente de Spearman = 0,03, P = 0,65) o Tregs FOXP3+ 

(coeficiente de Spearman = 0,057, P = 0,4).  

Sin embargo, se encontró una correlación positiva significativa entre la expresión 

estromal de LLT1 en los TILs y la expresión de PD-L1 TPS (coeficiente de Spearman = 

0,168, P = 0,013), PD-L1 CPS (coeficiente de Spearman = 0,229, P = 0,001), PD-1 

(coeficiente de Spearman = 0,178, P = 0,009), así como con la infiltración por TILs CD8+ 

(coeficiente de Spearman = 0,302, P < 0,001) y FOXP3+ (coeficiente de Spearman = 

0,204, P = 0,002). 
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FIGURA 11: Ejemplos representativos de las diferentes densidades de tinción 

estromal de LLT1. A: ausencia de tinción en los TILs, B: tinción de densidad moderada, 

C: densidad abundante; D: densidad altamente abundante. Magnificación original 200X. 
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4.3. CORRELACIONES ENTRE LA EXPRESIÓN DE PD-1, PD-L1, LA 

INFILTRACIÓN POR TILs Y LOS PARÁMETROS CLÍNICO-PATOLÓGICOS 

EN CCECC 

Se analizaron las posibles correlaciones entre la expresión de PD-L1, PD-1 y la 

infiltración por TILs citotóxicos (CD8+) y Tregs (FOXP3+) con los parámetros clínico-

patológicos (Tabla 2). 

La TPS positiva de PD-L1 y la CPS positiva de PD-L1 fueron significativamente 

menos frecuentes en tumores clasificados como pT4 (P = 0,033 y P = 0,04, 

respectivamente) y en tumores en estadio IV (P = 0,017 y P = 0,029, respectivamente). 

La CPS positiva de PD-L1 fue más frecuente en tumores sin recurrencia (P = 0,043). No 

se observaron otras correlaciones entre la expresión de PD-L1 y las características clínico-

patológicas (Tabla 2).  

En paralelo a nuestras observaciones de PD-L1, una alta infiltración por TILs 

CD8+ fue también significativamente menos frecuente en estadio avanzado IV (P = 0,03). 

Una alta infiltración por Tregs FOXP3+ fue significativamente más frecuente en tumores 

de localización laríngea CCEL (P = 0,002), en comparación a CCEO y CCEH. También 

encontramos que era más frecuente una alta infiltración por TILs CD8+ y FOXP3+ en 

tumores no recurrentes, aunque las diferencias no alcanzaron la significación estadística. 

No se observaron otras correlaciones con otros parámetros clínico-patológicos (Tabla 2). 

 

. 
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TABLA 2: Correlación de la expresión de PD-1 y PD-L1 y la infiltración por TILs CD8+ y FOXP3+ con parámetros clínico-patológicos.

Características TPS positivo 

PD-L1 (%) 

P CPS positivo PD-L1 

(%) 

P PD-1 positivo (%) P TILs CD8+ por encima de la 

mediana (%) 

P TILs FOXP3+ por encima 

de la mediana (%) 

P 

Localización 
          

Orofaringe 69/231 (30) 0,94 89/231 (38) 0,46 107/222 (48) 0,56 110/225 (49) 0,84 96/225 (43) 0,02 

Hipofaringe 18/60 (30) 
 

28/59 (47) 
 

23/55 (42) 
 

29/57 (51) 
 

32/57 (56) 
 

Laringe 16/58 (28) 
 

23/58 (40) 
 

22/42 (54) 
 

25/55 (45) 
 

38/56 (68) 
 

Clasificación pT 
          

T1-T2 34/102 (33) 0,033 46/102 (45) 0,04 40/91 (44) 0,77 50/96 (52) 0,45 56/97 (58) 0,44 

T3 42/120 (35) 
 

54/119 (45) 
 

53/110 (48) 
 

59/116 (51) 
 

59/116 (51) 
 

T4 26/127 (20) 
 

39/124 (31) 
 

56/115 (49) 
 

54/122 (44) 
 

50/122 (41) 
 

Clasificación pN 
          

N0 31/90 (34) 0,28 40/90 (44) 0,38 36/78 (46) 0,79 47/87 (54) 0,26 44/88 (50) 0,9 

N1-3 72/259 (28) 
 

100/258 (39) 
 

116/241 (48) 
 

117/250 (47) 
 

122/250 (49) 
 

Estadio 
          

I-II 13/35 (37) 0,017 16/35 (46) 0,029 13/28 (46) 0,079 19/32 (59) 0,03 20/33 (61) 0,15 

III 26/61 (43) 
 

33/61 (54) 
 

25/57 (44) 
 

36/59 (61) 
 

33/59 (56) 
 

IV 64/253 (25) 
 

91/252 (36) 
 

114/234 (49) 
 

109/246 (44) 
 

113/246 (46) 
 

Grado de diferenciación 
          

Bien diferenciado 43/137 (31) 0,47 54/138 (39) 0,7 55/125 (44) 0,35 65/134 8 0,25 58/135 (43) 0,18 

Moderadamente diferenciado 36/139 (26) 
 

54/139 (39) 
 

67/128 (52) 
 

61/138 (44) 
 

75/140 (54) 
 

Pobremente diferenciado 24/73 (33) 
 

32/72 (42) 
 

31/70 (44) 
 

40/71 (56) 
 

37/71 (52) 
 

Recurrencia 
          

No 45/133 (34) 0,18 63/133 (47) 0,043 58/117 (50) 0,64 69/127 (54) 0,11 71/128 (56) 0,07 

Si 58/216 (27) 
 

67/215 (36) 
 

94/202 (46) 
 

95/210 (45) 
 

95/210 (45) 
 

Total 103/349 (29,5) 
 

130/348 (37) 
 

152/319 (47,5) 
 

164/337 (49) 
 

166/338 (49) 
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4.4. CORRELACIONES DE LA EXPRESIÓN TUMORAL Y ESTROMAL DE 

LLT1 EN TILS CON PARÁMETROS CLÍNICO-PATOLÓGICOS EN CCEO

 Como se indicó anteriormente, la expresión de LLT1 sólo se evaluó en el subgrupo 

de 221 pacientes con CCEO VPH-negativos. Las correlaciones con los parámetros 

clínico-patológicos se muestran en la Tabla 3. La expresión positiva de LLT1 en las 

células tumorales era más frecuente en los pacientes con recurrencia tumoral y en 

pacientes muertos por tumor, aunque las diferencias no alcanzaron la significación 

estadística (P = 0,1). No se observaron otras correlaciones de la expresión tumoral de 

LLT1 con las características clínico-patológicas. 

En cuanto a la expresión estromal de LLT1, una alta expresión de LLT1 en los 

TILs se asoció significativamente con una menor tasa de recurrencias tumorales (P = 

0,001) y menor mortalidad por el tumor (P = 0,005), no habiendo asociación con la 

clasificación TNM, estadio ni grado de diferenciación tumoral (Tabla 3). 
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TABLA 3: Correlación de la expresión tumoral y estromal de LLT1 con 

parámetros clínico-patológicos en CCEO VPH-negativos. 

 

Características Expresión positiva 

de LLT1 en células 

tumorales (%) 

P Expresión 

alta de LLT1 

en TILs (%) 

P 

Localización  0,79  1 

Amigdalar 87/102 (85,3%)  75/102 (73%)  

Base de la lengua 103/119 (86,6%)  85/119 (71%)  

Clasificación pT  0,43  0,46 

T1 11/12 (92%)  9/12 (75%)  

T2 43/53 (81%)  42/53 (78%)  

T3 64/77 (83%)  51/77 (66%)  

T4 72/79 (91%)  58/79 (73%)  

Clasificación pN  0,99  0,239 

N0 45/52 (86%)  42/52 (81%)  

N1 24/28 (86%)  23/28 (82%)  

N2 94/110 (85%)  76/110 (69%)  

N3 27/31 (87%)  19/31 (61%)  

Estadio  0,3  0,264 

I 2/2 (100%)  2/2 (100%)  

II 13/18 (72%)  17/18 (94%)  

III 32/38 (84%)  28/38 (74%)  

IV 143/163 (88%)  113/163 (69%)  

Recurrencia tumoral  0,1  0,001 

No 69/85 (81%)  71/85 (83%)  

Si 121/136 (89%)  89/136 (65%)  

Grado de 

diferenciación 

 0,64  0,82 

Bien diferenciado 87/99 (88%)  71/99 (71%)  

Moderadamente dif. 69/83 (83%)  60/83 (72%)  

Pobremente dif. 34/39 (87%)  29/39 (74%)  

Estatus  0,1  0,005 

Vivo 36/48 (75%)  38/48 (79%)  

Muerto por tumor 110/123 (89%)  79/123 (64%)  

Muerto por otra causa 44/50 (88%)  38/50 (76%)  

Total 190/221 (86%)  160/221 (73%)  
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4.5. IMPACTO DE LA EXPRESIÓN DE PD-1 Y PD-L1 E INFILTRACIÓN POR 

TILS EN LA SUPERVIVENCIA DEL CCECC 

Los pacientes con tumores que mostraban una TPS o CPS positiva de PD-L1 

presentaron de forma significativa y concordante una mayor supervivencia específica de 

enfermedad (SEE) y una mayor supervivencia global (SG) (Figura 12). 

FIGURA 12: Supervivencia especifica de enfermedad y supervivencia global de 

acuerdo con TPS (A, B) o CPS (C, D) de PD-L1. 

 

 Aunque la expresión de PD-L1 dicotomizada como positiva versus negativa se 

correlacionó significativamente con una mejor supervivencia de los pacientes, no se 
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encontró una asociación significativa entre los diferentes niveles de expresión tumoral de 

PD-L1 y la supervivencia (P = 0,13 para la SEE y P = 0,24 para la SG; Figura 13).  

 

 

FIGURA 13: Supervivencia especifica de enfermedad (A) y supervivencia global 

(B) en función de los diferentes niveles de expresión de PD-L1 (CPS). 

 

La expresión de PD-1 en las células inmunes no mostró asociación con la 

supervivencia de los pacientes (Figura 14).  

 FIGURA 14: Supervivencia especifica de enfermedad (A) y supervivencia global 

(B) en función de la expresión de PD-1. 
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Respecto a la infiltración por linfocitos T citotóxicos (CD8+) y Tregs (FOXP3+), 

los pacientes con una alta densidad de infiltración por ambos tipos de linfocitos también 

mostraron de forma significativa una mejor SEE y SG (Figura 15). 

FIGURA 15: Supervivencia especifica de enfermedad y supervivencia global de 

acuerdo con la densidad de infiltración por TILs CD8+ (A, B) y TILs FOXP3+ (C, D). 
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La ratio entre los TILs CD8+ y FOXP3+ (usando como punto de corte la mediana 

de esta ratio) no tuvo influencia en el pronóstico (P = 0,84 para la SEE y P = 0,78 para la 

SG). Además, una alta infiltración por TILs CD8+ se asoció significativamente con un 

mejor pronóstico independientemente de los niveles de TILs FOXP3+ (P = 0,009 para la 

SEE y P = 0,007 para la SG; Figura 16).  

 

FIGURA 16: Supervivencia especifica de enfermedad (A) y supervivencia global 

(B) en función de la infiltración por TILs CD8+ en el grupo de pacientes con alta densidad 

de infiltración por TILs FOXP3+. 
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De acuerdo con el fenotipo del microambiente tumoral, el subgrupo de pacientes 

con CCECC clasificado como tipo I (PD-L1 CPS positivo / alta densidad de CD8+) 

mostraron la mayor SEE a 5 años (53%), seguido por el tipo IV (PD-L1 CPS negativo / 

alta densidad de CD8+) con una SEE a 5 años de 48%, el tipo III (PD-L1 CPS positivo / 

baja densidad de CD8+) con una SEE a 5 años de 30 % y por último el tipo II (PD-L1 

CPS negativo / baja densidad de CD8+) con una SEE a 5 años de 26% (P = 0.008; Figura 

17). De acuerdo con estos resultados, los pacientes con una alta infiltración por TILs 

CD8+ presentan claramente un mejor pronóstico independientemente del estatus PD-L1. 

Sin embargo, entre los pacientes con baja infiltración por TILs CD8+, aquellos con una 

expresión positiva de PD-L1 muestran un mejor pronóstico.  

FIGURA 17: Supervivencia especifica de enfermedad (A) y supervivencia global 

(B) en función del tipo de microambiente inmune. 

 

 

 

A B 
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 El análisis multivariante realizado incluyendo la localización del tumor, la 

clasificación pT, la clasificación pN, el grado de diferenciación, el CPS de PD-L1, la 

expresión de PD-1, la densidad de TILs CD8+ y la densidad de TILs FOXP3+, mostró 

que los parámetros asociados de forma independiente con una peor SEE fueron: una 

clasificación pT4 (HR= 1,56, IC 95% = 1,16-2,1, P = 0,003), una clasificación pN+ (HR= 

2,27, IC 95% = 1,51-3,42, P < 0,001) y una baja infiltración por TILs CD8+ (HR= 1,6, 

IC 95% = 1,19-2,16, P = 0,002). Los mismos parámetros fueron asociados de forma 

independiente con una peor SG: una clasificación pT4 (HR= 1,61, IC 95% = 1,24-2,10, 

P = 0,003), una clasificación pN+ (HR= 1,84, IC 95% = 1,33-2,56, P < 0,001) y una baja 

infiltración por TILs CD8+ (HR= 1,45, IC 95% = 1,12-1,89, P = 0,005). 

 El impacto del perfil inmune en el curso de la enfermedad también fue analizado 

por separado en cada sitio anatómico (Tabla 4). El CPS positivo para PD-L1 se asoció 

con una mejor SEE y SG en orofaringe, hipofaringe y laringe, aunque las diferencias solo 

fueron significativas en la orofaringe, probablemente debido al bajo número de casos en 

las otras localizaciones. Una alta infiltración por TILs CD8+ se asociaba con una mejor 

SEE y SG en todas las localizaciones, siendo las diferencias estadísticamente 

significativas en orofaringe e hipofaringe. Una alta infiltración por TILs FOXP3+ 

también se asoció con una mejor SEE y SG en todas las localizaciones, si bien no alcanzó 

significación estadística. En contraste, la expresión positiva de PD-1 se asociaba con una 

mejor SEE y SG en orofaringe (aunque no estadísticamente significativa) y con una peor 

SEE y SG en hipofaringe y laringe, aunque las diferencias sólo fueron significativas en 

el subgrupo de hipofaringe. 
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TABLA 4: Supervivencia específica de enfermedad (SEE) y supervivencia global 

(SG) a 5 años, según la expresión de PD-L1 y PD-1 e infiltración por TILs CD8+ y 

FOXP3+ en las diferentes localizaciones. 

HR: razón de riesgos 

 

 

  

 Orofaringe  Hipofaringe  Laringe  

 SEE SG SEE SG SEE SG 

CPS PD-L1       

Positivo 40% 29% 35% 27% 65% 58% 

Negativo 34% 22% 18% 16% 41% 36% 

HR (IC 95%) 0,67 (0,46-0,97) 0,71 (0,52-0,98) 0,87 (0,46-1,6) 0,81 (0,45-1,45) 0,44 (0,19-1,02) 0,49 (0,23-1,04) 

P 0,035 0,038 0,66 0,48 0,056 0,06 

Expresión PD-1       

Positivo 39% 29% 18% 16% 39% 36% 

Negativo 31% 20% 25% 21% 51% 45% 

HR (IC 95%) 0,72 (0,5-1,02) 0,75 (0,55-1,02) 1,89 (1,02-3,5) 1,59 (0,87-2,87) 1,2 (0,5-2,85) 1.15 (0,5-2,63) 

P 0,07 0,07 0,04 0,13 0,68 0,73 

TILs CD8+       

Alto 44% 31% 43% 34% 59% 54% 

Bajo 28% 17% 10% 10% 42% 33% 

HR (IC 95%) 0,62 (0,43-0,88) 0,67 (0,49-0,91) 0,49 (0,26-0,92) 0,57 (0,31-1,04) 0,74 (0,34-1,62) 0,72 (0,35-1,58) 

P 0,008 0,011 0,027 0,06 0,46 0,38 

TILs FOXP3+       

Alto 40% 26% 35% 32% 57% 45% 

Bajo 32% 24% 14% 11% 42% 40% 

HR (IC 95%) 0,72 (0,5-1,02) 0,78 (0,57-1,05) 0,63 (0,34-1,16) 0,63 (0,35-1,11) 0,64 (0,29-1,42) 0,87 (0,41-1,84) 

P 0,068 0,11 0,14 0,11 0,28 0,72 
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4.6. CORRELACIÓN DE LA EXPRESIÓN TUMORAL Y ESTROMAL DE LLT1 

CON LA SUPERVIVENCIA EN PACIENTES CON CCEO 

Los pacientes con expresión tumoral de LLT1 mostraron significativamente una 

peor SEE (P = 0,049, test log-rank) y peor SG (P = 0,036, test log-rank) (Figura 18). No 

se hallaron diferencias significativas entre los diferentes niveles de expresión de LLT1 

(Figura 19). 

 

FIGURA 18: Supervivencia específica de enfermedad (A) y global (B) en función 

de la expresión de LLT1 en las células tumorales 

 

FIGURA 19: Supervivencia específica de enfermedad (A) y global (B) en función 

de los diferentes niveles de expresión tumoral de LLT1, valores 0, 1 y 2. 
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En cuanto a la expresión estromal de LLT1, los pacientes con tumores con una 

alta infiltración por TILs LLT1+ mostraron de forma significativa una mayor SEE (P < 

0,001, test log-rank) y una mayor SG (P = 0,007, test log-rank) (Figura 20).  

 

FIGURA 20: Supervivencia específica de enfermedad (A) y global (B) en función 

de la infiltración por linfocitos positivos para LLT1 (LLT1 IC). 

 

El siguiente paso fue evaluar el impacto en el pronóstico de la combinación de la 

expresión tumoral de LLT1 y la expresión estromal de LLT1 en los TILs. Los pacientes 

con tumores con una expresión negativa de LLT1 y alta infiltración por TILs LLT1+ 

(LLT1tum-/LLT1 IC alto) mostraron el mejor pronóstico, mientras aquellos que 

mostraron una expresión positiva de LLT1 y baja infiltración por TILs LLT1+ 

(LLT1tum+/LLT1 IC bajo) mostraron el peor pronóstico, y otras combinaciones 

mostraron cifras intermedias de supervivencia (P < 0,001 para SEE y P = 0,003 para SG, 

test log-rank) (Figura 21). 
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FIGURA 21: Supervivencia específica para enfermedad (A) y supervivencia 

global (B) en función de la expresión combinada de LLT1 en las células tumorales y la 

infiltración por linfocitos LLT1 positivos (LLT1 IC). 

 

El análisis multivariante de Cox incluyendo la clasificación pT (T1-T2 vs T3-T4), 

la clasificación pN (N0 vs N+), el grado de diferenciación, la expresión tumoral de LLT1 

(positiva vs negativa) y la infiltración por TILs LLT1+ (baja vs alta) mostró que los 

parámetros independientes asociados con una peor SEE fueron la clasificación T3-T4 

(HR = 1,56, 95% CI =  1,04–2,33, P =  0,029), la clasificación N+ (HR =  2,08, 95% CI 

=  1,28–3,37, P = 0,003), la expresión tumoral positiva de LLT1 (HR =  1,79, 95% CI =  

1,01–3,19, P = 0,04), y una baja infiltración por TILs LLT1+ (HR =  1,75, 95% CI =  

1,21–2,53, P =  0,003). De forma análoga, los parámetros independientemente asociados 

con una peor SG fueron: la clasificación T3-T4 (HR = 1,51, 95% CI = 1,07–2,11, P = 

0,017), la clasificación N+ (HR = 1,68, 95% CI = 1,15–2,46, P = 0,007), y una baja 

infiltración por TILs LLT1+ (HR = 1,45, 95% CI = 1,03–2,03, P = 0.031). 
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5. DISCUSIÓN 
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En nuestro estudio hemos seleccionado una amplia serie homogénea de pacientes 

con CCECC tratados quirúrgicamente y con estatus VPH negativo para darle mayor 

consistencia a los resultados. En esta serie hemos realizado un análisis de la expresión de 

PD-L1 tanto tumoral como en las células inmunes estromales usando puntos de corte 

recomendados por las guías recientes32, y hemos tenido en cuenta la relación entre la 

expresión de PD-L1, PD-1 y la presencia de TILs citotóxicos y reguladores en el 

microambiente tumoral. Además, analizamos el impacto en el pronóstico de la 

combinación de la expresión de PD-L1 junto con la infiltración por TILs en los CCECC, 

según lo descrito en otras localizaciones110. Esto nos ha permitido establecer robustas 

conclusiones sobre el valor pronóstico de estos marcadores. 

Por otro lado, en esta tesis hemos evaluado por primera vez la expresión tumoral 

y estromal de LLT1 en el tumor y los TILs, respectivamente. Se ha seleccionado una 

cohorte homogénea de 249 pacientes con CCEO tratados quirúrgicamente y con estatus 

VPH negativo y analizado su posible impacto pronóstico y relevancia clínica.  

El presente estudio reúne una serie de características destacables tales como una 

adecuada selección de casos evitando la influencia de variables no contraladas (estatus 

VPH, sitio del tumor primario y diferentes regímenes de tratamiento), un amplio tamaño 

muestral y el análisis combinado de varios componentes clave del microambiente tumoral 

en el contexto del CCECC, como la expresión de PD-1 y PD-L1, la expresión tumoral y 

estromal de LLT1, junto con la infiltración por TILs CD8+ y FoxP3. Sin embargo, este 

estudio también tiene algunas limitaciones. Primero, existen sesgos potenciales debido a 

la naturaleza retrospectiva del estudio. Segundo, hemos usado TMAs y dado que la 

expresión de PD-L1, PD-1 y LLT1 y la infiltración por TILs es heterogénea, nuestra 

valoración de las tres áreas representativas puede no reflejar la situación del tumor en su 

totalidad. Sin embargo, hemos observado que la expresión fue altamente concordante 
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entre las tres áreas seleccionadas y evaluadas para cada tumor. Incluso en casos de análisis 

de secciones histológicas diagnósticas, esta heterogeneidad puede influir también en la 

puntuación. Tercero, este estudio se realizó en un único centro. Y cuarto, ayudaría a la 

robustez de nuestro estudio realizar un análisis en paralelo en una segunda cohorte 

independiente como grupo de validación de la hipótesis generada.  
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5.1. RELACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE PD-1 Y PD-L1 CON LA 

SUPERVIVENCIA EN CCECC 

La expresión de PD-L1 por las células tumorales ha sido identificada como un 

mecanismo de evasión del sistema inmune124. Algunos artículos han identificado la 

expresión de PD-L1 como factor pronóstico negativo en algunos tipos de cáncer, mientras 

que otros lo han relacionado con un mejor pronóstico125, 126. De forma análoga, en el 

contexto de los CCECC ocurre algo similar, con dos meta-análisis que no han podido 

demostrar una clara asociación de la expresión de PD-L1 con el pronóstico115,116. De esta 

forma, se han obtenido resultados diferentes de la expresión de PD-L1 en relación con el 

impacto, tanto positivo como negativo. Estas discrepancias pueden ser atribuidas a 

diferencias metodológicas como el uso de diferentes anticuerpos, puntos de corte 

variables de la positividad de PD-L1, diferentes sistemas de puntuación aplicados 

(incluyendo o no a las células inmunes) y la inclusión en los estudios de cohortes 

heterogéneas de pacientes con diferente estatus VPH y diferentes tratamientos. Además, 

esta variabilidad pronóstica podría reflejar también un alto nivel de complejidad y 

heterogeneidad de la comunicación entre el tumor y el estroma, y las interacciones entre 

la expresión tumoral de PD-L1 y otras células inmunes del microambiente tumoral. 

Teniendo todo esto en cuenta, en nuestra serie hemos observado que una expresión 

positiva de PD-L1 (especialmente empleando la cuantificación mediante CPS) se 

asociaba con mejores cifras de supervivencia entre los pacientes tratados quirúrgicamente 

de un CCECC. Esta asociación fue consistentemente observada en todas las 

localizaciones, aunque solo alcanzó significación estadística en la orofaringe, 

probablemente debido a un menor tamaño muestral en la hipofaringe y laringe.  

La expresión de PD-1 en las células T tiene una función inhibidora frente a los 

linfocitos T efectores y la expresión de PD-1 está aumentada en linfocitos T exhaustos, 
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sugiriendo un valor pronóstico negativo. Sin embargo, la expresión positiva de PD-1 no 

se correlacionó con un peor pronóstico en nuestra cohorte de pacientes. De hecho, en 

otros estudios de CCECC se ha encontrado una relación entre una alta expresión de PD-

1 en células inmunes, con un mejor pronóstico127,128,129. Para explicar este mejor 

pronóstico de una alta expresión de PD-1, los autores sugieren que el incremento de la 

expresión de PD-1 puede aumentar en el contexto de una estimulación inmune específica 

de antígenos.  
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5.2. RELACIÓN DE LA INFILTRACIÓN POR TILS CON LA SUPERVIVENCIA 

EN CCECC 

Schneider et al.127 analizaron la expresión de PD-L1 y PD-1 en TILs en una serie 

de pacientes tratados quirúrgicamente de un CCECC. Estos autores mostraron que la 

expresión de PD-L1 en el total de la serie no se correlacionó con la supervivencia, aunque 

se apreció una tendencia a un mejor pronóstico entre los casos con expresión positiva, tal 

como muestran los resultados de este trabajo. En cambio, encontraron que la expresión 

de PD-L1 se asociaba con un peor pronóstico en el subgrupo de pacientes con carcinoma 

oral, sugiriendo una influencia del sitio del tumor con la significación pronóstica de PD-

L1. Altos niveles de TILs PD-1 positivos se asociaban con un mejor pronóstico en este 

estudio, aunque esto puede reflejar una mayor infiltración general/global por TILs. En 

relación con esto, una alta densidad de TILs, tanto citotóxicos (CD8+) como Tregs 

(FOXP3+), también estaba asociada con una mayor supervivencia en nuestro estudio. Sin 

embargo, los análisis multivariantes mostraron que el único parámetro inmunológico 

independiente asociado significativamente con una mejor SEE y SG fue una mayor 

densidad de TILs CD8+. Los linfocitos T CD8+ son predominantemente linfocitos T 

citotóxicos, elemento crucial del sistema inmune celular que es esencial en las respuestas 

inmunes antitumorales mediadas por células. 

De Ruiter y cols.75 en un reciente meta-análisis correlacionaron de forma 

consistente una alta infiltración por linfocitos T CD8+ con un mejor pronóstico en los 

CCECC. Además, casi todos los estudios que evalúan el valor pronóstico de TILs CD8+ 

describen una asociación entre una elevada densidad de células T CD8+ y un mejor 

pronóstico en pacientes con CCECC, independientemente del estatus VPH. 
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5.3. RELACIÓN DE LA COMBINACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE PD-L1 E 

INFILTRACIÓN POR TILS CON LA SUPERVIVENCIA EN CCECC 

Nuestros resultados muestran que la expresión positiva de PD-L1 (cuantificada 

tanto mediante TPS como CPS) y una alta densidad de TILs FoxP3+ se correlacionaba 

fuertemente con una alta densidad de TILs CD8+. Esto puede ser la posible explicación 

a la asociación observada de estos dos parámetros (PD-L1 e infiltración por TILs FoxP3+) 

con una mayor supervivencia, tal como se aprecia en los análisis univariantes.    

Nuestros hallazgos son consistentes con varios estudios en CCECC123,130 y en 

otras localizaciones tumorales131,132,133 que muestran la asociación de la expresión de PD-

L1 con niveles aumentados de la infiltración por TILs y un mejor pronóstico de los 

pacientes. De esta forma, la expresión de PD-L1 puede ser un marcador subrogado de 

respuestas inmunes antitumorales, explicando así la asociación poco esperada con un 

mejor pronóstico en algunos tumores. 

PD-L1 no se expresa generalmente en tejidos normales, pero las citoquinas 

inflamatorias, particularmente el IFN-γ, pueden aumentar su expresión en diferentes tipos 

celulares, incluyendo las células tumorales. Esto indica que los tumores pueden aumentar 

la expresión de PD-L1 en respuesta a la liberación de IFN-γ por TILs como un mecanismo 

de resistencia inmune adaptativo para suprimir la función local de los linfocitos T, 

sugiriendo que la inmunovigilancia existe incluso en estadios avanzados del cáncer106,110. 

Sin embargo, PD-L1 también puede ser constitutivamente expresado en tumores sin TILs 

a través de vías intrínsecas oncogénicas134.  

Basado en la combinación de la expresión de PD-L1 y la densidad de TILs, se ha 

propuesto una clasificación de los tumores en cuatro grupos110. El tipo I está caracterizado 

por la positividad de PD-L1 con una alta densidad de TILs llevando a una resistencia 

inmune adaptativa; los pacientes de tipo I es más probable que se puedan beneficiar de 
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inmunoterapia con el bloqueo PD-1/PD-L1. El tipo II tiene una expresión negativa de 

PD-L1 con una ausencia de TILs indicando ignorancia inmune. El tipo III tiene expresión 

positiva de PD-L1 con una ausencia de TILs indicando inducción de PD-L1 por vías 

oncogénicas intrínsecas. Y el tipo IV está caracterizado por una expresión negativa de 

PD-L1 con una alta densidad de TILs indicando tolerancia inmune, y en este caso la 

supresión de la inmunidad se supone controlada por otros supresores en lugar del eje PD-

1/PD-L1. En el melanoma humano (donde estos datos están más avanzados), el tipo I 

(38%) y el tipo II (41%) son los predominantes en el tumor, con el tipo I teniendo el mejor 

pronóstico110. El uso de esta clasificación no está disponible en la mayoría de los tumores, 

pero Teng y cols.110 no consideran que el microambiente de tipo I sea tan prevalente como 

en el observado en el melanoma. De acuerdo con esto, en nuestro estudio sólo un 20% de 

los pacientes fueron clasificados en el tipo I, cifras comparables a otros dos estudios en 

CCECC123,130, donde se describen entre el 14 y 20% de tumores de tipo I. 

Dado que una alta infiltración por linfocitos T CD8+ refleja una respuesta inmune 

y ha sido asociada con un mejor pronóstico75, los tumores de tipo I y IV se espera que 

tengan mejor pronóstico, mientras que los tipos II y III tendrían un peor pronóstico. En 

nuestro estudio, los grupos de pacientes con un tumor de tipo I o IV mostraron 

significativamente una mejor SEE y SG que los pacientes con tumores de tipo II o III. 

Las mejores cifras de supervivencia fueron observadas en el tipo I, mientras que las 

peores en el tipo II. Resultados similares se observaron en el meta-análisis realizado por 

Yang y cols.116 combinando la expresión de PD-L1 con la densidad de TILs CD8+ en 

aquellos trabajos que incluían ambos datos123,130,135. Nuestro trabajo está en concordancia 

con dos de estos estudios123,130, que muestran una correlación positiva entre la expresión 

de PD-L1 y densidad de TILs CD8+ y un mejor pronóstico para la expresión positiva de 

PD-L1, una alta densidad de TILs CD8+ y un microambiente tumoral de tipo I. Cabe 
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mencionar que dos de estos estudios, como en nuestra serie, solamente incluyen pacientes 

con tumor de orofaringe130 o predominantemente localizados en orofaringe123, y en uno 

de ellos123 con el mismo tratamiento (cirugía). Hay que destacar que dos de estos estudios 

previos incluyen una proporción significativa de pacientes VPH positivo (19% y 37%) y 

ninguno incluye tumores laríngeos, que constituyen importantes diferencias respecto al 

diseño de nuestro estudio. El otro estudio135 también describe una correlación positiva 

entre la expresión de PD-L1 y TILs CD8+, aunque ni la expresión positiva de PD-L1 o 

el microambiente tumoral de tipo I fueron asociados con un mejor pronóstico. De forma 

notoria, este estudio incluye tumores de hipofaringe tratados con quimioterapia de 

inducción. En otro estudio reciente de carcinomas de hipofaringe tratados 

quirúrgicamente también se observó una correlación positiva entre la expresión de PD-

L1 y TILs CD8+ y un mejor pronóstico si hay una alta densidad de TILs CD8+ y un 

microambiente tumoral de tipo I, pero no para la expresión de PD-L1136. De nuevo, parece 

que la localización del tumor y el tipo de tratamiento puede influir en el valor pronóstico 

de estos parámetros.  

De acuerdo con nuestros hallazgos, una alta infiltración por TILs FOXP3+ 

también predice un mejor pronóstico. Este hallazgo ha sido descrito previamente en 

CCECC75,137 y en otras localizaciones137. Resulta un tanto inesperada una asociación 

entre la presencia de linfocitos T inmunosupresores en el microambiente tumoral con un 

mejor pronóstico. No obstante, hemos observado una fuerte correlación entre la 

infiltración tanto por TILs CD8+ como Tregs FOXP3+, y ambos fueron asociados de una 

forma consistente con un mejor pronóstico en los análisis univariantes. En cambio, el 

valor pronóstico de los TILs FoxP3+ se pierde en el análisis multivariante sugiriendo que 

esta asociación con un mejor pronóstico pueda ser indirecta, debido a la correlación con 

TILs CD8+. Otros estudios también sugieren que el número de TILs FOXP3+ puede 
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reflejar el número total de linfocitos T presentes en el tumor136,138. Nuestra hipótesis es 

que el efecto beneficioso de los TILs CD8+ supera al efecto inmunosupresor de los TILs 

FOXP3+. Para investigar este potencial fenómeno, se podría usar la ratio CD8+/FOXP3+. 

Así una alta ratio (reflejo de un predominio de TILs CD8+) se ha asociado con un mejor 

pronóstico en diferentes tipos de tumor139. Pocos estudios previos han evaluado esta ratio 

en CCECC52,80, hallando una asociación con un mejor pronóstico. En nuestro estudio, no 

hemos observado evidencias de asociación entre la ratio CD8+/FOXP3+ y la 

supervivencia. Por ello, el valor pronóstico de CD8+/FOXP3+ en CCECC debería ser 

clarificado y validado en estudios adicionales en amplias cohortes independientes.  
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5.4. RELACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LLT1 CON LA SUPERVIVENCIA EN 

CCEO 

Como se ha comentado anteriormente, existen diferentes mecanismos de evasión 

inmune tumoral en CCECC, y varios puntos de control inmune han sido identificados y 

están sobreexpresados en el microambiente tumoral induciendo el agotamiento de los 

linfocitos T efectores, siendo el eje PD-1/PD-L1 antes discutido el más ampliamente 

estudiado41,140. En marcado contraste, pocos estudios han investigado el rol del eje de 

control inmune inhibidor LLT1/NKRP1 (CD161). En un reciente estudio de metadatos 

sobre 18.000 tumores de 39 localizaciones, Gentles y cols.120 han identificado la 

expresión de KLRB1 (que codifica CD161) como el marcador pronóstico más favorable, 

indicando la presencia de una firma favorable de linfocitos T como marcador de 

características inmunes innatas. De acuerdo con estos resultados, en un meta-análisis de 

730 perfiles de transcriptómica disponibles de cáncer de pulmón, Braud y cols.141 

encontraron una asociación positiva entre la expresión génica de CLEC2D (que codifica 

LLT1) y KLRB1 (que codifica CD161) con un pronóstico favorable. De forma interesante, 

en este artículo, la expresión de LLT1 estaba restringida a células inmunes dentro del 

tejido tumoral de cáncer de pulmón no microcítico. Además, Matthew y cols.142 

describieron una sobreexpresión de LLT1 en carcinomas de próstata y líneas celulares 

derivadas. Además, la disrupción de la interacción de LLT1 con NKRP1 usando un 

anticuerpo bloqueante incrementaba la citotoxicidad mediada por NK en líneas celulares 

de cáncer de próstata. En conjunto, estos datos sugieren un papel importante del eje 

LLT1-NKRP1A en la evasión inmune, y cómo la expresión de LLT1 en el cáncer de 

próstata podría contribuir a la inhibición de la actividad citolítica mediada por las células 

NK. De forma similar, Marrufo y cols.143 detectaron la expresión de LLT1 en líneas 

celulares de cáncer de mama triple negativo y demostraron que el bloqueo del complejo 
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LLT1-NKRP1 usando anticuerpos bloqueantes o inhibiendo la expresión de LLT1 

potenció la lisis de las células cancerosas mediada por las células NK. En base de estos 

hallazgos, la interacción LLT1-NKRP1A ha sido propuesta como una estrategia novedosa 

y nueva diana de inmunoterapia para tratar el cáncer de mama triple negativo y el cáncer 

de próstata144.  

En consonancia con estos estudios, nuestros resultados demuestran por primera 

vez que la expresión de LLT1 se detecta en un alto porcentaje de las muestras de CCEO. 

Aún más importante, la expresión positiva de LLT1 en las células tumorales se revela 

como un predictor independiente de mal pronóstico en pacientes con CCEO, lo que 

sugiere un posible efecto inmunosupresor de la expresión de LLT1. Estos hallazgos están 

en línea con nuestras observaciones previas en carcinomas cutáneos escamosos, donde la 

expresión de LLT1 fue un predictor significativo de riesgo de metástasis nodal y una SEE 

reducida145. Estos datos indican por tanto que el valor pronóstico de la expresión de LLT1 

puede variar en función del tipo histológico, siendo desfavorable en carcinomas 

escamosos. Además, nuestro estudio también muestra evidencias del rol de la expresión 

LLT1 en el infiltrado inmune tumoral. Así, encontramos que una alta densidad de TILs 

LLT1 positivos se asociaba significativa e independientemente con un mejor pronóstico, 

si bien la expresión tumoral de LLT1 se asociaba con peor pronóstico. Estos resultados 

son similares a los descritos en el carcinoma de pulmón no microcítico141, indicando que 

la expresión de LLT1 en el infiltrado inmune intratumoral puede conferir un pronóstico 

favorable en diferentes tipos de tumor. Es posible que esta expresión elevada de LLT1 en 

el infiltrado inmune sea un reflejo de una alta infiltración por linfocitos NK, en los que 

se expresa, y de ahí su asociación con un mejor pronóstico. De hecho, en nuestra serie de 

CCEO se observó una fuerte correlación entre la densidad de linfocitos CD8+ y FOXP3+ 
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y la expresión de LLT1 en el infiltrado inmune, lo cual probablemente refleja una alta 

densidad de infiltrado linfocitario en general. 
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6. CONCLUSIONES 
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1. Una alta infiltración por TILs, en particular por linfocitos T CD8+, se asocia con un 

mejor pronóstico en pacientes tratados quirúrgicamente de un CCECC VPH negativo. 

2. La expresión positiva de PD-L1 en pacientes con CCECC VPH negativo se asocia con 

un mejor pronóstico. Esta asociación puede ser indirecta debida a la fuerte correlación 

positiva de PD-L1 con una mayor densidad de TILs CD8+. 

3. La combinación de la expresión positiva de PD-L1 y una alta infiltración por TILs 

CD8+ (microambiente inmune tipo I) confiere el pronóstico más favorable en pacientes 

tratados quirúrgicamente de un CCECC VPH negativo, mientras que la combinación de 

la expresión negativa de PD-L1 y ausencia de TILs (microambiente inmune tipo II) 

confiere la peor supervivencia. 

4. La expresión tumoral de LLT1 se detecta frecuentemente en pacientes con CCEO HPV 

negativo y emerge como un predictor independiente de mal pronóstico. 

5. Una alta densidad de TILs LLT1 positivos se asocia independientemente con un mejor 

pronóstico en pacientes tratados quirúrgicamente de un CCEO HPV negativo. 
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