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Resumen

Introduccion y objetivos. El diagnostico de la patologia del seno
maxilar es a menudo complejo y debe incluir el estudio clinico
radioldgico (CRS) y el andlisis histopatolégico. La evaluacion
mediante tomografias computerizadas es un método complementario
rutinario, pero no tanto la valoracion tridimensional de los senos
patoldgicos. A nivel histopatologico, es clave diferenciar entre
lesiones benignas y malignas, pero dentro de cada una de ellas, existen
variedades sobre todo tumorales que precisan  técnicas
inmunohistoquimicas especificas para llegar a un diagndstico de
precision. La nestina es una proteina de filamento intermedio que esta
involucrada en el fendmeno de la transicion epitelio mesenquimal
(EMT), es abundante en celulas progenitoras derivadas de células
madre embrionarias y la cual puede ser util en el diagndstico
diferencial de algunas estirpes tumorales y estar involucrada en la
supervivencia de los pacientes. Los objetivos de esta tesis doctoral
son: 1) Describir los hallazgos y caracteristicas clinico-patoldgicas de
214 lesiones del seno maxilar, obtenidas sucesivamente en un solo
centro médico durante los ultimos 10 afios; 2) Determinar la

sensibilidad y especificidad para el diagnostico de lesiones malignas
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basado exclusivamente en el CRS; 3)Obtener el area y los volimenes
de los senos maxilares en pacientes afectados por patologia sinusal
clinicamente unilateral y comparar los resultados con los
contralaterales sanos; 4) Determinar la importancia de las medidas
volumeétricas al evaluar el porcentaje de obliteracion de los senos
maxilares; 5) Investigar la importancia clinica de la expresion
inmunohistoquimica de nestina en lesiones del area de la cabeza y el
cuello; 6) Estudiar el papel de la nestina en la supervivencia y

recurrencia del paciente.

Material y métodos. Se trata de un estudio clinico observacional
retrospectivo unicéntrico de 214 pacientes que asistieron al Complejo
Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela (CHUS) con
patologias sinusales clinicamente unilaterales durante el periodo 2009-
2019. Se obtuvieron medidas lineales (mm), de area (mm?) y volumen
(mm?®) tomadas de imagenes de tomografia computarizada de haz
conico (CBCT) del seno afectado, asi como de los contralaterales. Se
realiz6 estudio histopatolégico utilizando hematoxilina / eosina y
tinciones PAS o Groccot. Las lesiones se clasificaron en inespecificas,
sinusitis, polipos, papiloma invertido, sinusitis flngica, quistes,
mucocele y otras lesiones. Se incluyé un grupo de 39 tumores de
cabeza y cuello para estudio inmunohistoquimico con nestina. Se
realizd estadistica descriptiva (media, desviacion estandar, porcentaje,
intervalos de confianza (IC)), analitica, curvas supervivencia, curvas

ROC (receptor operativo de caracteristica) y regresion logistica
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utilizando el programa SPSS version 24.0 (IBM, Statistics, Armonk,
NY, USA)

Resultados. La muestra general estuvo formada por 133 hombres
(62,1%) y 81 mujeres (37,9%), con una edad media de 46,9 afios (DE
=18,8). En cuanto a frecuencia, la patologia méas frecuente fue la
sinusitis inespecifica (44,4%), seguida de los polipos (18,2%),
tumores malignos (9,8%), papiloma invertido (7,5%), sinusitis fungica
(4,7%), quistes (3,7%), tumores benignos (2,3%), mucocele (2,3%) y
otras lesiones (1,9%). Los quistes y los tumores benignos se
diagnosticaron antes que los malignos, los tumores (65,2 afios (DE =
16,1)) fueron los maés tardiamente diagnosticados (p <0,001). El
diagnostico de malignidad basado solo en el CRS, obtuvo unos indices
de diagndstico de 71,4% de sensibilidad y 97,9% de especificidad, con
un valor de Kappa de 0,68 (p <0,001). Para el estudio tridimensional
se midieron un total de 100 senos nasales en 50 pacientes (28 hombres
y 22 mujeres) con una edad de 43,6 afios (DE = 18,3), 50 senos
patoldgicos y 50 contralaterales sanos. El volumen tridimensional de
ocupacion de los senos afectados fue de 97,1 mm? (62,5%) vs.40,6
mm?3 (22,8%) en los sanos (p <0,0001). La anchura medial-lateral del
seno en el plano frontal fue significativamente mayor en el grupo de
quistes (32,4 mm, IC: 23-41,8 mm; p<0.001).

11
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La expresion de nestina se categoriz6 en grados, negativo para 55
(62,5%) casos, grado 1 en 10 casos (11,4%), grado 2 en 12 casos
(13,6%) y grado 3 en 11 casos (12,5%). ElI 100% de los adenomas
pleomorficos fueron positivos para nestina con intensidad de grado 3,
el 100% de los polipos y papilomas invertidos fueron negativos (p
<0,001). La estimacién mas baja de supervivencia libre de enfermedad
(DFS) fue para la expresion de grado 1, con 50 meses, (1C:95% 13,3-
23,9 meses) y la méas alta para la expresion de grado 3, 167,9 meses
(IC: 95% 32,1-105 meses; Log-Rank = 14,846, p = 0,002). Las curvas
ROC revelaron que la positividad para nestina (+/-) en relacion a la
malignidad, present6 una sensibilidad del 50,98%, una especificidad
del 81,08%, con un area bajo la curva de 0,667 (p = 0,009).

Conclusiones. La patologia del seno maxilar es muy variada con
repercusion terapéutica y pronostica. EI CRS es a veces insuficiente y
la confirmacion histopatoldgica es fundamental. En términos médicos,
el porcentaje global de ocupacidon determinado mediante el método
manual clasico no difiere del porcentaje tridimensional calculado
utilizando softwares complejos especificos. La nestina podria ser un
marcador util para detectar la presencia de células madre en tumores
de cabeza y cuello que tienen un papel en la iniciacion y progresion

del tumor.

12



13



ANTIAG(
OMPOSTELA




Resumo

Introducion e obxectivos. O diagnostico da patoloxia do seo maxilar
adoita ser complexo e debe incluir estudo radioloxico clinico (CRS) e
analise histopatoloxica. A avaliacion mediante tomografia
computarizada € un método complementario rutinario, pero non tanto
a avaliacion tridimensional dos seos patoloxicos. A nivel
histopatoldxico é fundamental diferenciar as lesions benignas das
malignas, pero dentro de cada unha delas existen variedades,
especialmente tumorais, que precisan de técnicas
inmunohistoquimicas especificas para chegar a un diagnostico de
precision. A nestina é unha proteina de filamento intermedio que esta
implicada no fendmeno da transicién epitelial mesenquimatosa
(EMT), é abundante en células proxenitoras derivadas de células nai
embrionarias e que pode ser Gtil no diagndstico diferencial dalgunhas
lifas tumorais e estar implicada na supervivencia do paciente. . Os
obxectivos desta tese doutoral son: 1) Describir os achados e as
caracteristicas clinico-patoloxicas de 214 lesions do seo maxilar,
obtidas sucesivamente nun unico centro medico durante os ultimos 10
anos; 2) Determinar a sensibilidade e especificidade para o

diagnostico de lesions malignas baseandose exclusivamente no CRS;
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3) Obter a &rea e volumes dos seos maxilares en pacientes afectados
por enfermidade sinusal clinicamente unilateral e comparar o0s
resultados cos contralaterais sans; 4) Determinar a importancia das
medicions volumeétricas & hora de avaliar a porcentaxe de obliteracién
dos seos maxilares; 5) Investigar a importancia clinica da expresion
inmunohistoquimica da nestina nas lesions da zona da cabeza e do
pescozo; 6) Estudar o papel da nestina na supervivencia e recorrencia

do paciente.

Material e métodos. Tratase dun estudo clinico observacional
retrospectivo monocéntrico de 214 pacientes que acudiron ao
Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela
(CHUS) con patoloxias sinusal clinicamente unilaterais durante o
periodo 2009-2019. As medicions lineais (mm), a area (mm?) e o
volume (mm?®) obtivéronse a partir de imaxes de tomografia
computarizada de feixe cénico (CBCT) do seo afectado, asi como das
contralaterais. O estudo histopatoléxico realizouse mediante tinciéns
de hematoxilina/eosina e PAS ou Groccot. As lesions clasificaronse
como inespecificas, sinusite, polipos, papiloma invertido, sinusite
fangica, quistes, mucocele e outras lesions. Incluiuse un grupo de 39
tumores de cabeza e pescozo para o estudo inmunohistoquimico con
nestina. As estatisticas descritivas (media, desviacion estandar,
porcentaxe, intervalos de confianza (IC)), analiticas, curvas de

supervivencia, curvas ROC (caracteristica de funcionamento do
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receptor) e regresion loxistica realizdronse mediante o programa SPSS
version 24.0 (IBM, Statistics, Armonk, NY, USA).

Resultados. A mostra xeral estaba formada por 133 homes (62,1%) e
81 mulleres (37,9%), cunha idade media de 46,9 anos (DE = 18,8). En
canto & frecuencia, a patoloxia mais frecuente foi a sinusite
inespecifica (44,4%), sequida de pdlipos (18,2%), tumores malignos
(9,8%), papiloma invertido (7,5%), sinusite fangica (4,7%), quistes
(3,7%), tumores benignos (2,3%), mucocele (2,3%) e outras lesions
(1,9%). Os quistes e tumores benignos foron diagnosticados antes que
os malignos, os tumores (65,2 anos (DE = 16,1)) foron os que mais
tarde se diagnosticaron (p <0,001). O diagndstico de malignidade
baseado s6 no CRS obtivo indices diagndsticos de 71,4% de
sensibilidade e 97,9% de especificidade, cun valor Kappa de 0,68 (p
<0,001). Para o estudo tridimensional, medironse un total de 100 seos
nasais en 50 pacientes (28 homes e 22 mulleres) cunha idade de 43,6
anos (DE = 18,3), 50 seos patoloxicos e 50 seos contralaterais sans. O
volume de ocupacién tridimensional dos seos afectados foi de 97,1
mm? (62,5%) fronte a 40,6 mm?® (22,8%) nos sans (p <0,0001). O
ancho medial-lateral do seo no plano frontal foi significativamente
maior no grupo de quiste (32,4 mm, IC: 23-41,8 mm; p <0,001). A
expresion de Nestin clasificouse en graos, negativo en 55 casos
(62,5%), grao 1 en 10 casos (11,4%), grao 2 en 12 casos (13,6%) e
grao 3 en 11 casos (12,5%). O 100% dos adenomas pleomdrficos

foron positivos para nestina con intensidade de grao 3, o 100% dos
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polipos e papilomas invertidos foron negativos (p <0,001). A
estimacion mais baixa de supervivencia sen enfermidade (DFS) foi
para a expresion de grao 1, con 50 meses, (IC 95%: 13,3-23,9 meses)
e a mais alta para a expresion de grao 3, 167, 9 meses (IC 95%: 32,1-
105). meses; Log-Rank = 14,846, p = 0,002). As curvas ROC
revelaron que a positividade para a nestina (+/-) en relacion a
malignidade, presentaba unha sensibilidade do 50,98%, unha
especificidade do 81,08%, cunha area baixo a curva de 0,667 (p =
0,009).

Conclusions. A patoloxia do seo maxilar € moi variada con
repercusions terapéuticas e prognosticas. O CRS &s veces €
insuficiente e é esencial a confirmacién histopatoldxica. En termos
médicos, a porcentaxe de ocupacion global determinada polo método
manual clasico non difire da porcentaxe tridimensional calculada
mediante un software complexo especifico. Nestin poderia ser un
marcador Util para detectar a presenza de células nai en tumores de
cabeza e pescozo que tefien un papel na iniciacion e progresiéon do

tumor.
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Abstract

Introduction and objectives. Diagnosis of maxillary sinus pathology
is often complex and must include clinical radiological study (CRS)
and histopathological analysis. Evaluation by computerized
tomography is a routine complementary method, but not so much the
three-dimensional evaluation of pathological sinuses. At the
histopathological level, it is essential to differentiate between benign
and malignant lesions, but within each of them, there are varieties,
especially tumorous, that require specific immunohistochemical
techniques to reach a precision diagnosis. Nestin is an intermediate
filament protein that is involved in the phenomenon of mesenchymal
epithelial transition (EMT), it is abundant in progenitor cells derived
from embryonic stem cells and which may be useful in the differential
diagnosis of some tumor lines and be involved in patient survival. The
objectives of this doctoral thesis are: 1) To describe the findings and
clinical-pathological characteristics of 214 lesions of the maxillary
sinus, obtained successively in a single medical center during the last
10 years; 2) To determine the sensitivity and specificity for the
diagnosis of malignant lesions based exclusively on the CRS; 3)

Obtain the area and volumes of the maxillary sinuses in patients
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affected by clinically unilateral sinus disease and compare the results
with healthy contralateral ones; 4) Determine the importance of
volumetric measurements when evaluating the percentage of
obliteration of the maxillary sinuses; 5) To investigate the clinical
importance of the immunohistochemical expression of nestin in
lesions of the head and neck area; 6) Study the role of nestin in patient

survival and recurrence.

Material and methods. This is a single-center retrospective
observational clinical study of 214 patients who attended the
Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela
(CHUS) with clinically unilateral sinus pathologies during the period
2009-2019. Linear measurements (mm), area (mm?) and volume
(mm?3) were obtained from cone beam computed tomography (CBCT)
images of the affected sinus, as well as the contralateral ones.
Histopathological study was performed using hematoxylin / eosin and
PAS or Groccot stains. The lesions were classified as nonspecific,
sinusitis, polyps, inverted papilloma, fungal sinusitis, cysts, mucocele,
and other lesions. A group of 39 head and neck tumors was included
for immunohistochemical study with nestin. Descriptive statistics
(mean, standard deviation, percentage, confidence intervals (Cl)),
analytical, survival curves, ROC curves (receiver operating
characteristic) and logistic regression were performed using the SPSS
program version 24.0 (IBM, Statistics, Armonk, NY, USES)
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Results. The general sample consisted of 133 men (62.1%) and 81
women (37.9%), with a mean age of 46.9 years (SD = 18.8).
Regarding frequency, the most frequent pathology was nonspecific
sinusitis (44.4%), followed by polyps (18.2%), malignant tumors
(9.8%), inverted papilloma (7.5%), sinusitis fungal (4.7%), cysts
(3.7%), benign tumors (2.3%), mucocele (2.3%) and other lesions
(1.9%). Cysts and benign tumors were diagnosed earlier than
malignant ones, tumors (65.2 years (SD = 16.1)) were the most late
diagnosed (p <0.001). The diagnosis of malignancy based only on the
CRS, obtained diagnostic indices of 71.4% sensitivity and 97.9%
specificity, with a Kappa value of 0.68 (p <0.001). For the three-
dimensional study, a total of 100 nasal sinuses were measured in 50
patients (28 men and 22 women) with an age of 43.6 years (SD =
18.3), 50 pathological sinuses and 50 healthy contralateral sinuses.
The three-dimensional volume of occupation of the affected sinuses
was 97.1 mm?® (62.5%) vs. 40.6 mm?® (22.8%) in healthy ones (p
<0.0001). The medial-lateral width of the sinus in the frontal plane
was significantly greater in the cyst group (32.4 mm, ClI: 23-41.8 mm;
p <0.001). Nestin expression was categorized into grades, negative for
55 (62.5%) cases, grade 1 in 10 cases (11.4%), grade 2 in 12 cases
(13.6%), and grade 3 in 11 cases (12.5%). 100% of pleomorphic
adenomas were positive for nestin with grade 3 intensity, 100% of
polyps and inverted papillomas were negative (p <0.001). The lowest

estimate of disease-free survival (DFS) was for grade 1 expression,
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with 50 months, (95% CI: 13.3-23.9 months) and the highest for grade
3 expression, 167, 9 months (95% CI 32.1-105 months; Log-Rank =
14.846, p = 0.002). The ROC curves revealed that positivity for nestin
(+/-) in relation to malignancy, presented a sensitivity of 50.98%, a
specificity of 81.08%, with an area under the curve of 0.667 (p =
0.009).

Conclusions. The pathology of the maxillary sinus is very varied with
therapeutic and prognostic repercussions. The CRS is sometimes
insufficient and histopathological confirmation is essential. In medical
terms, the overall occupancy percentage determined by the classical
manual method does not differ from the three-dimensional percentage
calculated using specific complex software. Nestin could be a useful
marker to detect the presence of stem cells in head and neck tumors

that have a role in tumor initiation and progression.

22



Abreviaturas

ACP (Pdlipos antro canales)
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CRS (Estudio clinico radiolégico)
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1. INTRODUCCION

El seno maxilar es una estructura piramidal con su base hacia la
pared nasal lateral y su vertice hacia el proceso zigomético del
maxilar. Presenta un ostium situado hacia el lado craneal que lo
conecta al meato medio de la cavidad nasal, permitiendo el drenaje de
su contenido (1). Esta localizacion y distribucion facilita la patologia
sinusal conjunta (afectacion pan-sinusal) y condiciona la participacion
de muy diversos especialistas médicos: cirujanos maxilofaciales,

otorrinolaring6logos, odontdlogos y también alergélogos (2).

Entre las enfermedades que le afectan, podemos destacar
patologias anatomicas como la aplasia o hipoplasia del seno maxilar,
procesos infecciosos e inflamatorios inespecificos y especificos,
patologia alérgica y tumoral. Antes del abordaje quirdrgico del seno
maxilar, con el fin de evitar posibles complicaciones, es muy
importante evaluarlo mediante técnicas de imagen diagnosticas,
generando asi un estudio clinico radiolégico (ECR) (3). En muchas
ocasiones, el estudio histopatologico es clave para alcanzar un

diagnostico definitivo y permite una actitud terapéutica correctas (4).
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Dentro de la patologia sinusal, los procesos inflamatorios,
conocidos genéricamente como sinusitis, son los més frecuentes. Las
sinusitis se clasifican en cinco categorias: sinusitis maxilar aguda,
sinusitis aguda recurrente, sinusitis subaguda, sinusitis cronica y
sinusitis cronica de exacerbacion aguda pudiendo ser especificas (por
ejemplo, fungicas) o inespecificas. En algunas ocasiones, los pacientes
sufren de procesos inflamatorios crénicos asintomaticos de etiologia
desconocida y que de manera abrupta debutan con patologia
infecciosa y/obstructiva. Menos frecuentemente, apareceran quistes,
mucoceles, polipos antro-coanales y tumores malignos y benignos
(5,6).

El estudio radiol6gico del seno maxilar es fundamental para un
correcto enfoque diagnostico. La cuantificacion de las medidas, areas
y volimenes del seno maxilar, puede ser un proceso complejo y
tedioso, pero muy util para determinar de manera especifica la
afectacién y/o el grado de obliteracion del mismo (7). La morfologia
del seno, en un sentido geométrico se aproxima a una esfera o una
pirdmide por lo que la elaboracion de algoritmos matematicos para el
calculo automatico es compleja. Anagnostopoulou et al. (8)
clasificaron el seno en 4 clases, segun su similitud con: semielipsoide
(clase a: 15%); paraboloide (clase b: 30%); hiperboloide (clase c:
47%) y conica (clase d: 8%). Las dimensiones anatdmicas de muchas
estructuras, incluidos los senos paranasales, se pueden medir a partir

de imagenes de tomografia computerizada (TC) (9).

34



Introduccién

Las caracteristicas anatomicas observadas en las imagenes
reconstruidas del TC confirman la variabilidad en la forma del seno
maxilar. Estas diferencias en las areas y volimenes sinusales interesan
no sélo a otorrinolaring6logos y radiologos, en términos de afectacion
de la zona del ostium de drenaje a las fosas nasales, sino también a
odontélogos y cirujanos maxilofaciales cuando pretenden realizar
maniobras de regeneracion 6sea como la elevacion de seno y valorar

la afectacidn sinusal por procesos de origen odontogénico (10).

Entre las técnicas clasicas de estudio de la patologia de los senos
paranasales se encuentran la prueba de resultado sino-nasal (SNOT-
22) (11) y los sistemas de estadificacion modificados de Lund-
Mackay (12) y Zinreich (13). Debido a su ubicacion oculta dentro del
esqueleto facial, es dificil medir el volumen de los senos paranasales
en la préactica clinica general y, por ende, estimar la gravedad de la
patologia. El procedimiento es complejo y requiere experiencia en el
uso de métodos radioldgicos y programas informaticos. Cualquier
medicion imprecisa del contorno sinusal puede influir en la estimacion
de volumen y de las &reas calculadas automéaticamente. Algunos
autores han preconizado la utilizacion de medidas lineales como

método simplificado para la determinacién de los volimenes (14).

El proceso de evolucidn, crecimiento y neumatizacion del seno
maxilar es complejo y variable segin la edad y el sexo de los

pacientes. La reduccion del volumen global puede ser el primer signo
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de aplasia o hipoplasia en los sindromes malformativos craneofaciales
de primer y segundo arco. En los adultos, la patologia sinusal es
variada, siendo la mas prevalente la infecciosa y/o inflamatoria
inespecifica, aunque también se pueden ver afectados por patologia
tumoral benigna y maligna. Durante el proceso de ocupacion del seno
maxilar, el 6rgano nasosinusal facilita el compromiso bilateral de los
senos, aun cuando clinicamente sOlo presente sintomatologia
unilateral (15).

La variedad de lesiones que pueden afectar al seno maxilar es
muy amplia y la confirmacion histopatoldgica es esencial. No existe
ningun marcador inmunohistoquimico que permita discernir entre
benignidad y malignidad, ni tampoco diferenciar las diferentes
estirpes histoldgicas tumorales. La supervivencia y la recidiva como
factores prondsticos de la enfermedad sinusal tampoco estdn nada
claros, aunque se han asociado las moléculas relacionadas a las células

madre como posibles marcadores pronosticos (16,17).

La nestina es una proteina de filamento intermedio embrionario
de clase VI y se ha demostrado que es un marcador de tejido
inmaduro/similar a células madre (stem-cell-like) de tejidos como el
cerebro (18), los vasos sanguineos (18,19), el higado (20), las
glandulas salivales mayores (21), las menores (22) y la mucosa del
seno maxilar (23). Un trabajo reciente ha relacionado la nestina con el
fenomeno de la transicion epitelial-mesenquimal (EMT) y la
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sefializacion de Wnt / beta-catenina (24). Malvi y Cols. (25) han
encontrado que, en los tumores hepaticos primarios mixtos, la
variedad hepatocelular-colangiocelular fue nestina negativa mientras
que los carcinomas de la variedad de células intermedias mostraron
inmunorreactividad en la mayoria de los casos (92,3%), lo que puede
ser util en el diagndstico diferencial tumoral. Se ha postulado que los
filamentos intermedios (queratinas, vimentina y nestina) actian como
efectores del desarrollo tumoral y de metastasis, siguiendo los
“Hallmarks of Cancer” descritas por Hanahan y Weinberg mediante la

inhibicion de CDKS5 (26).

Durante la embriogénesis, la nestina se expresa en la migracion
y proliferacion celular. Por otro lado, en tejidos adultos, la nestina se
restringe principalmente a areas regenerativas, siendo abundante en
células progenitoras derivadas de células madre embrionarias, que
tienen el potencial de conversién a linajes neuroectodérmicos,
endodérmicos 'y mesodérmicos, lo que indica un potencial
regenerativo (27). Esta altamente expresada en células cancerosas con
alta capacidad metastasica (28) y, aunque estd demostrado que la
inhibicion de la expresion de nestina puede reducir la capacidad
metastasica de las células tumorales (29), el mecanismo metastasico

de esta proteina en el desarrollo del cancer aln no esta claro.

Se ha demostrado que el bloqueo de nestina inhibe la
proliferacion de las lineas celulares de cancer colorrectal (30), la
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migracion y la invasion de las lineas de adenocarcinoma de pulmén
(28) y se ha verificado una reduccion en la tasa de supervivencia a 5
afios en pacientes con cancer de mama nestina positivos (31). No
obstante, los estudios en tumores de cabeza y cuello son escasos. En
una revision sistémica en 2018, Borges et al. (32), solo se incluyeron
dos estudios (33,34).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
GENERALES Y ESPECIFICOS

La hipdtesis de esta Tesis Doctoral se base en la asuncién de
que el ECR de las lesiones del seno maxilar no es adecuado para la
determinacion del grado benignidad. Ademas, el estudio volumétrico
asociado a softwares especificos para CBCT (tomografia computada
de haz conico) de los senos maxilares afectados es compleja y no
ofrece ventajas en términos clinicos respecto a los célculos
bidimensionales. Como herramienta complementaria, la expresion
inmunohistoquimica de nestina est4 asociada a una mayor mortalidad

y recurrencia de las lesiones sinusales.

Por todo ello el objetivo principal de esta Tesis Doctoral es
describir los hallazgos clinico-patolégicos en una serie de lesiones de
seno maxilar, analizando los aspectos radiologicos de las mismas y

evaluando el papel de la expresion de nestina en su prondstico.
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Como objetivos secundarios:

1.

Clasificar los hallazgos y caracteristicas clinico-patologicas
de lesiones de seno maxilar, obtenidas de manera sucesiva

en un Unico centro médico durante los 10 ultimos afos.

Determinar la sensibilidad y especificidad para el

diagndstico de lesiones malignas basandose so6lo en el ECR.

Obtener las areas y volumenes de los senos maxilares de
pacientes afectados por patologia sinusal clinicamente
unilateral, comparando los resultados con el seno

contralateral

Evaluar la importancia de las medidas volumétricas para el

diagndstico del porcentaje global de obliteracién sinusal.

Describir la expresion inmunohistoquimica de nestina en
lesiones del area de cabeza y cuello (nasosinusal, glandula

salival y cavidad oral)

Estudiar el papel de la nestina en la supervivencia y la

recurrencia de las lesiones descritas
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3. HERRAMIENTAS
METODOLOGICAS

Se describen brevemente los materiales y métodos utilizados en los

tres articulos que forman parte del compendio de la Tesis Doctoral.

3.1. SELECCION DE PACIENTES

Se trata de un estudio clinico, observacional retrospectivo,
unicentrico sobre pacientes que acuden al Complejo Hospitalario
Universitario de Santiago de Compostela (CHUS) con patologia
sinusal durante el periodo del 2009-2019. Todos los procedimientos
realizados en esta Tesis Doctoral siguieron los estandares éticos del
comité institucional y de investigacion y con la declaracion de
Helsinki de 1964 y sus enmiendas posteriores. Todos los pacientes
dieron su consentimiento por escrito o verbalmente para participar en
el estudio y su permiso para publicar los resultados de la investigacion
de forma andénima. Esta Tesis Doctoral ha sido aprobado por el
Comité de Etica Autonémico de Galicia (Ref./ 2019-596). y

desarrollado en base a las recomendaciones de la guia STROBE para
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estudios observacionales. Se estudiaron retrospectivamente las
tomografias computarizadas multicorte (MSCT) (Philips, Madrid,

Spain) de los pacientes que cumplian con los criterios de inclusion.

3.2. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Los criterios de inclusion son: pacientes de cualquier sexo,
mayores de 18 afios que acuden a una consulta médica por patologia
de los senos paranasales, de manera unilateral y que requieren un
estudio radioldgico tridimensional y la realizacion de al menos una
biopsia confirmatoria o tratamiento quirargico de la lesion. Los
criterios de exclusion son: pacientes que no firman el consentimiento
informado, pacientes en desarrollo, pacientes con lesiones localizadas
en otra region que no sea el seno maxilar (véase, seno etmoidal,
esfenoidal o fosa nasal), lesiones con afectacion clinica bilateral,
recidivas de lesiones locales previamente diagnosticadas y/o tratadas,
lesiones que afectan al seno maxilar por extension loco-regional pero
que se originan en otra localizacion, lesiones infecciosas de origen

odontogénico y neoplasias malignas.

Se obtuvieron un total de 214 pacientes con lesiones sinusales,
con estudio tomogréafico completo, de los cuales fueron seleccionados
una muestra representativa de 50 pacientes mediante muestreo
sistematico regular con el programa Epidat 4.2 (Epidat, SERGAS,

Santiago de Compostela, Espafia), lo que supone una probabilidad de
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seleccion del 23.4%. La unidad de estudio fue el seno, por eso se
dividieron en dos grupos, seno enfermo/involucrado y seno sano/no

involucrado.

3.3. VARIABLES DEL ESTUDIO

Las variables recogidas fueron: fecha nacimiento, fecha de
diagnostico, sexo, afectado/sano, lado de seno afectado y diagndstico
confirmado histoldgicamente. ElI seno motivo de consulta fue
considerado como el seno patoldgico y el contralateral como control. El
diagndstico clinico se establecid segun el criterio facultativo en base a
los hallazgos clinicos, semiolégicos y los datos radiol6gicos. Las
técnicas radiologicas utilizadas fueron la ortopantomografia y la
tomografia axial computerizada de haz conico (CBCT), segin cada
caso especifico. El diagndstico clinico comprendia: sinusitis
inespecifica, sinusitis fungica, papiloma invertido, pdlipo, quiste,
mucocele, tumor benigno, tumor maligno y otros. El diagnostico
histopatolégico permitié la confirmacion clinica y determinar de
manera mas especifica el origen del proceso inflamatorio/infeccioso el
tipo histologico del tumor y/o otras patologias no determinadas

clinicamente.
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3.4. ESTUDIO RADIOLOGICO

La técnica radiologica utilizada fue la CBCT. Se realizaron
mediciones lineales (mm), de area (mm?) y de volumen (mm?3) en
tomografias computerizadas, tanto del seno afectado como del seno
contralateral mediante el software médico SECTRA v.3.3 (SECTRA
group, Teknikringen, Sweden). Las variables radioldgicas recogidas
fueron: longitud anteroposterior méaxima, longitud medio-lateral
(latero-lateral méaxima), area de contorno méaxima del seno, area de
seno libre, &rea de seno ocupada, porcentaje de ocupacién, volumen
sinusal, volumen libre y volumen ocupado. Las medidas lineales y de
area se realizaron en dos planos, el plano horizontal y el plano frontal.

Las medidas de volumen se realizaron en los tres planos del espacio.

En el plano horizontal se midié la longitud anterior-posterior y
la longitud medio-lateral a 5, 10, 15 y 20 mm por encima de la tabla
palatina del maxilar superior. Se consideré la medida més elevada de
las 4 tomadas como méaxima. Se midieron las areas maximas del
contorno sinusal y las areas libres de patologia/ocupacién, en las
mismas 4 localizaciones, considerando la mayor. El area ocupada del
seno se obtuvo a través de la diferencia entre el a&rea maxima del seno

y el area libre maxima.

En el plano frontal se midi6 la altura maxima del seno en
cualquiera de los diferentes cortes tomograficos y la anchura medio-

lateral en ese mismo corte. En caso de que ese corte no representara la
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anchura méxima, se registré la anchura maxima en el corte que
correspondiente y la altura correlativa en ese mismo corte. En esas
mismas secciones tomogréaficas de altura y anchura méxima en el
plano frontal, se registré el area del seno y el area libre, para calcular

seguidamente el area ocupada.

Las medidas anteroposteriores y medio-laterales, se realizaron
de manera perpendicular al plano, considerando siempre la distancia
mayor de los limites anatomicos. En el caso de existir septos
intrasinusales, las areas se sumaron de manera aritmética. La medida
del érea libre se determind teniendo en cuenta la cara interna de la

membrana de Schneider.

El proceso de calculo del volumen del seno maxilar se realizé
con el software de andlisis de imagen Amira (Thermo Fisher
Scientific, London, United Kingdom). Una vez adquiridos los
archivos Dicom de las imagenes a estudiar se procedié a obtener el
volumen rendering de tales archivos obteniendo la imagen
tridimensional. Sobre dicha imagen se procedi6 al proceso de
segmentacion del seno maxilar con AMIRA 5.6 (FEI, Visualization
Sciences Group) para la obtencion de datos. EI moédulo de
LABELFIELD permitié crear un modelo de superficie con el que
seleccionar véxeles vecinos (con valores de Hounsfield superiores a
700 para hueso y 300 para vasos sanguineos), y diferenciar tejido

blando de una forma sencilla. Asi mismo, la segmentacion se realizd
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primero de forma manual y después semiautomaética, dibujando el
seno maxilar en maltiples secciones 2D y asignando estas regiones a
una estructura volumétrica. En los casos donde el limite el seno
maxilar fue dudoso se establecieron los mismos criterios que en la

obtencion lineal del calculo de areas.

Se asignaron colores diferentes para determinar las cuatro
estructuras estudiadas: seno maxilar derecho, proceso patolégico
derecho, seno maxilar izquierdo, proceso patolégico izquierdo.
Después de la segmentacion de la imagen se obtuvo automaticamente
el célculo del volumen en mm3, habiendo marcado al inicio de cada

proceso el tamafio del pixel o voxel utilizado.

El analisis radioldgico fue realizado por dos operadores de
manera independiente. Estos operadores fueron calibrados
previamente sobre 10 tomografias diferentes al estudio y fue calculado
el indice Kappa, obteniendo un grado de concordancia entre las
medidas de 0.93. Las medidas definitivas fueron el resultado de la

media entre los dos observadores.

3.5. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Se realiz0 de manera rutinaria con inclusion en parafina y
tincion con hematoxilina-eosina. En los casos que se considerd

necesario se realizaron maltiples secciones de cada uno de los bloques
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y se emplearon las tinciones de PAS y Groccot en aquellos pacientes
en los que la sospecha clinica incluia una micosis. Los tumores fueron
caracterizados y estadiados de acuerdo con las Clasificacion de
Tumores de Cabeza y cuello de la OMS y los criterios de la AJCC (72
y 8” Ediciones, segun el ano del diagndstico). En casos necesarios se
realizd estudio inmunohistoquimico para la caracterizacion de las

neoplasias.

3.6. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Para el estudio inmunohistoquimico se incluyeron un total de 88
muestras incluidas en parafina de enfermedades benignas y malignas
con un diagndstico histopatologico firme. Todos los casos fueron
analizados histopatologicamente, tefiidos con hematoxilina-eosina y
revisados por dos investigadores que se ajustaron el diagnostico de
acuerdo con las recomendaciones internacionales para el analisis
histopatolédgico. La evaluacion inmunohistoguimica se realizé usando
un anticuerpo anti-nestina monoclonal de conejo EPR1301 (Abcam
Cambridge, CB2 0AX, Reino Unido) con un equipo automatizado
(Omnis, Agilent Dako, Santa Clara, USA). En resumen, la
recuperacion de epitopos se realizé en tampon de citrato de sodio 10
mM (pH 9,0) usando un bafio de agua durante 40 min a 95-99 ° C. La
peroxidasa endogena se bloqueé usando reactivo de blogueo de

peroxidasa (Agilent Dako, Santa Clara, EE. UU.) Durante 5 min. La
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incubacién con el anticuerpo primario (1/500) se realiz6 a temperatura
ambiente durante 20 minutos y la tincidn se revel6 con EnVision (20
minutos) y DAB (10 minutos) (Agilent Dako, Santa Clara, EE. UU.).

Finalmente, se contratifieron con HE durante 15 min.

Inmunohistoquimicamente, solo se considerd positiva la tincion
citoplasmica inequivoca. Los resultados se evaluaron semi-
cuantitativamente atendiendo a los siguientes criterios: negativo
(puntuacion 0) cuando ninguna célula se tifid para nestina; leve
(puntuacion 1) cuando solo las células dispersas (menos del 10%
fueron positivas); moderada (puntuacion 2) cuando las células
positivas representaron del 10 al 50%, y fuerte (puntuacién 3) cuando
mas del 50% de las células se tifieron con el anticuerpo. No se

considerd la tincion estromal o vascular.

3.7. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

El diagndstico definitivo lo realiza el médico clinico, basandose
en los resultados de la anamnesis y la exploracién clinica, los
hallazgos radioldgicos especificos y el informe anatomo-patologico.
Las lesiones fueron encuadradas en: sinusitis inespecifica, polipos,
papiloma invertido, sinusitis fangica, quistes, mucocele y otras
lesiones (fibrolipoma, hemangioma cavernoso, engrosamiento de la

mucosa, granulomatosis con poliangeitis, codgulo organizado).
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3.8. ANALISIS ESTADISTICO

La estadistica descriptiva se realiz6 utilizando las frecuencias y
porcentajes para las variables categoricas y las medias y las
desviaciones estandar para las variables cuantitativas. Se verifico la
normalidad de la variable edad mediante el test de Kolmogorov-
Smirnov. Las tablas de contingencia se construyeron utilizando la
prueba de chi-cuadrado y Kruskal-Wallis. La estadistica analitica se
realiz6 comparando las variables mediante el ANOVA para muestras
independientes. Se estudio el grado de correlacion entre las variables
cuantitativas mediante el test de Pearson. Se calcul6 el indice Kappa
de Cohen para determinar el grado de concordancia entre el
diagnostico clinico y el histopatoldgico. Se utilizaron curvas de
Kaplan-Meier para estudiar la supervivencia y la regresion de Cox con
Hazard Ratio para determinar el papel de la expresion de nestina. Se
hicieron curvas ROC para estimar la eficacia diagnostica de la
positividad de nestina en la malignidad. Todas las diferencias en las
que el valor de p fue menor o igual a 0.05 se consideraron
estadisticamente significativas (0.01 para el coeficiente de correlacion
de Pearson). Se utilizé el programa estadistico SPSS 23.0.
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4. DISCUSION

4.1. HALLAZGOS CLINICO-PATOLOGICOS EN LAS LESIONES DE SENO

MAXILAR

En esta Tesis Doctoral, analizamos la prevalencia de las
diferentes patologias que afectan al seno maxilar durante un periodo
de 10 afios consecutivos en un centro hospitalario universitario de
referencia para otorrinolaring6logos y cirujanos maxilofaciales. Los
resultados confirman una gran variedad de patologias de diferente
origen y complejidad, no sélo en cuanto al diagnéstico sino también
en cuanto al prondstico. El analisis clinico y radiolégico no siempre
son suficientes para un diagnostico acertado, por eso el estudio
histopatolégico es mandatorio. El estudio radioldgico debe ser
mediante TC y no mediante radiografia panoramica ya que ésta posee

mucha menor sensibilidad diagnoéstica (35).

Drumond y Cols (36) realizaron un estudio para evaluar en 762
senos maxilares, unicamente mediante TC, la prevalencia de las
distintas enfermedades. Encontraron que 305 examenes (40.02%)

fueron normales y 457 examenes (59,97%) fueron anormales:
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engrosamiento focal mucoperidstico (21.25%), lesiones polipoides
(10,76%), sinusitis crénica (7,48%); sinusitis odontogénica cronica
(2,29%); neoplasias (2.03%); rinosinusitis (1.77%); lesiones Oseas,
cuerpos extrafios y fistula oroantral en 0.65%; 0.13% y 0.06%
respectivamente. Esta Tesis Doctoral ha verificado que la sensibilidad
diagndstica en la patologia del seno maxilar s6lo mediante ECR es del
70 %.

La rinosinusitis se define como la inflamacion de la nariz y los
senos paranasales y se considera como una de las patologias mas
frecuentes del ser humano, que afecta al 5-10 % segun el origen de la
poblacién (37,38). La mayor parte de ellas son inflamatorias y/o
alérgicas de tipo inespecifico, y en nuestro trabajo representan casi la
mitad de todas las lesiones estudiadas (44.4%). En esta Tesis Doctoral
excluimos las sinusitis de origen dentario, pero destacar que estas
pueden suponer del 10-20% de todas las sinusitis cronicas (39) (40) .
Mas del 95 % de las sinusitis (incluyendo inespecificas y fungicas)

fueron diagnosticadas correctamente mediante el ECR.

La segunda patologia méas frecuente fueron los pélipos (18.2%),
englobados dentro lo que se conocen como pdlipos antro canales
(ACP). Los ACP son lesiones benignas que surgen de la mucosa del
seno maxilar y llegan a la coana y la obstruccién nasal es su sintoma
principal (41). Los hombres son los que més los padecen (18.2%) y la
edad media es de 42,6 afios, pero con un amplio rango de los 7.4 a los
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71.4 afios. Un 7.8% de nuestros casos fueron menores de 18 afios,
coincidiendo con los resultados de Segal et al. (42). El 80% se
diagnostican mediante ECR, pero un 8.1% fueron finalmente
papilomas invertidos, por lo que la confirmacion anatomo patoldgica

es muy importante (43).

Un tipo especifico de sinusitis son las sinusitis fungicas, que en
esta Tesis Doctoral representaron el 9.8%. En el ECR, se describen
como balones fangicos para diferenciarlos de los micetomas, como
enfermedad tropical (44) (45-48). Entre las entidades especificas mas
frecuentes, se encuentran la mucormicosis (49) vy la aspergilosis (50).
Segun Pagella y Cols (45) sélo el 34.5% de los casos con hifas
fangicas presentes en la  biopsia resultaron  positivos
microbioldgicamente en el cultivo. EI 100 % de las lesiones con
balones flngicas no invasivas presentaron hifas en el estudio
anatomopatoldgico. Las lesiones invasivas son mas graves con un
riesgo asociado de compromiso sistémico (47), en esta Tesis Doctoral
no encontramos ningun caso. Segun Lim y Cols (48) la edad media es
de 63.1 afios con predominio femenino significativo; datos
confirmados por Yoon et al., en un estudio de 538 bolas fungicas
sinusales (46). En esta Tesis Doctoral, el 57.1 % fueron mujeres y la
edad media fue de 57.5 afios. El organismo etiolégico mas comun de
esta enfermedad es el Aspergillus fumigatus, un hongo dimorfo
ubicuo que causa varios tipos de enfermedad pulmonar. En la

aspergilosis no invasiva, el hongo coloniza una cavidad preexistente y
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forma una bola fungica que consiste en hifas concéntricas compactas.
La demostracion de las hifas y la falta de eosinéfilos en el moco de
estos pacientes, diferencia esta condicion de la sinusitis flngica
alérgica (50). Su infeccion puede coexistir con otros procesos, como
por ejemplo una sinusitis bacteriana inespecifica y menos
frecuentemente con actinomices (51). La mucormicosis por el
contrario es una infeccion fangica angio invasiva, asociada con una
alta morbilidad y mortalidad. Se ha observado un cambio en la
epidemiologia de la mucormicosis en los ultimos afios con el aumento
de la incidencia en todo el planeta (49). Segun Celis et al. (52) la edad
media fue de 53,14 afios. Cuatro pacientes fueron inmunosuprimidos y
tres inmunocompetentes La mucormicosis indolente es una entidad
clinica nueva y emergente en inmunosuprimidos, pero también en
pacientes inmunocompetentes. La presentacion paranasal Unica es

frecuente y no debe pasarse por alto como un diagndstico diferencial.

Los tumores nasosinusales son neoplasias poco frecuentes. El
diagnostico y tratamiento de estos tumores plantea diversos desafios
debido a su escasa incidencia, su diversidad histologica, la produccion
de sintomatologia inespecifica en los estadios precoces (53). En esta
Tesis Doctoral, la patologia neoplasica del seno maxilar, en contra de
los esperado fue muy frecuente, superando los tumores malignos
(9.8%) a los benignos (2.3%). Los tipos mas frecuentes fueron el
carcinoma epidermoide y el adenocarcinoma (Tabla 3). Mas del 80%

de los carcinomas fueron pobremente diferenciados, coincidiendo con
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los datos arrojados del estudio de Banuchi y Cols. (6) y Santos y Cols.
(54). ElI ECR no permite establecer claramente el diagnostico ni el
patrén de invasion (55). ElI manejo terapéutico es complejo y requiere
cirugia, quimioterapia y radioterapia y con pronostico reservado (56)
(57) (58). Otras variedades histoldgicas fueron los linfomas,
mayoritariamente, subtipo histoldgico B aunque también encontramos
un caso de linfoma T/NK tipo nasal, las variedades mas habituales en
esta localizacion. Dentro de la cabeza y el cuello, la mayoria de los
linfomas extranodales surgen en el anillo de Waldeyer, compuesto por
las amigdalas adenoides, amigdalas de Eustaquio, amigdalas palatinas
y amigdalas linguales, aunque otros sitios comunmente involucrados
incluyen la cavidad nasal y los senos paranasales (59,60). Un subtipo
histolégico importante es el carcinoma adenoide quistico (tabla 3),
(antiguo cilindroma) que aunque suele tener predileccion por la cabeza
y cuello, representa menos del 2% de tumores malignos de la cabeza y
el cuello y 5% a 15% de seno paranasal pero tiene una elevada
capacidad de infiltracion local (61,62). El estesioneuroblastoma es una
neoplasia rara que surge del neuroepitelio olfativo de la cavidad nasal.
Demuestra distribucion de edad bimodal, con picos de la segunda a
tercera, asi como de la sexta a la séptima, décadas de vida. Nuestro
caso se trataba de un varén de 39 afios. Las metastasis son raras, pero
pueden ocurrir. Las metastasis mas habituales se originan en el rifion,
mama, tiroides y la prostata, aunque se han descrito procedentes de

maultiples localizaciones (63). En nuestra serie, hallamos una
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metastasis de carcinoma renal de células claras, que parece ser el
subtipo histoldgico con maés predileccion a causar metastasis en el

seno maxilar (64,65).

El papiloma invertido, es una neoplasia rara localizada
preferentemente en la pared lateral nasal, caracterizada por la
tendencia a recidivar y su potencial transformacién en neoplasias
malignas (66). En esta Tesis Doctoral fue la quinta patologia en
frecuencia, con un 7.5% de los casos y mas prevalente en hombres
(68.3%) con una edad media de 56 afios. Aunque las recidivas de
lesiones fueron excluidas del estudio, observamos una recurrencia de
mas del 60% de los casos. Diaz Molina et al. (66) , encontraron
resultados similares donde un 62% eran hombres con una edad media
de 58 afios. Para Adriansen y Cols. (67), los resultados fueron
similares con una edad media de 47.8 afios y un 71.4% hombres. El

seguimiento con ECR de estos pacientes debe ser muy cercano.

Un grupo mas variado de patologias y de alta complejidad
diagnostica mediante  ECR son los denominados quistes,
pseudoquistes y mucoceles. Béasicamente, los mucoceles son
estructuras recubiertas de epitelio (cyst-like) rellenas de mucina,
producidas por la obstruccion del ostium de drenaje y que suelen
provocar dolor por su capacidad destructiva (68). Por el contrario, los
quistes de retencion tienen una estructura quistica de epitelio lineal

gue no provocan destruccion y se deben a alteraciones en el equilibrio
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homeostatico de la mucosa. La edad media es en torno los 40 afios en
ambos y con predominio en el sexo masculino, coincidiendo con
Veltrini y Cols. (69).

Los tumores benignos fueron el grupo menos prevalente:
fibrolipoma, hemangioma cavernoso, ameloblastoma quistico y 2
osteomas. Los tumores benignos presentaron una mayor dificultad
diagnostica mediante el ECR. Un 17.4% resultaron sinusitis
inespecificas, 17.4% polipos, 8.7% sinusitis fangica, 4.3% mucoceles
y 8.7% otras lesiones; pero el hecho mas destacable es que casi el 22%
de las sospechadas clinicamente se confirmaron como neoplasias
malignas (tabla 3). Los lipomas en el territorio maxilofacial son raros,
y la predileccion es la mucosa de la cavidad oral como hemos
reportado previamente (70), pero el seno maxilar puede alojarlos
también (71). Aqui presentamos un caso de un nifio varon de 7 afios,
subtipo histolégico fibrolipoma. ElI hemangioma es una lesion
vascular benigna comdn de la region de la cabeza y el cuello.
Raramente implica las membranas mucosas de la cavidad nasal y los
senos paranasales (72), aunque la variedad cavernosa ha sido
publicada previamente (73). En nuestra serie so6lo hay un caso, un
varon de 38 afios, cuyo ECR no aportd informacion precisa. Los
tumores odontogénicos son lesiones que se derivan del epitelio,
ectomesenquima o componentes mesenquimales que son parte del
aparato de desarrollo dental. Estos tumores sen estan ubicados

centralmente (intradseos) dentro de los maxilares o periféricos
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(extradseo), ubicados dentro de la mucosa gingival, alveolar o menos
frecuentemente el seno maxilar (74). EI ameloblastoma es un tumor
odontogénico comun de la mandibula que comprende 3 variantes:
convencional (solido), ameloblastomas unicisticos y periféricos. El
ameloblastoma uniquistico en el seno maxilar es muy raro,
presentamos un caso de un varon de 73 afios, que difiere de los pocos
casos publicados en la literatura en los que la edad de diagnostico es
mas temprana (75). El osteoma es un tumor benigno compuesto de
tejido 6seo bien diferenciado con estructura laminar, ubicado en
huesos o tejidos blandos. Los osteomas ocurren principalmente en la
region de la cabeza y el cuello, especialmente en la mandibula y senos
paranasales, siendo éste el tumor benigno mas comun de los senos
paranasales (76,77). Entre nuestros casos, solo habia un varon de 70
afios, con caracteristicas histopatoldgicas tipicas y que fue

diagnosticado en el ECR.

Hemos incluido un grupo de lesiones, encuadradas como “otras
lesiones”: 1) Opacificacion, fibrosis y engrosamiento mucoso, que es
el hallazgo radioldgico mas frecuente del seno maxilar (76), pero que
en nuestro caso fue diagnosticada como un pélipo en el ECR; 2) una
hiperostosis, que fue confundida con un tumor benigno y que suelen
ser variaciones anatdmicas normales (78); 3) Hematoma organizado
que fue sospecha de malignidad en un paciente con leucemia mieloide
cronica y que ha sido recientemente descrita (79); 4) Granulomatosis

no necrotizante, en una mujer de 33 afios, como parte de un cuadro
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clinico de Granulomatosis eosinofilica con poliangitis,  una
enfermedad sistémica autoinmune que se manifiesta como asma,

sinusitis recurrente y eosinofilia periférica (80).

4.2. ESTUDIO VOLUMETRICO MEDIANTE CBCT DE PACIENTES CON

PATOLOGIA SINUSAL

El seno maxilar es una estructura anatbmicamente compleja, lo
que condiciona de manera importante el diagnéstico y la semiologia.
Los avances tecnoldgicos han permitido desarrollar sistemas de
visualizacion y representacion tridimensional de esta estructura.
Aunque el coste de estas tecnologias tipo CBCT ha disminuido,
algunos softwares para su interpretacién pueden ser complejos o
excesivamente costosos segln los niveles de precision requeridos
(81). La evaluacion sinusal mediante CBCT es (til sobre todo a
otorrinolaringdlogos, traumatélogos y dentistas. La patologia sinusal;
ha sido clasicamente diagnosticada mediante radiologia convencional
con proyecciones frontales, de Waters y CT convencional (82) . En
este trabajo pretendimos estudiar y comparar mediante CBCTs en
senos patologicos y sanos, las diferencias entre medidas lineales, areas
y volumenes con una metodologia especifica y conocer la eficacia
comparada del estudio volumétrico en relacion al estudio
bidimensional, para el calculo del porcentaje de ocupacion como

medida de gravedad de las enfermedades sinusales.
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Los primeros trabajos realizados sobre CT, analizaban medidas
lineales y mediante férmulas y algoritmos calculaban el volumen
equivalente (7) . Ariji et al. 1996 describio en su serie de casos una
anchura transversal media de 27 mm (SD=0.60) y anteroposterior de
35.6 (SD=0.47), coincidiendo con nuestras mediciones de 24.3 mm
(SD=3.8) y de 35.5 mm (SD=3.9), respectivamente (83).

Los estudios tridimensionales de areas, volumenes sinusales y
de obliteracion son escasos. Luz et al. (84) analizaron 128 senos en
64 pacientes encontrando que el area de superficie era de 39.7 cm?y la
media de volumen 17,1 cm?® (en esta Tesis Doctoral de 14,7 cm®). El
42,2% de todos los senos mostraron cierto grado de obliteracion frente
al 70 % en esta Tesis Doctoral. Para Sahlstrand et al. (85), el valor
medio del volumen del seno maxilar fue de 157 + 53 cm3 y
significativamente mayor en hombres que en mujeres. No hubo
correlacion estadisticamente significativa entre el volumen de los
senos maxilares con la edad ni la lateralidad, al igual que en nuestro
trabajo. Gulec et al., encontraron que el volumen medio del seno
maxilar derecho fue de 13.1 cm?3, mientras que para el izquierdo fue de
13.2 cm3, sin diferencias significativas entre ellos (86).

La patologia inflamatoria sigue siendo las mas prevalente y sir no
ha mostrado relacion con el tamafio ni volumen sinusal, aunque si
hemos encontrado diferencias significativas en la anchura y el area

méaxima de ocupacion en el plano frontal (15) . Estos resultados son
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similares a otros estudios (87,88). Con respecto a la obliteracion de los
senos, varios estudios sugieren una posible relacion entre las lesiones
periapicales y la irritacion de la mucosa del seno maxilar (10,89). Brook
et al. (90), mostraron que del 10 al 12% de todos los casos de sinusitis
maxilar fueron causados por patologia relacionada con los dientes. En
esta Tesis Doctoral, hemos excluido los senos afectados por patologia
odontogénica dada su variabilidad y complejidad diagndstica,

incluyendo sélo patologias sinusales propiamente dichas.

No hemos encontrado diferencias en relacion a las medidas
volumétricas del seno y el sexo de los pacientes, al igual que otros
autores (86,91). Contrariamente, en otras series se describen tamafos
sinusales inferiores (92,93) o superiores (85) para las mujeres. En
cuanto a la edad los resultados son muy controvertidos, encontrando
tamafios superiores en edades avanzadas (94), incrementos en la
segunda y tercera década de la vida (88). Prabhat et al. (95) , incluso
pudieron determinar mediante el analisis del volumen sinusal, el
género, con una precision del 80.0% en hombres y 86.7% en mujeres,
con una tasa de precision global del 83,3%. Otros autores han
preconizado esta técnica forense de determinacion sexual (96).
Comparando de manera bilateral, no existen diferencias en el tamafio
sinusal, hecho confirmado también con estudios previos (87,97) . Otros
estudios han confirmado las diferencias en cuanto al volumen sinusal en
relacion a las distintas-poblaciones (98,99), pero en esta Tesis Doctoral

todos los participantes eran caucasicos. Aunque no fue una variable
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analizada en esta Tesis Doctoral, parece que la pérdida dentaria, no es

un factor decisivo en la pneumatizacion del seno maxilar (100).

La evaluacion automatizada del volumen sinusal mediante
ciertos softwares permite obtener mediciones volumétricas bastante
fidedignas, evitando su compleja determinacion manual. Giacomini et
al. (101) , compararon con la segmentacion manual, que fue realizada
por un radidlogo experimentado, con la utilizacion de wun
procedimiento estandar automatizado, siendo las diferencias
porcentuales medias entre los métodos automatizados y manuales de
7.19% + 5.83% y 6.93% + 4.29% para el volumen total y sinusal del
seno maxilar, respectivamente. En cuanto a las variaciones inter-
observador, en nuestro trabajo hemos encontrado una alta correlacion
entre las medidas obtenidas por los dos observadores (0.93),
coincidiendo con otros autores (102). En cualquier caso, el método
geométrico o lineal de estudio dimensional de los senos ofrece un
sustituto mucho mas barato, mas facil y menos sofisticado (14);
aunque con la disponibilidad de software, las mediciones volumétricas
en 3D ofrecen mayor exactitud (103). El estudio de ocupacion y
obliteracion sinusal con fines médicos asistenciales puede ser
adecuado con medidas lineales y bidimensionales (104), aunque
algunos autores sugieren que el estudio volumétrico supone una ligera
mejora en la exactitud diagnostica con respecto a los metodos clasicos
como la prueba de resultado sino-nasal (SNOT-22) y los sistemas de

estadificacion modificados de Lund-Mackay y Zinreich (105).
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La principal limitacion de esta Tesis Doctoral es el estrecho
tamafio muestral y el origen caucasico de todos los pacientes, por lo que
las conclusiones no son extrapolables a otras etnias. Otra limitacion es
la variabilidad inter-observador a la hora de la determinacion de los
limites anatomicos. En nuestro trabajo, esto se solventd al menos
parcialmente con la calibracién previa de los dos operadores. La
utilizacion de softwares diferentes entre diferentes centros puede
provocar variabilidad de céalculos automatizados de areas y volimenes,
por lo que todos los estudios radiol6gicos fueron analizados bajo el
mismo sistema. Entre las limitaciones clinicas debemos destacar las
alteraciones de los limites anatomicos en los casos de afectacion sinusal
por tumores malignos que dificultan enormemente la determinacion de
medidas, areas y volimenes. Por ese motivo las lesiones malignas

fueron excluidas en esta Tesis Doctoral.

4.3. PAPEL DE LA EXPRESION INMUNOHISTOQUIMICA DE NESTINA

EN LAS LESIONES DE CABEZA 'Y CUELLO

Hemos encontrado una positividad para nestina en lesiones de la
region de cabeza y cuello del 37,5% a nivel global, siendo negativa en
todas las lesiones inflamatorias (polipos) y papilomas invertidos) y en
el 51% de las lesiones tumorales malignas. Las lesiones malignas en la
cavidad bucal alcanzaron un nivel de positividad del 66,7% de forma

significativa, aunque en relacion a la intensidad, el 100% de los
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adenomas pleomorficos de la glandula salival fueron grado 3. La
mortalidad y recidiva fueron mayores para los casos negativos y de
igual forma el periodo libre de enfermedad fue significativamente
menor en los casos de nestina grado 1 en relacion a los grados mas
intensos. El Hazard ratio para la recurrencia fue de 4.577 para los
casos con expresion leve de nestina (grado 1) y de 8.918 cuando

ajustamos el modelo por localizacion.

La proteina de filamento intermedio nestina, inicialmente
considerada un marcador de células madre neurales, se expresa
ampliamente en células progenitoras derivadas de células madre
embrionarias, que tienen la capacidad de volverse multilineales (27).
Dado que no se expresa en elementos maduros la diferenciacion de
células terminales esta asociada con la pérdida de inmunorreactividad
a esta proteina, la evaluacién inmunohistoquimica de la expresion de
nestina podria ser atil para diferenciar entre células / poblaciones
maduras e inmaduras. Algunos articulos han reivindicado su valor
para diferenciar entre lesiones benignas y malignas (106,107). Poco se
ha estudiado sobre la expresion en lesiones de cabeza y cuello (108).
En un metaanalisis reciente realizado por Han et al. (108), sobre el
valor pronostico de ALDHL1 y nestina en canceres avanzados (mama,
colon, colorrectal, cervical, ovarico, piel y hepatocelular), no se

incluyo ningun estudio de cabeza y cuello.
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En relacion al seno maxilar, se ha postulado el potencial
regenerativo de la membrana de Scheneider, asociado a la presencia
de células progenitoras que expresan Nestina (109), pero no hemos
encontrado estudios que analicen la expresion en lesiones localizadas
en la region del seno maxilar. Luo y col. (33), estudio la expresion de
marcadores de células madre embrionarias (SOX2, OCT4 y Nanog) en
lesiones nasofaringeas, con el objetivo de analizar la EMT,
Descubrieron que la expresion de nestina estaba completamente
ausente en el epitelio no canceroso y las células tumorales, mientras
que estaba fuertemente tefiida en el citoplasma de las células
endoteliales en los tejidos cancerosos, ver en 48 tejidos cancerosos, 32
casos (66.7%) mostraron positividad citoplasmica para nestina en el
endotelio, frecuentemente localizada en el frente invasivo. No hemos
podido reproducir estos hallazgos y, en nuestros casos, la expresion
endotelial fue amplia y no se limité a la periferia del tumor. Las
células tumorales que exhiben caracteristicas similares a las células
madre cancerosas (CSC) se correlacionaron significativamente con la
tincion de nestina en el frente invasivo, por lo que Luo et al, postulan
que las células endoteliales vasculares que expresan nestina pueden
representar el nicho de CSC en los carcinomas nasofaringeos. No
encontraron asociacion de nestina con la supervivencia. En el presente
estudio hemos encontrado los mismos resultados, siendo totalmente
negativos para lesiones inflamatorias y con positividad variable en

lesiones tumorales, principalmente a nivel endotelial.

71



MARIO PEREZ-SAYANS GARCIA

Mascolo y col. (34) estudiaron en muestras de carcinoma oral
de celulas escamosas (COCE) la expresion de moléculas asociadas
con la resistencia al dafio del ADN (poli (ADP-ribosa) polimerasa 1
(PARP-1) y factor de ensamblaje de cromatina 1 (CAF-1)/p60) y de
marcadores de células madre (nestina). Descubrieron que un fenotipo
de PARP-1 alto / CAF-1-p60 alto / nestina alto caracterizaba a los
COCE con el peor prondstico, recurrencia, metastasis y muerte (todos
VPH negativos). La nestina se expresd particularmente en metastasis
de COCE. La sensibilidad de nestina (alta expresion) para predecir al
menos un evento adverso fue del 100% con una especificidad del
56%. En nuestra cohorte, incluimos 11 COCE y un carcinoma
mucoepidermoide de cavidad oral. En el COCE obtuvimos 27,3%
negativos para nestina, la expresion fue intensa (grados 2 y 3) en el
54,6% de los casos, pero no pudimos establecer relacion con la
mortalidad, aunque el numero de casos incluidos en la serie fue
limitado. En relaciéon a la cavidad bucal, solo hemos encontrado el
estudio de Kuk et al. (110) que en una serie de 39 melanomas bucales
(6 in situ y 36 invasivos) encontraron lo mismo que Mascolo y Cols.
una relacioén entre la intensidad y la proporcion (en relacién con todas
las células de melanoma S100 +) de la expresion de nestina y la
progresion de la enfermedad, asi como un peor pronéstico (Hazard

ratio 3.59 para la intensidad y 4.05 para la proporcion).

Con respecto a las lesiones de las glandulas salivales, Yanai et

al. (111) describen la expresion de nestina en tejido glandular normal
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y tumores. En el tejido de la glandula salival normal, se detecto
nestina en el endotelio y las fibras nerviosas (112). Aunque la
mayoria de las células luminales y abluminales fueron negativas,
algunas células mioepiteliales o actina positivas del musculo liso de
los acinos o conductos intercalados expresaron nestina. En todos los
adenomas pleomérficos (n = 11), las células mioepiteliales tanto en la
estructura ductal como en el area mesenquimal mostraron tincion
difusa para nestina, como en nuestros resultados donde el 100% (N =
7) mostrd tincién de grado 3. No encontraron adenocarcinoma
negativo, sin embargo, en nuestra serie 4 (50%) fueron negativos.
Todos los carcinomas mucoepidermoides y los tumores de Whartin
fueron negativos en ambos estudios, lo que puede servir como guia de
diagndstico diferencial. Como se ha sefialado anteriormente, los
adenomas pleomérficos son el tipo de tumor con la expresion
inmunohistoquimica mas consistente de nestina. La expresion
inmunohistoquimica de algunos marcadores de células madre, como el
marcador de células madre, sitio de integracién 1 del virus de la
leucemia murina de Moloney especifico de células B (Bmi-1), se ha
informado como una indicacion de transformacion maligna temprana
en el adenoma pleomorfico (113). Sin embargo, ninguno de nuestros
casos se ha comportado de forma agresiva, lo que indica que la nestina
no es un marcador de transformacién maligna en esta neoplasia. Es
bien sabido que los adenomas pleomorficos se caracterizan por

componentes epiteliales y estromales variables en una diversidad de
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patrones.  Existe  evidencia histopatoldgica, ultraestructural,
inmunohistoquimica y molecular indudable que sugiere que los
elementos mesenquimales y las células epiteliales comparten el mismo
origen (114). En algunas areas, esta neoplasia muestra un fenotipo de
transicion con células que muestran caracteristicas tanto epiteliales
como mesenquimales, lo que proporciona evidencia de la transicion
epitelio-mesenquimal como principio basico de la heterogeneidad
tisular en los adenomas pleomorficos (115). En consonancia con estos
hallazgos, la sobreexpresion inmunohistoquimica de nestina en los
adenomas pleomorficos podria interpretarse como un signo de este
fendmeno en lugar de relacionarse con el resultado clinico de la
neoplasia. Yanai et al. Obtuvieron resultados similares (111) pero no
lo relacionaron con el fenémeno de transicibn mesenquimatosa
epitelial. Nuestros resultados también son similares en el carcinoma
adenoide quistico, en el que la expresion fue fuerte y constante en las
células mioepiteliales periféricas, y el tumor de Warthin y el
carcinoma mucoepidermoide, ambos completamente negativos. El
papel de la nestina en la transicién epitelio-mesenquimatosa ya ha sido
reportado en diferentes contextos (116) y esto podria representar otro

ejemplo de esta funcion.

En nuestra serie no hemos podido demostrar expresion
inmunohistoquimica en ninguna neoplasia benigna, a excepcion de los
adenomas pleomorficos. En cambio, los tumores malignos han

mostrado diferentes grados de inmunoexpresion de nestina y tincion
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positiva, independientemente de su grado, podria ser util para evaluar
el caracter maligno de una lesion en pequefias biopsias. La expresion
de nestina no se correlaciona con la supervivencia, pero la recivida del
tumor se asocia con la tincion de Nestina. No se ha obtenido ninguna
relacion entre la expresion de Nestina y el género, pero se expresa mas
comunmente en tumores de pacientes ancianos. Estos resultados son
dificiles de interpretar debido a los diferentes tipos de tumores
incluidos en el estudio y al bajo nimero de algunos, pero parece claro
que la expresion inmunohistoquimica de Nestina no esta claramente
relacionada con el pronéstico en los tumores de cabeza y cuello como
grupo. Se necesitarian mas estudios que incluyan un numero
significativo de casos de cada tipo de tumor para aclarar este tema. No
obstante, la nestina podria ser un marcador util de la presencia de
células madre en tumores de cabeza y cuello, como se ha demostrado
anteriormente en otras neoplasias, 1o que puede tener implicaciones
relevantes en el manejo de estas neoplasias. Es ampliamente
reconocido que las células madre tumorales tienen un papel en la
iniciacién y progresion tumoral (117) y este hecho ya se habia

demostrado previamente en el cancer de cabeza y cuello.
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5. CONCLUSIONES

1. The most frequent sinus pathology was nonspecific sinusitis but a

tenth of the cases were malignant tumors.

2. Based only on the clinical-radiological study for malignant

neoplasms, almost quarter of cases may be misdiagnosed.

3. The pathology of the maxillary sinus is very varied and has very
different prognostic repercussions, so its correct characterization
is essential. The clinical-radiological study is sometimes
insufficient and histopathological confirmation is essential.

4. The occupancy of the clinically affected maxillary sinuses is
significantly greater than that of the contralateral ones.

5. Regarding the size of the sinus contour depending on the different
pathologies, we observed a greater frontal amplitude in the group
of patients suffering from cysts and a greater sinus area measured
in the frontal plane in the group of patients with inverted

papilloma, without overall volumetric differences.
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6. In medical terms, the overall percentage of occupation, determined

by the classical method of manual determination, does not differ
from that obtained by three-dimensional analysis using specific
complex software.

In our series we have not been able to demonstrate
immunohistochemical expression in any benign neoplasm of the
head and neck region, except in pleomorphic adenomas, in which
it seems to be related to the epithelial-mesenchymal transition and
not to the benign or malignant character of injury.

8. Although the general expression of nestin does not seem to be

10.

80

correlated with survival, tumor recurrence does.

Malignant tumors have shown different degrees of nestin
expression and regardless of their grade, it could be useful to

assess the malignant character of a lesion in small biopsies.

Nestin could be a useful marker to detect the presence of stem
cells in head and neck tumors, which may have relevant
implications in the management of these neoplasms due to its role

in the initiation and progression of tumors.
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Dictamen del comité de ética de la investigacion

CONSELLERIA DE SANIDADE Santiage Lugo
Secretaria Xeral Técnica

E XUNTA DE GALICIA Comité de Etica de la Investigacion j B I | C | B

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE SANTIAGO-LUGO

M2 Mercedes Rodicio Garcia, Vicesecretaria del Comité de Ftica de la Investigacién de Santiago-Lugo,

CERTIFICA:

Que este Comité evalud en su reunién del dia 18 de febrero de 2020 el estudio:

Titulo: Patologla del seno maxilar. Estudio clinico, radiolégico  histopatolégico
Versién: V2.0

Promotor/a: Mario Pérez Sayans Garcia

Investigador/a: Mario Pérez Sayans Garcia

Codigo de Registro: 2019/596

Y que este Comité, tomando en censideracion la pertinencia del estudio, el conocimlento disponible,
los requisitos legales aplicables y los Procedimientos Normalizados de Trabajo del Comité, emite un
dictamen FAVORABLE para la realizacidn del citade estudio.
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como en sus PNTs los requisitos legales vigentes.
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Presidente
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Santiago de Compostela,
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Maria José Alfaro Aguila-Real, Paciente experta. Lugo
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Compostela.

Ricardo Garcia Martinez. Licenciado en Derecho. Area de Gestién Integrada de Lugo.
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NOTA: Se le recuerda que en el caso de que en este estudio se recluten pacientes, el equipo
investigador debe tener disponible el Documento de Consentimiento Informado (Hojas de
Informacidn y Hojas de Firma} tanto en galego como en castellano en el momento de comenzar el
reclutamlento

Este comité sugiere a los investigadores que revisen de nuevo los tiempos verbales, puesto que, al
ser un estudio retrospectivo, todas las pruebas diagndsticas y clinicas ya estén realizadas y, por tanto,
es correcto referirse a ellas en pasado. Solo debe ir en futuro el astudio estadistico y la parte de la
metodologfa en la que explican cémo recopilarén los datos.
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