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RESUMEN

Las lesiones benignas o malignas de la mucosa bucal pueden presentar
cambios en la composicion de las citoqueratinas, por lo que anticuerpos para
citoqueratinas pueden ser (tiles para revelar cualquier cambio en el tejido con

alteraciones premalignas o malignas.

El objetivo de este trabajo fue determinar la inmunoexpresién de
citoqueratinas monoclonales conjugadas de alto y bajo peso molecular en
carcinoma epidermoide y carcinoma basocelular; utilizando los anticuerpos
monoclonales Citokeratin, High Molecular Weight (Basic), Monoclonal, Mouse IgG
fAE3], AM133-5M. y Citokeratin, Low Molecular Weight (Acidic), Monoclonal, Mouse

IgG1 [AE1],AM075-5M.

Los resultados fueron : En el carcinoma epidermoide [a expresidon de
citoqueratinas fue en 4 casos expresion leve ( +), 4 casos expresion moderada
(++) vy 4 casos de expresion severa (+++) utilizando anticuerpos monoclonales de
peso molecular conjugado y en carcinoma basocelular fue 4 casos expresion leve
(+) , 2 de expresion moderada (++) y 3 de expresion severa (+++). En base a
estos resultados se puede concluir que los anticuerpos para citoqueratinas
de peso molecular conjugado deben considerarse dentro de los
marcadores tumorales que pueden ser utiles para detectar alteraciones

del tejido epitelial.



INTRODUCCION

Los marcadores tumorales se utilizan con frecuencia para identificar
sustancias o productos que pueden estar presentes en la célula, ya sea en el nlcleo,
citoplasma, membrana plasmatica o en la matriz extracelular. Las técnicas
inmunohistoquimicas utilizan las reacciones antigeno anticuerpo especificas para un
tejido; los anticuerpos utilizados se desarrollan para identificar algin péptido,
proteina o componente nuclear de un tumor, en caso de identificar el antigeno para
el que se aplicaron los anticuerpos , la reaccién antigeno anticuerpo se evidencia
con un colorante visible mediante microscopia de luz., lo que indica positividad en la

busqueda de un antigeno en particular.

La existencia de anticuerpos monocionales capaces de reaccionar
selectivamente con determinados epitopes y la posibilidad de marcar estos
anticuerpos con diferentes sustancias han facilitado el diagnéstico
anatomopatoldgico de los tumores y el mejor conocimiento de su histogénesis.

Por lo general, las citoqueratinas prevalecen durante la transformacion
maligna, mientras que todos los demas criterios de identificacion del origen de la
célula se pierden; es por eso que hoy se ha reconocido que las citoqueratinas son
marcadores precisos de la diferenciacion celular del epitelio y han sido utilizadas

para determinar el origen y tipo cefular de las neoplasias.



ANTECEDENTES

La célula se considera la unidad basica y fundamental de todos los seres vivos
y se compone de varios elementos que la conforman y organizan. Son muy
complejas y poseen su propio centro de control, sistema de transporte interno e
interactuan con el medio extracelular por medio de la membrana plasmatica.’?>

El nicleo es el organelo mas prominente de Ja célula y es donde se encuentra
toda la informacién genética , puede ser esférico u oval, contiene al nuciéolo y a
los cromosomas; se encuentra cubierto por una membrana doble nuclear porosa y
se considera el centro regulador de la célula.

El nucléolo es un cuerpo granular en el nicleo y se considera el sitio de
sintesis del RNA ribosémico y de ensamble de los ribosomas. Los cromosomas
contienen a los genes , que son las unidades de informacién hereditaria que rigen la

estructura y actividades celulares.%3

Citoplasma

En el se encuentran los filamentos que en conjunto forman lo que es el
citoesqueleto, el cual tiene 2 funciones muy importantes: dar un marco de soporte
a la célula y su contenido, y proporcionar la maquinaria mediante la cual pueden
realizarse los movimientos de las células y sus organelos. Ademas tiene un papel

muy importante en la organizacién del contenido celular.?34

Los elementos del citoesqueleto son los candidatos viables para proporcionar

la citoarquitectura y el orden espacial tan caracteristico de la célula viva.>*®




Citoesqueleto

Se compone de 3 partes fibrosas bien definidas, los microfilamentos, los
filamentos intermedios y los microtibulos. Cada una de estas estructuras es un
polimero lineal no ramificado de subunidades de proteina que pueden extenderse
muchas micras a través del citoplasma. Ademas, existe un sistema mucho menos
definido de elementos fibrosos citoplasmicos; las microtrabéculas, las cuales al
parecer se encuentran asociadas con el citoesqueleto y pueden servir para integrar

todo el complejo de sustancias en una unidad funcional cooperativa.?*>®

Se debe tener en cuenta que, a pesar de que los elementos del citoesqueleto

parecen ser estructuras fijas inmutables en las micrografias, en realidad son un

grupo dinamico de organelos capaces de una rapida y drastica reorganizaci()n.z""s'6
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Los filamentos son de 3 tipos: Microfilamentos, microtibulos y los filamentos

intermedios.
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Microfilamentos

Se distribuyen en redes tridimensionales a través de toda la célula. En las
células musculares, hay 2 tipos de microfilamentos (miofilamentos): los
microfilamentos de 6 a 8 nm (denominados filamentos finos) de actina y los
microfilamentos de 15nm (denominados filamentos gruesos) de miosina. La
contraccion de estos microfilamentos es esencial en el flujo de material
citoplasmatico, es decir la formacién de corrientes protoplasmaticas que se observan

dentro de las células en cultivo. %787



Los microfilamentos también participan en el mantenimiento de la superficie
apical “plana” de las células epiteliales; es decir, la red terminal apical de filamentos
de actina actian como cables de tensidn bajo la superficie celular.

También se considera que otras redes entrecruzadas de microfilamentos son
un componente importante del citoesqueleto constituyendo la organizacidn

tridimensional subyacente de la matriz citoplasmatica.®”’

Microtabulos

Son estructuras pequefias, huecas y cilindricas presentes en todas las células
eucariotes, compuestas por 13 subunidades de proteina alfa tubulina y beta tubulina
formando la pared del microtibulo. A la unién de 2 moléculas de alfa tubulina y beta
tubulina se le denomina protofilamento.

Un microtubulo se compone de un 80 a 90% de tubulinas, mientras que el
10% restante son proteinas asociadas con los microtubulos { MAPs), que intervienen
en el ensamble y desensamble del microtibulo. Forman parte importante en la
composicion del citoesqueleto, como plataforma capaz de proporcionar un soporte
estructural, ademas de proporcionar cierto movimiento a la célula. La labilidad de los
microtubulos refleja que son polimeros que se originan por asociaciones no

covalentes de subtinidades monoméricas.®’:%°

Filamentos Intermedios

Son un grupo heterogéneo de elementos del citoesqueleto, de 8 a 10nm, que

se encuentran en distintos tipos celulares.®”?



Por muchos afnos, se ha mostrado en una amplia variedad de células la
presencia de filamentos largos sin ramificaciones y con un diametro de 100 A,
intermedios entre los filamentos de los microttbulos y los microfilamentos.%7-8°

Se sabe muy poco sobre su bioquimica y funcidén celular, y dado que poseen

un aspecto microscopico muy semejante, se agruparon con el nombre de filamentos
intermedios.%’-8°

Son un grupo quimicamente heterogéneo de estructuras cuya subunidades
proteicas pueden dividirse en cinco clases principales, con base en criterios
bioquimicos e inmunohistoquimicos. La propiedad mas distintiva de los
filamentos intermedios como grupo es su relativa insolubilidad y resistencia a la
desnaturalizacién cuando se les compara con otros componentes celulares.5”8:910

Tienen una funcién de sostén o estructural. Casi todas consisten de
subunidades con un peso molecular de 50,000. Ciertas evidencias sugieren que
muchas de las proteinas estructurales estables de los filamentos intermedios

derivaron por evolucidén debido a modificaciones genéticas menores de enzimas

muy conservadas. %!

Clasificacion de filamentos intermedios

Se han clasificado en cinco clases principales en base a su composicién

proteica y su distribucion celular.’
-Citoqueratina(prequeratina).
-Vimentina.

-Desmina.

-Neurofilamentos.

-Proteina gliofibrilar acida.®



Si bien las distintas clases de filamentos intermedios tienen diferentes
secuencias de aminodcidos y muestran cierta variacién en su peso molecular,
comparten una region homdloga importante para el autoensamblaje dei filamento.
Ademds, contienen una region de longitud variable disponible para el contacto
molecular con otras estructuras intracelulares, que les permite participar de muchas
funciones dentro de la célula y entre células.

Algunos de los filamentos intermedios de las células musculares y epidérmicas
conectan organelos o estructuras internas a proteinas transmembrana que estdn

unidas a proteinas transmembranales similares de células vecinas o a filamentos de

la matriz extracelutar.581°

Los filamentos intermedios, al igual que los microtibulos y los
microfilamentos; no desaparecen y se vuelven a formar de manera continua.%°

Por estas razones se cree que los filamentos intermedios desempeiian un
papel estructural esencial dentro de la célula y que constituyen el enlace
citoplasmatico de una unidad filamentosa textural que incluye los filamentos

citoplasmaticos, nucleares y extracelulares.® 7810

Se han empleado técnicas de inmunomarcado para determinar la
distribucidn de estos cinco tipos de filamentos intermedios; ya que se ha
observado que son de gran utilidad como marcadores tumorales.

También han sido Utiles en medicina clinica como anticuerpos especificos para
distintos tipos de filamentos, para facilitar el Dx de tumores. Por ejemplo, se
emplean los anticuerpos antiqueratina para detectar tonofilamentos en tumores
epiteliales (en especial cutaneos) y los anticuerpos antivimentina para identificar
células tumorales de origen mesenquimatico.’

Los filamentos intermedios también sirven de inmunomarcadores.
tienden a ser especificos para el tipo celular y, después de la transformacion
neoplasica, conservan especificidad relativa. Asi, los anticuerpos contra los

filamentos intermedios permiten realizar una discriminacién confiable entre
9,10

9,10,11
’

neoplasias de estirpe epitelial, mesenquimatosa o nerviosa poco diferenciadas.



Otros componentes del citoesqueleto son las estructuras de anclaje a la
membrana, que incluyen desmosomas, hemidesmosomas y vesiculas intracelulares
unidas a los desmosomas. Unidos a los desmosomas se han descubierto una serie
de polipéptidos, como desmoplaquinas, polipéptidos glicosilados y polipéptidos no
glicosilados, cuyos anticuerpos se han utilizado como marcadores de células
epiteliales.®’

Existe una buena correlacidon de estos polipéptidos con presencia de

citoqueratina.®”5°

CITOQUERATINAS

Los filamentos intermedios se dividen en cinco clases distintas que vya
mencionamos anteriormente y de los cuales se destaca la importancia de las
citoqueratinas que son una familia multigénica de proteinas que comprenden por
lo menos 19 polipéptidos distintos y son caracteristicas de células epiteliales y
carcinomas, los cuales se clasifican por su pH (5.2 a 7.8), inmunoreactividad, peso
molecular, carga eléctrica y punto isoeléctrico. Las citoqueratinas acidas son muy

pequefias y las citoqueratinas bdsicas o neutras son mas grandes.58101!

El andlisis de la citoqueratina mediante electroforesis bidimensional ha
demostrado que existen 19 subtipos que difieren en peso molecular y punto
isoeléctrico. Epitelios de distinta localizacion muestran diferentes tipos de
citoqueratina.®'%!! Los filamentos intermedios compuestos por queratinas, son
particularmente importantes en ciertas células epidérmicas de vertebrados, y forman
mallas entrecruzadas covalentemente que se mantienen incluso después de

producirse la muerte de la célula.®°
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La infraestructura de citoqueratinas consiste en un sistema citopldsmico
abundante, cuya funcién no se conoce completamente. XuXc y cols, mediante un
estudio se descubrié que la introduccién de un sistema de citoqueratinas dentro de
células eucaridticas, da como resultado un fenotipo resistente a ciertas drogas.*?

Existe gran controversia respecto a la clasificacion de las citoqueratinas. Las
principales clasificaciones que se han realizado son las siguientes:

Shearer'® y Gartner'® establecen dos grupos en base a sus secuencias
primarias. En humanos, el grupo I esta compuesto por 15 citoqueratinas acidas (44-
60 Kda) y el grupo II consiste en 15 citoqueratinas neutras o basicas(50-
70Kda).'>

Garcia y cols.’®> Abe y cols.’® y Maeda y cols.!” proponen 19 variedades,
clasificandolas en tipo I (acidas), de bajo peso molecular (subtipos de 10 a! 19), y
tipo II (basicas), de alto peso molecular (subtipos de 1 a 9).11%17

Los epitelios simples expresan las variedades de tipo I, el estratificado las de
tipo II y una combinacién de ambos tipos aparecen en el epitelio transicional de
vejiga y pseudoestratificado pulmonar. La mayor parte de los anticuerpos
policlonales ponen de manifiesto citoqueratinas del epitelio escamoso, dandole
escasa o0 nula reaccidén en otros epitelios. Asi pues, para la utilizacion diagndstica de
estos anticuerpos deberan utilizarse mezclas de anticuerpos monocionales que
contengan una gama amplia de citoqueratinas (AE1 y AE3 que reconocen las
citoqueratinas acidas y basicas, respectivamente).!®

Li y cols.!® también mencionan la existencia de 20 subtipos, aunque manejan
una clasificacion distinta, siendo las citoqueratinas tipo I (&cidas, CK9 —CK20) v las
del tipo II (basicas CK1 — CK8).'®
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Al parecer, la siguiente y ultima clasificacion es la que presenta mayor

aceptacién en la literatura:

Hamakawa y cols.'®, Heyden y cois?®®, Ogden y cols.?!, Luomanen y cols.??,
Hiruyuki y cols.?®> y Ogden y cols.?® las dividen de acuerdo a su peso molecular y a
su punto isoeiéctrico por electroforesis bidimensional en 20 puntos en el rango de
peso molecular de 40 a 67 Kda y en un rango de pH de 4.9 a 7.8. Ademas , se han
clasificado de acuerdo a la reactividad al anticuerpo monoclonal y su secuencia de
aminoacidos en citoqueratinas tipo I (acidas, CK1- CK8) y citoqueratinas tipo II
(neutras o basicas, CK9- CK20).19:20:21,22,23,24,25,26,27

La expresidn de estos polipéptidos depende del tipo de epitelio.
17,18,19,20,21,22,23,24.25 Ayunque la mayoria de citoqueratinas estidn presentes en una
célula epitelial en particular, las citoqueratinas acidas y bdsicas estan presentes en
cantidad equimolar. En el epitelio normal, los pares de queratinas se expresan de
manera constante y su clasificacion numeérica esta implicada en la definicidén de su
distribucién tisular.'® De esta manera, las células del epitelio escamoso expresan
CK1-CK6 y CK9-CK17, mientras que las células del epitelio simple columnar expresan

CK7,CK8,CK18-CK20.923

Citoqueratinas como marcador tumoral

Las lesiones benignas o malignas de la mucosa bucal pueden presentar un
incremento o disminucién en el grado de queratinizacién. Luomanen y cols.??
Reportan estudios que muestran cambios en la composicidn de las citoqueratinas de
las lesiones premalignas y malignas, por lo que los anticuerpos para citoqueratinas
pueden ser (tiles para revelar cualquier cambio en el tejido con alteraciones

preneoplasicas o neoplasicas.??
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Por lo general, las citoqueratinas prevalecen durante la transformacion
maligna, mientras gque todos los demas criterios de identificacion del origen de la
célula se pierden; es por eso que hoy se ha reconocido que las citoqueratinas son

marcadores muy precisos de la diferenciacion celular de epitelio y han sido utilizadas
para determinar el origen y tipo celular de las neoplasias.?%2533

E! diagndstico del cancer se basa en el estudio anatomopatoldgico con
técnicas histoldgicas basicas. Sin embargo, la informaciéon que se desprende del
diagndstico microscopico basico es insuficiente para el plantemamiento

terapéutico.?%%:33

Actualmente, ademas del diagndstico histoldgico completo, es necesaria la
aplicacion de técnicas inmunohistoguimicas para la demostracion de diversas
proteinas que permitan asegurar la histogénesis y la presencia de indicadores de
prondstico del tumor, en algunos casos, la aplicacién de técnicas de biologia

molecular estan indicadas para la demostracidon de genes o mutaciones de genes

con valor prondstico.%1*283437 | 3 existencia de anticuerpos monoclonales capaces

de reaccionar selectivamente con determinados epitopes y la posibilidad de marcar
estos anticuerpos con diferentes sustancias han facilitado el diagndstico
anatomopatolégico de los tumores y el mejor conocimiento de su histogénesis. %2833

Segin Osborn y Weber, los tumores primarios o sus metdstasis conservan,

grado de diferenciacién, el patréon de filamentos

independientemente del
37,38,39

intermedios propio de la célula histogenética precursora.

La determinacién por meétodos inmunchistoquimicos de
intermedios permite determinar la filiacién de las metdstasis de origen desconocido,
diagndstico diferencial histopatoldgico: timoma/linfoma,

los filamentos

establecer el
carcinoma/melanoma, carcinoma/linfoma, ayudar al diagndstico de tumores poco

diferenciados, deteccion temprana de micrometastasis e invasion vascular y linfatica

y ampliar los métodos de investigacion de las neoplasias: histogénesis, grado de

diferenciacion, sintesis de antigenos oncofetales.3”-3%3°



Citoqueratinas en cancer de cabeza y cuello

El patrén de citoqueratinas en la mucosa bucal normal muestra variaciones
regionales de acuerdo con el patrén de cornificacion.!”?%22:2527 Generalmente, cada
citoqueratina tipo I se encuentra asociada con una citoqueratina tipo II en
particular. La composicién de estas parejas de proteinas varia dependiendo del tipo
celular y estado de diferenciacion, que puede verse influenciado por enfermedades y
el ambiente en que crece la célula. 17:18:20:21,22,24,27,56

la cavidad bucal expresa un amplio espectro de citoqueratinas.
Principaimente, las células basales ya que expresan CK14 y CK15; las areas gue no
queratinizan (piso de boca) expresan CK19. La mayoria de los estratos suprabasales
expresan CK4 y CK13. Adicionalmente, en las areas queratinizantes (paladar duro)
se observa expresion suprabasal de CK! Y CK10. CK6 y CK16 también se encuentran
en muchas regiones de forma suprabasal. Generalmente, CK8, CK18 y CK19 no se
expresan en grandes cantidades en mucosa bucal normal pero han sido asociadas
con la presencia de muchos tumores.?*%°

El uso de anticuerpos para citoqueratinas como marcadores en cancer bucal
requiere de la identificacion de la distribucién y la localizacién de citoqueratinas en el
tEjidO tumoral. 18,19,20,21,23,25,27

En un estudio reciente se detectd expresion suprabasal limitada de CK1/10 en
mucosa bucal normal, lo que indica que el epitelio bucal normal esta preparandose
para la queratinizacién; en ese mismo estudio, la expresién de este par de
citoqueratinas se incrementé de manera importante en lesiones ortoqueratdsicas.?®

En otro estudio se detectd expresion uniforme de CK4 y CK13 en el estrato
espinoso de las lesiones paraqueratdsicas estudiadas, mostrando incluso, expresion
ocasional en células basales. En contraste, las areas ortoqueratinizadas, mostraron
una expresion de CK4 y CK13 que variaba de homogénea a discreta en las capas

suprabasales.*°
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Aunque no bhay citoqueratinas especificas de la cavidad bucal, el
conocimiento de los cambios en el tejido que sufre transformacion maligna, puede
ser valioso en el diagndstico temprano de cancer??®; de hecho, los cambios en la
expresion de citoqueratinas, tanto a nivel de transcripcidn como a nivel proteinico,
puede informarnos del papel especifico que juega la diferenciacion de las
citoqueratinas en lesiones no displasicas como son las queratosis bucales, que estan
asociadas a un patron alterado de diferenciacion, de un epitelio no queratinizado a
uno para u ortoqueratinizado.*®

Actualmente, los estudios inmunohistoquimicos de Ila expresion de
citoqueratinas proporcionan datos (tiles sobre la diferenciacion epitelial y la
actividad de proliferacion en algunas lesiones bucales, ya que ayudan a dilucidar los
cambios moleculares involucrados en dichas lesiones,18:21:25.27.56

Las lesiones de la mucosa bucal, tanto benignas como displasicas,
frecuentemente se caracterizan por un aumento o disminucidn del grado de
cornificacion. Es bien sabido que las citoqueratinas expresadas por las células
epiteliales reflejan el estado de diferenciacién celular. En estudios recientes se han
demostrado cambios en la composicion de citoqueratinas en lesiones premalignas y
malignas de la cavidad bucal. Es de esta manera como los anticuerpos para
citoqueratinas pueden ser de utilidad para revelar cualquier cambio en el perfil de
tejidos con aiteraciones preneoplasicas o neoplasicas, ya que se ha especulado que

los cambios en la expresién de citoqueratinas pueden aparecer antes que las

alteraciones histolégicas.?*%*

El uso de las citoqueratinas como marcadores proteicos proporciona grandes
ventajas, ya que son abundantes, estables y altamente antigénicas. Es por esto que
los anticuerpos para los distintos grupos de citoqueratinas se utilizan ampliamente
como marcadores celulares de varios tipos de epitelio y sus respectivas neoplasias.
De hecho, estudios actuales sugieren que los anticuerpos monoespecificos para
queratinas aplicados inmunohistoquimicamente, pueden ser un auxiliar para definir

el grado de diferenciacién en displasias bucales?®
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Asi como también pueden servir como marcadores precoces indicativos de

alteraciones en lesiones premalignas,7:20:22.24

La transformacién maligna, a menudo se asocia con alteraciones en la
expresién de marcadores normales de diferenciacién, que pueden servir como
puntos terminales intermedios en la carcinogénesis y en la prevencion del cancer.
Para identificar cambios tempranos en los marcadores de diferenciacidon durante el
desarrolio de cancer de cabeza y cuello, han examinado la expresion de CKs 1, 8, 13
y 19 por medio de métodos inmunohistoquimicos. Observando que la expresién de
CK19 se incrementa en las lesiones hiperpldsicas y continua expresandose en
lesiones displdsicas y malignas, mientras que la expresion de CK8 es baja en tejidos
normales e hiperplasicos, pero aumenta en tejidos displasicos y malignos.!? De esta

forma, CK8 y 19 podrian ser marcadores de cambios premalignos secuenciales en

carcinogénesis de cabeza y cuello.%2%2

Se sabe que la antigenicidad de las citoqueratinas se reduce con los fijadores
y con un tiempo prolongado de fijacion. Por esta razon, se prefieren muestras
frescas congeladas para técnicas inmunohistoquimicas. Sin embargo, se ha visto que
la antigenicidad en los cortes histolégicos de bloques de cera puede restaurarse con
un tratamiento previo en microondas (dos veces, por 5 minutos cada vez). Por
consecuencia, la intensidad de tincidén y los rangos de tincidn positivos mejoran
notablemente en comparacion con los especimenes que no tuvieron tratamiento en
microondas.?

El carcinoma epidermoide se diagnostica mediante criterios histoldgicos en
una biopsia representativa del tejido neoplasico.®%%%%3 Es comin a todas las
lesiones malignas la presencia de invasion hacia el tejido conjuntivo subyacente y la
posibilidad de que las células malignas infiltren los vasos linfaticos y sanguineos,

haciendo posible su transporte a distancia (metastasis).
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Aunque todos los carcinomas tienen la posibilidad de metastatizar, hay una
gran diversidad en el potencial metastatico de los diversos carcinomas de células
escamosas o epidermoides. Este potencial estd correlacionado con la gradificacion
histoldgica en que se encuentra el carcinoma epidermoide bucal. 3839424

El tipo histoldgico se relaciona con el grado de diferenciacion que presentan

las células tumorales y la similitud entre la arquitectura del tejido y el epitelio

normal 36,38,42,43
Los tumores que producen cantidades importantes de queratina y presentan

algunos rasgos de maduracion desde las células basales a queratina se consideran

bien diferenciados.3®*’

Los tumores que producen escasa o nula queratina, pero en los cuales el
epitelio todavia es reconocible como plano estratificado, a pesar de su importante
desviacion de la normalidad, se consideran como moderadamente diferenciados.>®%’
Los tumores que no producen queratina, tienen poco parecido con el epitelio plano
estratificado, muestran una significativa falta de patron estructural normal y de

cohesién de las células y presentan alteraciones celulares extensas se designan

como poco diferenciados.3%4”

El carcinoma de células basales se diagnostica por medio de criterios
histopatolégicos del tejido neoplasico, el cual aparece como nidos y cordones de
células basaloides que se originan en la zona de células basales del epitelio. Los
nuicleos poseen morfologia tintorial uniforme; las células neoplasicas en ia periferia
de los nidos y cordones son pdlidas y con frecuencia con distribucion

columnar.36:9243,47

Una variante poco frecuente es el carcinoma de células basales
queratinizante, donde se observa un patrén de queratinizacion que simula cabellos.

Por o tanto, la utilizacidn de las citoqueratinas como marcadores citologicos en la

identificacién de carcinoma de células basales.36:9%347
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DISPLASIA EPITELIAL

En el desarrolio del tejido normal pueden existir alteraciones, lo que
originaria una displasia, que significa alteracién del desarrollo; sin embargo este
termino se usa aplicado a células epiteliales que han experimentado proliferacion y
alteraciones citoldgicas atipicas, que afectan al tamario, forma y organizacion
celular. 433055

Hoy en dia el grado de displasia es usado como base para la diferenciacién
histolégica en la medicina clinica mientras el término atipia se refiere a las
caracteristicas celulares anormales.

La displasia epitelial representa pérdida de la orientacién normal de las
células. 35955

El epitelio estratificado escamoso displasico estd engrosado por hiperplasia de
las células basales fo que se acompafia de maduracion desordenada de las células a

medida que se aproximan a las capas superficiales.3638:43,50,51,54

Para determinar la existencia de displasia se consideran varios parametros :

50,51

Pérdida de la polaridad de las células basales.
Presencia de mas de una capa de células con apariencia basaloide.
Pérdida de la relacidn nticleo citoplasma.

Pérdida de la polaridad o estratificacién celular.

Aumento en el nimero de mitosis normales o atipicas.

Presencia de mitosis en la mitad superficial del epitelio.
Pleomorfismo celular.

Hipercromatismo celular.

Nucleolos prominentes.

Pérdida de la cohesién celular.

Queratinizacion de células individuales, o en grupos de células del estrato espinoso.

Procesos epiteliales en forma de gota.
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No todos estos cambios se observan necesariamente; en base a esto la
displasia epitelial se divide en : leve, moderada y severa de acuerdo con la presencia

y grado de los rasgos atipicos.**

TUMOR

Se puede describir como un tejido anormal en crecimiento activo, compuesto
por células derivadas de otras que han sufrido una alteracién irreversible en la
diferenciacidon de crecimiento progresivo, que sobrepasa al de los tejidos normales y

no esta coordinado con éstos.*!

El cédncer se considera una enfermedad que se origina en una regién
localizada y que después se disemina al resto del organismo, al que gradualmente
destruye. El problema se debe a que tiene un largo periodo de latencia,
originandose en una célula y multiplicAndose periddicamente, avanza en forma
silenciosa durante afios hasta que alcanza un numero aproximado de células, hasta
entonces puede ser diagnosticado clinicamente, pero la neoplasia maligna ha

alcanzado tal dimensién que lo mas probable es que ya se encuentre en proceso de
36,37,38,46,47,48,51,55

diseminacion.

El caracter definitivo de la proliferacion neoplasica es su autonomia o
incoordinacién respecto a la estructura y funcién del organismo, asi como su
progresion continua. Por esos hechos difiere fundamentalmente de la proliferaciéon
durante la reparacidén, del crecimiento hiperplasico y de las malformaciones en las
que la multiplicacién celular esta limitada en cantidad y duracion, de acuerdo con

factores mds o menos conocidos,37:4243:46:47,48,55
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El desarrollo de un tumor maligno es el resultado de un proceso biolégico
mediante el cual se producen mutaciones sucesivas, que provocan proliferacion
celular continua; una vez que se efectua este cambio, ocurre multiplicacién celular
progresiva, con invasion subsecuente de los tejidos vecinos sobre una zona cada vez
mas amplia. Las células tumorales estan dotadas de movimientos y se adhieren

menos firmemente entre si que las células normales, facilitando la infiltracién local y

Sistemica.36'37'38'42'43'49

Existe un paralelismo definitivo entre los caracteres celulares de los tumores y
su grado de malignidad, basado principalmente en el ritmo de multiplicacién y la

diferenciacién de las células tumorales.3”38

Los tumores malignos crecen por infiltracion, invasién y destruccidn
progresiva del tejido que los rodea, suelen estar mal delimitados con respecto al
tejido adyacente normal faltando un plano de separacién bien definido.*

Una caracteristica que define claramente que una lesién es maligna es la
metastasis que son implantes tumorales a distancia que no guardan continuidad con

el tumor primario, 37:3842:43,44,45,36

Tumor y neoplasia son sindnimos. La palabra cancer se refiere a tumor
maligno, derivado del latin cancrum, que significa cangrejo, expresa el modo

pertinaz de adherirse e invadir que lo caracteriza.®?




CARCINOMA EPIDERMOIDE

También se conoce como carcinoma de células escamosas y carcinoma
espinocelular; Se caracteriza por ser una neoplasia maligna del epitelio plano

estratificado que puede producir proliferacién destructiva local y metastasis a

distancia 36,38,42,43,46

Suele ser la etapa final de la proliferaciéon del epitelio plano estratificado,
iniciAandose como una displasia y evolucionando hasta que las células epiteliales
displasicas rompen la membrana basal e invaden el tejido conjuntivo.

€l carcinoma epidermoide es la neoplasia maligna mas frecuente de la
cavidad bucal, representando alrededor del 90% del total de los tumores malignos
de boca. Aunque se presenta en diversas localizaciones es mas frecuente en el labio
inferior, en los bordes laterales de la lengua y en el piso de la boca. La incidencia
aumenta con la edad; la mayoria de los casos se presentan después de los 40

afios. 9243

Etiologia

Existen varios factores que predisponen la aparicion del carcinoma
epidermoide; entre elios se encuentran el consumo de tabaco y alcohol como los de
mayor importancia; ademas de los virus, radiacidon actinica, inmunosupresion,
deficiencias nutricionales, enfermedades preexistentes e irritacion

Crénica .42,43,46,47,48,5 1

Tabaco.- Existen estudios epidemiolégicos que demuestran dicha asociacion,
al observar que un porcentaje muy elevado de los pacientes con carcinoma de la

cavidad bucal corresponde a grandes fumadores.



El riesgo aumenta, cuanto mayor es la cantidad de tabaco consumida;
ademads, la forma o el modo en el que se consume el tabaco parece condicionar una
mayor o menor probabilidad de aparicién del carcinoma.®42

Todas las formas de inhalacién del humo del tabaco, asi como el consumo del
tabaco masticado, se relaciona con esta enfermedad, los fumadores de pipa y puro
tienen mayor riesgo de presentar este padecimiento que los fumadores de cigarrilios

normales.3%42

Alcohol.- Un elevado porcentaje de los pacientes con carcinoma epidermoide
son grandes bebedores y el riesgo aumenta conforme incrementa el consumo de
bebidas alcohdlicas; se piensa que el alcohol es el promotor y no iniciador de la
enfermedad y este efecto se debe a la capacidad de irritaciéon de la mucosa y de
actuar como solvente de los agentes carcinogénicos. Por otra parte, se piensa que la

deficiencia en la higiene bucal puede tener un efecto carcinogénico,384246

Caracteristicas clinicas

Tiene una serie de presentaciones clinicas. Las presentaciones tempranas
mas comunes son la leucoplasia y las eritroplasia .

Puede aparecer en las dreas expuestas al sol como el labio inferior o
desarrollarse en tejido normal, en una queratosis actinica preexistente o también
puede iniciar como una papula o placa roja con superficie escamosa o costrosa;
puede ser nodular, en ocasiones con supertficie verrucosa, que ulcera e invade el
tejido subyacente. Un tercio de las lesiones linguales o mucosas han dado

metdstasis antes de ser diagnosticadas. 38424651
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El carcinoma epidermoide en estadio avanzado puede presentarse bajo tres

formas clinicas :

Tipo exofitico.- Presenta crecimiento de forma vegetante, hacia fuera, y se

observa una tumoracion de superficie irregular y dura a la palpacion.

Tipo endofitico.- Corresponde a la tipica ulcera neoplasica, la cual se
caracteriza por tener una forma irregular, con bordes evertidos y fondo sucio. A la
palpacidn se percibe dureza y sensacion de infiltracidn en los tejidos profundos.

Tipo Mixto .- Aparecen asociadas las dos formas anteriores. 42

El sistema TNM se utiliza para describir de modo objetivo la extension

anatémica de la enfermedad y se apoya en 3 criterios :4435°

T : extensién del tumor primario.
N : estado de los ganglios linfaticos en relacién con el tumor primario.
M : Presencia de metastasis.
Cada una de estas divisiones tiene a su vez varias subdivisiones en relacién
con la extensién de la enfermedad, tanto a nivel local como a distancia.

Caracteristicas histoldgicas

Al disminuir el nivel de diferenciacidon hay incremento en el nimero de células
anaplasicas, las caracteristicas citoldgicas incluyen aumento en la proporcién
nucleocitoplasma, hipercromatismo nuclear, queratinizacion de céiulas individuales,

figuras mitdticas atipicas asi como aumento en la velocidad mitdtica, 9243-5!
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El carcinoma epidermoide deriva del epitelio escamoso estratificado de la
cavidad bucal, es decir, de los queratinocitos. Desde el punto de vista morfoldgico
se les ha clasificado segln diferentes criterios. E} criterio de diferenciacion es el mas
sencillo y estd basado en el anadlisis del patron histolégico del tumor, en
comparacién con las caracteristicas del epitelio estratificado malpigiano del cual

deriva.
Segln la semejanza o, por el contrario, 1a ausencia de parecido, se clasifican
en tres grados : bien diferenciado, moderadamente diferenciado y poco
36,38,42,43,46

diferenciado.

Bien diferenciado.-Presentan un aspecto histologico muy similar a la de un
epitelio plano escamoso queratinizado y las células constituyentes tienden a
madurar en su estrato cérneo, es decir que se forma queratina.

Estos tumores estadn constituidos por elementos epiteliales dispuestos en
nidos, cordones o masas sélidas con limites bien definidos. Las mitosis no suelen ser
muy abundantes y existen escasas mitosis atipicas. Es frecuente encontrar un
infiltrado inflamatorio peritumoral,36:38:42:43.46

Moderadamente diferenciado.- Posee una menor semejanza con las
células escamosas, tanto en la forma como en la disposicion de sus células. La
presencia de queratina es menor y en ocasiones se producen fenomenos de
queratinizacion individual de una célula, a esto se le conoce con el nombre de
disqueratosis. El nimero de mitosis suele ser mas elevado y el infiltrado inflamatorio

peritumoral es menor,36:384243.46

Poco diferenciado.- También denominados mal diferenciados o
indiferenciados. El parecido de los elementos celulares neopldsicos con el epitelio
escamoso es muy escaso, existiendo en ocasiones verdadera dificultad para
reconocer el origen epitelial del tumor debido al gran pleomorfismo celular, al
escaso grado de maduracién y al elevado numero de mitosis. Las células no
mantienen una cohesion entre ellas, de forma que la arquitectura tumoral tiene un

aspecto disperso.

YFull CON
FALLA I ORIGEN




En ocasiones es necesario realizar el diagnoéstico diferencial con sarcomas

debido al aspecto seudosarcomatoso de las células,3®384243:46

Clasificacion de Jackobsson

Se basa en dos factores para el desarrollo de un tumor de origen epitelial que
son los factores intrinsecos de la neoplasia y factores del huésped-tumor. A

continuacion se describen cada uno: %4853

Factores intrinsecos a la neoplasia:

Grado de queratinizacion : Formacion de perlas corneas o zonas

individuales queratinizadas.*?
Grado 1 Altamente queratinizantes (50% de las células malignas presentan
queratinizacion).
Grado II Moderadamente queratinizantes ( 20 a 50% de las células malignas
presentan queratinizacion).
Grado III Minima queratinizacion (5 a 20% de células malignas presentan
queratinizacion).
Grado IV Minima o nula queratinizacién.

Polimorfismo nuclear : Observacién del nimero, tamafo y forma de los
nucleos de las células tumorales.?
Grado 1 Poco polimorfismo, poblacién relativamente homogénea (75% células
maduras).
Grado II Moderado polimorfismo nuclear (50 a 70% de células maduras).
Grado III Abundante polimorfismo nuclear (25 a 50% de células maduras).
Grado IV Extremo polimorfismo (0 a 25% de células maduras).



Numero de mitosis : Se deben de ver numerosos campos a una resolucién
de 40X, ¥
Grado I: 0 a 1 mitosis.
Grado II : 2 a 3 mitosis.
Grado III : 4 a 5 mitosis.
Grado IV : mas de 6 mitosis.

Factores relacionados entre tumor y huesped :

Patrén de invasion : Se observan las caracteristicas infiltrativas.*?
Grado 1 : Compuesta de areas sdlidas de las células con bordes definidos o de tipo
empujante.
Grado II : Con infiltrado en cordones sélidos, bandas o listones.
Grado III : Grupos pequeios de células o cordones delgados infiltrando el estroma.
El ndmero de células en cada grupo no es mayor de 15.
Grado 1V : Marcada invasion con células infiltrando de manera individual o en
grupos menores a 15 células por grupo.

Estado de invasion tumoral : Define a la profundidad de la invasion de la
neoplasia.*?
Grado I : Confinada al epitelio. In situ o cuestionable invasion.
Grado II : Invasién afectando claramente la lamina propia.
Grado III : Invasion por debajo de la ldamina propia, en partes adyacentes al
musculo.
Grado IV : Invasion a través del hueso o profunda a planos musculares.



Infiltrado linfoplasmocitario : Reflejo del estado inmunoldgico del
huésped frente a la neoplasia ( No se debe evaluar en zonas ulceradas), de
preferencia se debe hacer en las fronteras de las areas de invasion tumoral.*?

Grado I : Abundante infiltrado de linfocitos o células plasmaticas en estrecha
relacién con las células tumorales.

Grado II : Moderado infiltrado.

Grado III ; Ligero infiltrado.

Grado IV : Nulo.

Diagndstico diferencial

El carcinoma epidermoide cuando se presenta en la forma clinica de Ulceras
crénicas que no cicatrizan, puede diagnosticarse como lesién infecciosa hasta que se
compruebe lo contrario mediante la biopsia, ya que a veces en la clinica es imposible

diferenciar entre tuberculosis, sifilis o infecciones micéticas profundas de ulceras del

cancer bucal.3638:42:43

Por otro lado debe descartarse de un traumatismo cronico incluyendo
también a las lesiones superficiales; por lo que {a historia clinica debe ser cuidadosa

y el diagndstico puede confirmarse con una biopsia.36-384243

CARCINOMA BASOCELULAR

También se conoce con el nombre de carcinoma de células basales o
epitelioma basocelular. Es una lesién maligna frecuente de la piel, localmente

destructiva, no metastatizante, constituida por agrupaciones medulares de células

basales 36,37,42,43,51



El carcinoma de células basales es un tumor maligno de las dreas pilosas de
la piel. Aunque no se origina en las membranas mucosas puede afectarlas mediante

propagacion directa desde la piel adyacente,?%37:9243.51

Etiologia

Se desarrolla principalmente en la piel expuesta al sol de la parte superior de
la cara, incluidos la frente y las orejas, en individuos de tez blanca. Las personas de
piel oscura rara vez se ven afectadas. La exposiciéon ocupacional o recreativa a la
luz solar directa (actinica) es un factor etioldégico conocido de este tumor. Se

presenta mas frecuentemente el los hombres que en las mujeres. %

La incidencia es mayor en regiones con altas temperaturas y baja humedad.
Puede desarroltarse con mayor frecuencia en personas que se encuentran en la

cuarta década de la vida en adelante. %351

Caracteristicas clinicas

Es el mas frecuente de cabeza y cuello; la regiéon media de la cara es el area
donde se encuentra la mayor parte de los carcinomas de células basales, es de
forma noduloulcerativa, indurado, suave con un aspecto aperiado y con vasos
telangiectdsicos que cursan sobre su superficie. Con el tiempo, el centro de la lesién
se ulcera y forma costra y al expanderse la lesion las estructuras vitales adyacentes

se erosionan con lentitud.3®4%43%7
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Se inicia como una papula ligeramente elevada que aumenta lentamente de
tamafio y finalmente desarrolla una Glcera central costrosa con borde elevado liso
arrollado. Si no se trata, el tumor aumenta de tamafo e invade los tejidos y las
estructuras adyacentes por extension directa, pero rara vez metastatiza. Aunque la
mayoria de los carcinomas de células basales son tumores solitarios, los que se

presentan en el Sindrome de Gorlin-Gotz son multiples.36-4243:47

En ocasiones es posible observar otras formas clinicas; la forma pigmentada
del carcinoma de células basales se presenta de manera similar al del tipo
noduloulcerativo con la diferencia de que ademas hay pigmentacién melanica en la
periferia del tumor.

La forma superficial se presenta como una lesion descamada, eritematosa que
surge en la superficie de la piel, en ocasiones aparece como un proceso atrofico
semejante a una escama.

La forma fibrosa del carcinoma basocelular se presenta como una placa
indurada amarillenta que puede deprimirse en forma ligera o aplanarse, lo que
parece una escama lenta o insidiosa en su crecimiento en ausencia de traumatismo.

La variante papula fibrosa o fibroma perifolicular de este carcinoma surge

como una lesidn firme que casi siempre se localiza en el tronco inferior o en el area

lumbosacra.36:42:43.47

Caracteristicas histolégicas

Aparecen con patrones circunscritos o difusos; en el primero, surgen células
cuboidales de la regidén de las células basales epidermicas. Los nlcleos presentan

una morfologia relativamente uniforme y calidad tintorial.
Las células neopldsicas alrededor de la periferia de los nidos invasores y

cordones casi siempre estan en empalizada y a menudo en forma columnar,36:4243.47



La queratinizacion parece a la del cabello que se observa en la variante no
frecuente, el carcinoma de células basales queratdsico.
El termino adenoide se utitiza como modificador histolégico para describir los

carcinomas de células basales que sugieren diferenciacién glandular. Otros tipos se

describen como sdlidos o quisticos.?*>

En el patrén histopatoldgico difuso de este carcinoma, el tipo mds importante
es aquel en el que se encuentran nidos infiltrativos pequefios en un estroma
fibroblastico (carcinoma de células basales infiltrativo) este se describe con un
patrén de crecimiento continuo que puede pronosticar un curso clinico mas agresivo.

Otros tipos difusos microscépicos se designan como superficial y

micronodular, %9349
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los tumores malignos pueden ser tan indiferenciados microscopicamente que
es imposible distinguir entre un tumor de origen epitelial y un mesenquimatoso. Los
marcadores tumorales se basan en la preservacidén de caracteristicas de la célula
progenitora o en la sintesis de proteinas especializadas por la céluia neoplasica, para

hacer esta distincion.

Los filamentos intermedios sirven de inmunomarcadores. Ellos tienden a ser
especificos para el tipo celular y después de la transformacion neoplasica, conservan
esta especificidad relativa; ademas de que son faciles de realizar.

Asi, los anticuerpos contra los filamentos intermedios permiten realizar una
discriminacién confiable entre neoplasias de estirpe epitelial, mesenquimatosa y

nerviosa poco diferenciadas.

Las citoqueratinas y sus respectivos anticuerpos pueden ser de gran
importancia en la diferenciacion epitelial; por lo que si consideramos que el
carcinoma epidermoide y el carcinoma de células basales son neoplasias con
alteraciones del tejido epitelial; también existird expresidon de citoqueratinas del

tejido alterado.
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JUSTIFICACION

Generaimente, las neoplasias y sus metdastasis conservan,
independientemente del grado de diferenciacion, el patron de filamentos
intermedios propio de la célula citogenética precursora.

Esto quiere decir que las citoqueratinas se conservan en el citoesqueleto de la
célula durante la transformacién maligna; de ahi que actualmente se considera
como un marcador muy preciso de la diferenciacién celular del epitelio y han sido
utilizadas para determinar el origen y tipo celular de los tumores.

Existen diferentes tipos de citoqueratinas que se aplican como marcadores
tumorales; pero en el presente estudio solo se emplearon 2 de ellas, una de alta y
una de baja densidad de manera conjugada para determinar su expresidén en

carcinoma epidermoide y carcinoma de células basales.

HIPOTESIS

1.- No existen diferencias en la inmunoexpresion de citoqueratinas de baja y
alta densidad conjugadas en las lesiones identificadas como Ca epidermoide y Ca de

células basales.

2.- Las citoqueratinas si se expresan tanto en el Ca epidermoide como en el

Ca basocelular.
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OBJETIVO GENERAL

*Determinar si existe inmunoexpresion y expresién de citoqueratinas
monocionales de alto y bajo peso molecular conjugadas en el Ca epidermoide y Ca

basocelular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

*Evaluar la totalidad de los casos diagnosticados histopatolégicamente como
Ca epidermoide y Ca de células basales; cuantos de ellos presentan cambios
displasicos de acuerdo a los criterios establecidos internacionalmente.

*Demostrar la inmunoexpresién de las citogueratinas monocionales de alto y
bajo peso molecular en el carcinoma epidermoide y carcinoma basocelular.
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UNIVERSO DE ESTUDIO

Tipo de estudio:
Retrospectivo.
Descriptivo.
Transversal.

Poblacion de estudio:
Todos los casos diagnosticados como Ca epidermoide y Ca de células basales del

archivo del Laboratorio de Patologia Clinica y Experimental de la DEPel de la
Facultad de Odontologia de la UNAM.,

Criterios de inclusion:
Todos los casos diagnosticados como Ca epidermoide y Ca de células basales.

Criterios de exclusion:
Los casos que histolégicamente no correspondan al diagnéstico y en los cuales ya

no exista tejido para su estudio.

Variables Independientes:
- Citogqueratinas de baja densidad.
- Citoqueratinas de alta densidad.

Variabies Dependientes:
- Carcinoma Epidermoide.
- Carcinoma de células basales.



MATERIAL Y METODOS
Equipo:

-Potencidmetro Beckman.
-Horno de microondas 500-1000w.
-Camara hiimeda Shandon.

-Estufa de temperatura ambiente 100°C.
-Rack para tincién para 10 laminillas shandon.
-Coverplates Shandon Cat No.7211013.
-Vasos de Coplin de plastico.

-Vasos de Coplin de vidrio.
-Micropipetas:

10ml.

100ml.

200mi.

1000ml.

-Puntas amarillas y azules.
~Portaobjetos.

-Cubreobjetos.

-Agua desionizada.

Reactivos:

~Tri-sodio citrato 2-hidrato para anjlisis Merck.
-Peréxido de Hidrégeno al 30%.

-K2 HPOA4.

-K HPO4.



-NacCl.
-Hematoxilina Meyers o Harris.
-Medio de montaje Entellan.
~Poli-I-lisina marca Sigma. (100mi).
-Pap- pon (marcador hidrofébico) DAKO.
-Hidréxido de amonio,

-Xilol.

-Alcohol 100%.

-Alcohol 96%.

-Hematoxilina.

-Solucién Scott.

-Eosina.

-Alcohol Xilol,

Anticuerpos:

-Citikeratin, High Molecular Weight (Basic),
Monoclonal, Mouse IgG [AE3], AM133-5M.
-Citokeratin, Low Molecular Weight (Acidic),
Monoclonal, Mouse IgG1 [AE1],AMO75-5M.
-ABC (Elite, PK-6102), Mouse IgG VECTOR.

-Cromégeno Peroxidase substrate Kit DAB. SK 4100 VECTOR,

35




36

METODOLOGIA

Para llevar a cabo éste estudio se seleccionaron 21 casos del archivo del
Laboratorio de Patologia Clinica y Experimental de la Division de Estudios de
Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia de la UNAM y del Hospital

Gea Gonzalez.
Se seleccionaron los bloques y las laminillas. Las laminillas tefiidas con H&E se

revisaron para corroborar la presencia o ausencia de lesion histologicamente; las
laminillas sin evidencia de lesiéon fueron descartadas del estudio.

Los bloques de parafina de las laminillas seleccionadas se usaron para
obtener secciones de 4 micras de espesor, los cuales fueron montadas en
portaobjetos previamente tratados con silano. Se realizaron 6 cortes histoldgicos de
cada uno de los casos.

Uno de ellos se tifid de manera convencional con H&E para la observacién

morfoldgica.
Técnica inmunohistoquimica

Se desparafinaron en xilol las laminillas, se pasaron por alcoholes a diferentes
concentraciones para hidratar y se lavaron con agua destilada desionizada.
Posteriormente se colocaron en Buffer de citrato con pH=6 a una modalidad de 0.1
y se llevaron al horno de microondas de alto poder durante 5 a 10 minutos para
recuperacion antigénica.

Se lavaron con PBS por 5 minutos y se procedio al bloqueo de peroxidasa
enddgena con peréxido de hidrégeno al 3% incubandolas de 3 a 5 minutos a
temperatura ambiente. Nuevamente se lavaron con PBS limpio en un vaso de Coplin
con PBS.
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Se bloquearon sitios inespecificos o cargados con suero normal durante 10 a
20 minutos el cual se preparo usando 10mi de PBS X 3 gotas de suero normal de
caballo, se agito y se usd.

Se incubaron los tejidos con el anticuerpo primario durante 40 minutos (en
cédmara himeda). Decantandolo y colocando el anticuerpo primario asi como el
control negativo. Posteriormente se preparo el anticuerpo secundario con 10 mi de
PBS, 3 gotas del suero blogueador y una gota del acido biotilinado; para preparar el
ABC se colocaron 5 mi de PBS y se agregaron 2 gotas del reactivo A y 2 gotas del
reactivo B mezcldndose fuertemente.

Una vez concluidos los 40 minutos de incubacion con el anticuerpo primario
se lavaron las laminillas con PBS y se montaron en Coverplates con PBS. Se
colocaron en Racks y se le agregaron 2 o 3 gotas del acido secundario dejandose
incubar durante 20 o 30 minutos a temperatura ambiente.

Después se enjuagaron con PBS dejandose 5 minutos. Se colocaron 2 o 3
gotas del ABC y se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se lavaron nuevamente con PBS y se preparo el cromogeno.

Se agité el crombgeno y se agregaron 2 gotas a cada coverplate incubandolos
durante 5 minutos.

Se observé la reaccion al microscopio y se le coloco mas cromdgeno.

Una vez realizados estos pasos se lavaron y se colocaron en un vaso de
Coplin con agua. Se procedié a realizar la contratincion, se filtro la Hematoxilina y se
vacio en el vaso de Coplin con las laminillas, se banaron y se dejaron en agua
caliente.

Por (ltimo se deshidrataron las laminillas en alcohol y se montaron.

Posteriormente, para obtener los resuitados; las laminillas fueron observadas
en un microscopio de campo claro a 10 y 40X, se evalud la expresion de las
citoqueratinas en leve (+), moderada (++) y severa (+++). Posteriormente se
anotaron los resultados en hojas de recoleccidn de datos y después se obtuvieron

porcentajes, rangos, promedio y desviacion estandar.
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RESULTADOS

De acuerdo a los criterios de Jackobsson

El total de los casos que conforman este trabajo fueron 21, de ellos 12
carcinomas epidermoides y 9 basocelulares con diagndstico histopatolégico
confirmado.

De acuerdo a los criterios de Jackobsson, en el caso de carcinoma
epidermoide se diagnosticaron, 8 de grado bajo con un 66.67%, 4 de grado
intermedio con un 33.33%; cabe sefialar que no se reporto ningun caso de alto
grado de acuerdo a estos criterios. En la tabla 1 se describen los resultados
obtenidos en cada uno de los casos, asi como su puntaje y el grado obtenido.

Tabla 1. Gradificacion histologica de carcinoma epidermoide

FQI-21498

Queratinizacién IIX
Polimorfismo nuciear IIX

Numero de mitosis b ¢

Patrén de invasién II

Estado de invasién tumoral XIX

Infiltrado linfoplasmocitario I1X

Puntaje: 15 Grado : INTERMEDIO
FQI-21698

Queratinizacién II
Polimorfismo nuclear IX

Niamero de mitosis I

Patrén de invasién : II

Estado de invasién tumoral L IIX

Infiltrado linfoplasmocitario Co III

Kool 17 Grado : BAIO
FQ1-21798

Queratinizacidn i I1
Polimorfismo nuclear IX

Numero de mitosis I

Patrén de invasién I

Estado de invasién tumoral II1

Infiltrado linfoplasmocitario IIX

Funtiic I2 Grada ;: 8470
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FOI-21898

Queratinizacién

Polimorfismo nuclear

Numero de mitosis

Patrén de invasién

Estado de invasién tumoral

Infiltrado linfoplasmocitario

P98 4

Puntiaye : 16

Grado : INTERMEDIC

Queratinizacién IIX
Polimorfismo nuciear II
Numero de mitosis 11
Patrén de invasion IIY
Estado de invasiéon tumoral II
Infiltrado linfoplasmocitario IX
Grado : INTERMEDIO

Pisritsje 19

FOQI-22098
Queratinizacién IIX
Polimorfismo nuclear II
Numero de mitosis b §
Patrén de invasién II
Estado de invasién tumoral II
Infiltrado linfoplasmocitario IXI

)

Puritaye : 13

Grado : BAIO

FOI-22168
Queratinizacién IX
Polimorfismo nuciear II
Nimero de mitosis I
Patrén de invasién IX
Estado de invasién tumoral IX
Infiltrado linfoplasmocitario IIT

Puntaie : 1.2

Grado : B430

FOI-22298
Queratinizacién X
Polimorfismo nuclear 1I
Numero de mitosis I
Patrén de invasion IV
Estado de invasién tumoral IIX
Infiltrado linfoplasmocitario I

Funday: ., 107

Grado : B30

FOI1-22398

Queratinizacién XX
Polimorfismo nuclear IX

NUmero de mitosis ) 4

Patrén de invasion b ¢

Estado de invasién tumoral I

Infiltrado Jinfoplasmocitario IIX

Puniire - 42 Grado : BRIC
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Queratinizacién v
Polimorfismo nuclear II
NOmero de mitosis 11
Patrén de invasién v
Estado de invasién tumoral II

Infiltrado linfoplasmocitario

) 4

Puntiaje - 15

Grado : INTERMEDIO

FOI-22598
Queratinizacién I
Polimorfismo nuclear IX
Numero de mitosis I
Patrén de invasién II
Estado de invasién tumoral IX
Infiltrado linfoplasmocitario 111
Puyntaic » 11 Grado : BAJIO
Queratinizacién I
Polimorfismo nuclear III
_Numero de mitosis I
Patrén de invasién 11
Estado de invasién tumoral IIX
Infiltrado linfoplasmocitario IIX
Puntaje » 12 Grado . 5470

Una vez realizada la observaciéon microscépica y haberle dado el puntaje de

acuerdo a lo establecido previamente se procedié a obtener el porcentaje de
acuerdo al grado de malignidad, como se muestra en la tabla 2 Por otra parte, se
procediod a realizar el analisis de los resultados donde obtuvimos un promedio de 4,

desviacion estdndar 4, varianza =16 y un rango de 8.

Tabla 2. Nimero de casos y porcentaje de carcinoma epidermoide.

Grado No. Caso Porcentaje
Bajo 8 66.67%
Intermedio 4 33.33%
Alto o 0.00%
Total 12 100.00%
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Unicamente para fines de este trabajo se procedié a hacer la gradificacion de
Jackobsson en el carcinoma basocelular, donde se omitié el grado de
queratinizacion del tejido; por lo que solo se contemplaron 5 de los 6 criterios. El
resultado obtenido fue, que de los 9 casos estudiados, todos fueron de grado bajo.

En la tabla 3 se muestran los resuitados obtenidos de la gradificacion de

cada uno de los casos.

Tabla 3. Gradificacion histologica de carcinoma basocelular.

FOI-10899

Polimorfismo nuclear II

Numero de mitosis I

Patrén de invasion I

Estado de invasién tumoral IX

Infiltrado linfoplasmocitario IIX

Puntyre : O Grado : 5410
FQI-10999

Polimorfismo nuclear . IX

Nuamero de mitosis S Gl I

Patrén de invasién I

Estado de invasién tumoral II

Infiltrado linfoplasmocitario IV

Fontare s Id Gratfa : 8B40
FQI-11099

Polimorfismo nuclear II

Numero de mitosis I

Patrén de invasién X

Estado de invasién tumoral IIX

Infiitrado linfoplasmocitario I1X

Puitae @ 20 Grado : EAI0
FQI-11199

Polimorfismo nuclear Ix

Namero de mitosis I

Patrén de invasion IIX

Estado de invasién tumoral IX

Infiltrado linfoplasmocitario IIX

Figere i 212 Gracdo : BAIO




FO1-11299

Polimorfismo nuciear

Numero de mitosis

Patrén de invasién

Estado de invasién tumoral

Infiltrado linfoplasmocitario

Puntaje: 8

FOI-11399

Polimorfismo nuclear

Numero de mitosis

Patrén de invasién

Estado de invasién tumoral

Infiltrado linfoplasmocitario

Puntaje : 11

FQ1-11499

Polimorfismo nuclear I

Numero de mitosis I

Patrén de invasiéon b ¢

Estado de invasién tumoral IIX

Infiltrado linfoplasmocitario I

Puntaje - 2 Gradgo : 8ATO
FOI-11599

Polimorfismo nuciear II

Nimero de mitosis I

Patrén de invasién b 4

Estado de invasién tumoral IX

Infiltrado linfoplasmocitario IIX

Puntije o £ Grado : BAIO
FQI-22798

Polimorfismo nuclear XX

Numero de mitosis I

Patrén de invasion P

Estado de invasién tumoral IX

Infiltrado iinfoplasmocitario IIX

Puntare : 8

Gracdo  BAID

Como se mencioné anteriormente todos casos fueron de bajo grado, en la

Tabla 4 mostramos los resultados y el porcentaje En el anadlisis de los resultados

obtuvimos un
rango de 9

promedio de 3 casos. desviacion estandar 5,

varianza =

27 y
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Tabla 4. Numero de casos y porcentajes de carcinoma basocelular

Grado No. Caso Porcentaje
Baj 9 100.00%
Intermedio 0 0.00%
Alto 0 0.00%
Total 9 100.00%

Resultados de la expresion de citoqueratinas

En las Figuras 1 a, b ¢y d se muestran las imagenes de piel y mucosa
normal tefiidas con H&E y citoqueratinas

Los resultados obtenidos en el caso de carcinoma epidermoide a la expresién
de citoqueratinas fueron 4 casos con expresion leve ( +), 4 casos de expresion
moderada (++) y 4 casos de expresion severa (+++) utilizando anticuerpos
monoclonales de peso molecular conjugado;.

En la Grafica 1 se muestran los porcentajes de la expresion en el total de los
casos. En la figuras 2 a y b se observa uno de los casos de carcinoma
epidermoide tefiido con H&E y el mismo caso en el mismo sitio de la lesion pero
con el anticuerpo administrado.
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En las figuras 2 c y d presentamos un caso de carcinoma basocelular
donde se pueden observar las islas de epitelio neoplasico tefiidos con H&E y con las
citoqueratinas.

En las Figuras 3 a, b, cyd Se muestran 3 casos de carcinoma epidermoide
de diferentes grados de malignidad en donde se puede observar las variaciones en
la expresién de las citoqueratinas asi como el pleomorfismo celular evidente y
mitosis.
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Gréfica 1. Expresién en carcinoma epidermoide

33%

l .leve B moderada usever?l

La inmunoexpresion de citoqueratinas en carcinoma basocelular fue en 4
casos expresion leve (+) , 2 casos expresion moderada (++) y 3 de expresion
severa (+++).; En las figuras 4 a,b y ¢ mostramos dos de los casos de carcinoma
basocelular, donde la inmunoexpresién vario levemente, pero se conserva el aspecto
uniforme de las células que caracterizan a esta neoplasia; en la grafica 2. se
observa los porcentajes de la expresion obtenidos del carcinoma basocelular.
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Grafica 2. Expresién en carcinoma basocelular
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DISCUSION

Actualmente el diagndstico en Oncologia no se basa Gnicamente en la estirpe
celular de los tumores; sino que se usan marcadores con las cuales es posibie
detectar por métodos inmunohistoquimicos su afinidad y especificidad con células
tumorales. La aplicacion de los marcadores tumorales cada vez es mas extensa, las
moléculas propuestas como marcadores deben ser primero evaluadas en cuanto a
frecuencia en pacientes con y sin cdncer para determinar su sensibilidad y

especificidad.

Los marcadores pueden proporcionar informacion sobre el estadio tumoral vy
permitir la deteccién de metastasis tempranas, asi mismo sirven para monitorear la
actividad tumoral.

Dentro de los marcadores tumorales, las citoqueratinas que son proteinas
del grupo de los filamentos intermedios que conforman al citoesqueleto el cual le
confiere soporte y estabilidad a la célula. Son caracteristicas de tejido epitelial y
carcinomas; por lo que se consideran de suma utilidad para determinar si tumores
pobremente diferenciados o indiferenciados son de estirpe epitelial o provienen de
tejido conectivo; por ejemplo Luomanen y cols consideran a las citoqueratinas
como un marcador tumoral muy preciso ya que estas prevalecen durante la
transformacion maligna mientras que todos los demas criterios de identificacion del
origen de la célula se pierden; en base a la informacién recolectada, uno de los
objetivos fue determinar el tipo de expresidon en dos tumores malignos de origen

epitelial con comportamiento clinico diferente.
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Osborn y Weber definen que los tumores primarios o sus metdstasis
conservan el patrén de filamentos intermedios de la célula precursora.; de ahi que
describen a las citogqueratinas como un buen marcador tumoral. En este trabajo se
pudé observar al administrar anticuerpos monoclonales contra citoqueratinas que
estas se expresan siempre de manera leve, moderada y severa en el carcinoma
epidermoide, y en el carcinoma basocelular sucede lo mismo pero la expresion la
mayor parte de las veces es leve.

En cuanto a ambas lesiones, se puddé observar que las citoqueratinas
utilizando la mezcla de anticuerpos de alto y bajo peso molecular son mas
aplicables en lesiones de origen epitelial como es el carcinoma epidermoide; no asi
en el carcinoma basocelular ya que la expresion de citoqueratinas no es muy

marcada.

Se considera que si bien las citoqueratinas si se expresan como marcador de
tejido epitelial , las que las hace obvias, al ser observadas las lesiones al
microscopio, como lo muestran las imagenes que en los resuitados, no son muy
recomendable cuando se requiere hacer un conteo de células expresadas para
elaborar un analisis estadistico que le de validez y confiabilidad al estudio debido a
que la totalidad de las células tienen una expresién menor o mayor pero existe. de
ahi que es importante mencionar que en los resultados obtenidos, no fue posible
hacer el recuento de células positivas, debido a que las citoqueratinas se expresan
considerablemente.

Por otra parte, este estudio se considera de tipo cualitativo en su totalidad
ya que Unicamente se contempld el tipo de expresion y no la cantidad de células
positivas Por lo que solo se obtuvd el porcentaje, el promedio, la desviacion
estandar, la varianza y el rango de cada una de tumores malignos que se

estudiaron.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los criterios de Jackobsson, en carcinoma epidermoide y en
carcinoma basocelular, de un total de 21 casos estudiados; 17 fueron de bajo grado.
Tomando en cuenta que en el caso de carcinoma basocelular todos fueron de bajo

grado.

Las citoqueratinas en términos generales han demostrado ser un buen
marcador tumoral. En el estudio que se realizé y por los datos obtenidos en los
resultados, trasciende la importancia que definen la aplicacion de citoqueratinas

como marcador epitelial.

En cuanto a la expresion de citoqueratinas monoclonales de peso molecular
conjugado ,fue mayor en el carcinoma epidermoide que en el basocelular.

Por los resultados que se obtuvieron en el presente estudio, se puede concluir
que los anticuerpos para citoqueratinas de peso molecular conjugado deben
considerarse dentro de los marcadores tumora!es que pueden ser utiles para revelar

cualquier cambio preneopiadsico o neoplasico en el tejido.

Por ultimo, se considera que la aplicaciéon de anticuerpos para citoqueratinas
siempre debe ir precedida de un diagndstico histopatoldgico y se debe tomar en
consideracion que la implementacion de un andlisis estadistico en estudios de este
tipo no es muy recomendable debido a la expresién celular que caracteriza a las

citoqueratinas y que dificulta el conteo celular,
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