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RESUMEN

El Carcinoma Oral de Células Escamosas (COCE) es una neoplasia maligna de origen
epitelial, mas del 90% de todas las neoplasias malignas bucales pertenecen a este tipo de
neoplasias. Diversos receptores de factores de crecimiento como el erbBI, erbB2 y
TGFR-BI participan en la proliferacion y diferenciacion del tejido epitelial. Debido a la
importancia de los receptores del factor de crecimiento en el desarrollo del tejido
epitelial, el objetivo de este estudio fue determinar la correlacion de la inmunoexpresion
de erbB1, erbB2 y TGFR-BI con el grado de diferenciacion del paciente con COCE. En
28 muestras de COCE se determino el grado de diferenciacion segin la OMS vy se
realizo analisis inmunohistoquimico de erbB1, erbB2 y TGFR-BI de manera individual
y se realizo analisis de correlacion de Spearman. Los resultados obtenidos mostraron
que erbBl presentd una correlacion en su nivel de expresion con el grado de
diferenciacion. El erbB2 presentd una expresion elevada y el TGFR-BI presento
disminucion en su expresion en relacion a la pérdida de diferenciacion. Estos hallazgos
nos proporcionan mayor informacidon acerca del comportamiento bioldgico de esta

neoplasia.



INTRODUCCION

La cavidad bucal esta cubierta por mucosa, la cual consta de epitelio plano estratificado
y tejido conectivo vascularizado de sostén, también llamado lamina propia. La
transformacion maligna de este epitelio conduce a la formacion de carcinomas.

El carcinoma oral de células escamosas es una neoplasia maligna de origen epitelial,
mas del 90% de todas las neoplasias malignas bucales pertenecen a este tipo de
neoplasia. Este carcinoma puede variar en su grado de diferenciacion, el cual estd
basado en el parecido de las células neoplasicas con el epitelio de origen.

El carcinoma oral de células escamosas a diferencia de otras neoplasias permanece en
una situacion local-regional por un largo periodo de tiempo, debido a que la metéstasis a
otros organos se desarrolla solo en estados tardios de la enfermedad.

El proceso de carcinogénesis se caracteriza por la desregulacion de funciones celulares
normales como la division, la diferenciacion y la muerte celular.

Alteraciones en diversas moléculas, tales como citocinas, hormonas, incluyendo
factores de crecimiento han sido sefialadas en diversas investigaciones. La participacion
de la familia de receptores EGF y TGF en varios tipos de carcinomas, se ha relacionado
con procesos de proliferacion, diferenciacion, adhesion y motilidad celular asi como con
caracteristicas clinicas, histologicas y supervivencia de los pacientes. El establecimiento
de relaciones entre la expresion de estas moléculas, con el grado de diferenciacion

podrian ayudar en la comprension de la conducta biologica de esta neoplasia.



ANTECEDENTES
CARCINOMA EPIDERMOIDE

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es una neoplasia maligna epitelial
invasiva que presenta diversos grados de diferenciacion, cuenta con un patréon de
diseminacion a linfonodos locales y regionales. Se presenta predominantemente entre la
quinta y sexta década de la vida, mayormente en personas que consumen alcohol y
tabaco.'

En el afio 2002, datos de la OMS reportaron la incidencia de 10.9 millones de nuevos
casos de neoplasias malignas, 6.7 millones de muertes y la existencia de 24.6 millones
de personas que viven con alglin tipo de cancer. El cancer oral represento 274,000
casos a nivel mundial.> En México la incidencia de neoplasias malignas fue de 103,200

casos. El cancer oral represento 0.75% del total (774 casos),’ asi como el 1.2% del total
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de muertes por neoplasias.

FACTORES DE RIESGO DE CARCINOMA ORAL DE CELULAS
ESCAMOSAS

Dentro de los factores de riesgo asociados se ha considerado que el género, edad,
condiciones socioecondmicas, estado nutricional, el consumo de tabaco y alcohol e
incluso las infecciones por virus son factores de riesgo para el desarrollo de una
neoplasia oral.’

Se considera que los hombres presentan una mayor proporcion en su incidencia (2:1) en
base a sus conductas sociales, sin embargo, el consumo de alcohol y tabaco por las
mujeres ha promovido la equiparacion de esta proporcion.’ La edad se considera un
factor proporcional, es decir, a mayor edad mayor riesgo. Diversos estudios han
demostrado que el numero de mutaciones en ADN aumentan, asi como disminuye la
capacidad de reparacion en el material genético conforme se envejece.’

Leite y Koifman demostraron que el desarrollo y/o desenlace del carcinoma es negativo
cuando los pacientes se relacionan o habitan en condiciones socioecondmicas y
culturales bajas o limitadas. Esto se atribuye al pobre cuidado bucal, falta de aporte

nutricional y a la carencia de servicios médicos.* '



Dentro de los factores de riesgo para el desarrollo neopldsico el tabaco, alcohol e
infeccion viral son considerados de amplia importancia. El 80 al 90% de los casos de
cancer oral y orofaringe se relacionan al fumar y/o mascar tabaco. Se ha comprobado
que el humo del cigarrillo provoca mutaciones en el ADN, ateroesclerosis y causa
lesiones cronicas en los pulmones, ademas de aumentar el proceso de envejecimiento ya
que impide la oxigenacion tisular y deprimir el sistema inmune. Estas alteraciones son
debidas a los componentes del tabaco tales como alquitranes, benzopirenos,
nitrosaminas y CO,.""'? El alcohol se considera un factor de riesgo sinérgico al tabaco.
El etanol al ser oxidado en la cavidad bucal por la enzima alcohol deshidrogenasa clase
IIT conduce alteraciones en el metabolismo oxidativo. El riesgo relativo para el
desarrollo de cancer oral, orofaringe, faringe y laringe se incrementa cuando se consume
en forma conjunta tabaco y alcohol.' De igual forma, la infeccién por virus de papiloma
humano (VPH) es tomado en cuenta como un factor de riesgo importante, hasta el
momento se han reconocido mas de 100 subtipos, algunos con capacidad oncogénica.
Los subtipos VPH 16, 18 y 32, que son virus ADN epiteliotropicos, son reconocidos
como oncogénicos en cérvix de utero y piel, ademds de encontrarse en carcinomas
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orales de células escamosas, carcinomas tonsilares y de orofaringe. ™



CARACTERISTICAS CLINICAS

El desarrollo de un COCE puede iniciar con el desarrollo de una lesion premaligna. Una
lesion premaligna puede ser definida como una alteracion morfologica de tejido, en la
cual, es mas probable que desarrolle una neoplasia comparado con su contraparte
clinicamente normal.'® Dentro de las lesiones consideradas como premalignas se
encuentra la leucoplasia, eritroplasia, liquen plano y la fibrosis submucosa.'®

El COCE se puede presentar en cualquier sitio de la cavidad bucal pues la mayoria del
revestimiento bucal es epitelio estratificado. Los sitios de localizacion preferente
incluyen: mucosa yugal, encia superior e inferior, paladar duro, los dos tercios
anteriores, parte dorsal, ventral y lateral de lengua y piso de boca."”’

Los pacientes con COCE pueden referir signos y sintomas vagos, junto con hallazgos
fisicos minimos o incluso ser asintomaticos. Los signos y sintomas pueden ser: aumento
de tamafio con ulceraciones en mucosa, dolor, halitosis, dificultad para abrir la boca,
dificultad para masticar, dolor al hablar, dolor a la deglucion, y pérdida de peso. Los
carcinomas de mayor avance se presentan como crecimientos ulceroproliferativos con
areas de necrosis con extensiones a estructuras circundantes, como hueso, musculo y
piel."™" En etapas terminales, los pacientes pueden presentar fistulas orocutaneas,
hemorragias constantes, con anemias y caquexias severas.' " Es importante considerar

que las caracteristicas clinicas varian de acuerdo con el sitio anatomico afectado.

METODOS DE DIAGNOSTICO

Para el establecimiento del diagndstico definitivo de un COCE los parametros clinicos,
estudios radiologicos y principalmente el analisis histopatologico son necesarios.'’ "
Actualmente el uso de estudios moleculares ha probado aportar mayor informacion
sobre la conducta bioldgica de esta neoplasia.'”™"”

Las radiografias intrabucales en combinacidon con ortopantomografias pueden ayudar en
la identificacion del hueso subyacente afectado. Imagenes extrabucales tales como la
tomografia axial computarizada y resonancia magnética son utilizadas para determinar
el grado de invasion y afeccion de linfonodos subyacentes y asi obtener informacion
prequirargica.”’ El analisis histopatologico es el método por el cual se obtiene el

diagnostico definitivo.



Las caracteristicas mas relevantes del COCE son la pérdida de la diferenciacion
histologica en los estratos celulares y la disrupcion de la membrana basal por la
transformacion epitelial e invasion del estrato basal epitelial hacia tejido conjuntivo.'

La OMS clasifica al COCE en tres tipos: bien, moderado y pobremente diferenciado.
Esta clasificacion analiza nimero y tipo de mitosis, la queratinizacion y pleomorfismo
celular y nuclear. Se considera que el grado de diferenciacion histoldgico y la
agresividad de la neoplasia son inversamente proporcionales, es decir a menor
diferenciacion mayor agresividad. El mejor sitio para realizar esta evaluacion lo
constituye el frente invasivo del tumor.

Las caracteristicas particulares de cada grado de diferenciacion son:

* Carcinoma Bien diferenciado. Generalmente se consideran como los de
comportamiento menos agresivo ademas de conservar la funcion activa de
produccion de numerosas perlas de queratina, importante queratinizacion
individual con puentes intracelulares, menos de 2 mitosis por campo histologico,
raras mitosis atipicas, pleomorfismo celular y nuclear reducido.??

Carcinoma Moderadamente diferenciado. Son neoplasias que producen escasa o
nula queratina, presenta 2 a 4 mitosis por campo histoloégico, y presencias
atipicas, moderado pleomorfismo celular y nuclear, puede ser todavia
reconocible como epitelio plano estratificado a pesar de su importante
desviacion de la normalidad.”

Carcinoma Pobremente Diferenciado. Estas neoplasias generalmente presentan
un comportamiento mas agresivo, dado que no presentan perlas de queratina, es
practicamente inexistente la queratinizacion individual, existen mas de 5 mitosis
por campo histologico y frecuentes mitosis atipicas. El pleomorfismo celular y
nuclear es pronunciado.*

Actualmente avances en la biologia celular y molecular han sido orientados a la
busqueda de moléculas (biomarcadores) que pueden ser asociados con parametros
clinicos, histologicos, formulacion de fenotipos, tratamiento y conducta de una

neoplasia, con la finalidad de mejorar el pronéstico del paciente.”



EVENTOS RELACIONADOS CON LA CARCINOGENESIS

La carcinogénesis es un proceso por el cual factores ambientales y genéticos producen
el desarrollo de una neoplasia. Entre los factores de riesgo ambientales se encuentra el
tabaquismo la dieta y el sobrepeso, factores reproductivos y hormonales, virus y
parasitos y la exposicion a carcindgenos ambientales y ocupacionales. Dentro de los
factores genéticos asociados al cancer destaca la presencia de mutaciones,
polimorfismos y el riesgo familiar.**

Hanahan y Weinberg describieron seis caracteristicas esenciales de las células
cancerosas.”

Estas caracteristicas son: Autosuficiencia de las sefiales de crecimiento, Insensibilidad a
las senales de inhibicion, Evasion de la apoptosis, Potencial replicativo ilimitado,
Angiogénesis e Invasion tisular y metastasis.”

La autosuficiencia de sefiales se encuentra relacionada a la presencia y actividad de los
oncogenes. Dentro de los oncogenes los factores de crecimiento y receptores de factores
de crecimiento (EGFR/erbB1, c-erbB2/Her-2, TGFR-BI, etc.) han sido implicados
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amphamente con la carcinogencsis.

erbB Y CANCER

Los factores de crecimiento son moléculas de naturaleza proteica, los cuales pueden
encontrarse unidos a la membrana celular o bien estar disueltos en liquido extracelular.
Su funcion principal es regular el ciclo celular. Durante la carcinogénesis estas sefiales
pueden perder su regulacion debido a aumentos en los niveles del receptor, ligando y/o
estimulacion autocrina.”’ Dentro de los factores de crecimiento implicados en el
desarrollo del COCE, el factor de crecimiento epidérmico (EGF, epidermal growth
factor) y sus receptores (erbB) han mostrado una gran participacion.

La familia erbB esta formada por cuatro miembros: EGFR/erbB1, erbB2 (Neu, Her2),
erbB3 y erbB4. Todos los miembros cuentan con regiones extracelulares de union a
ligando, una region simple transmembrana y un dominio citoplasmatico con capacidad
tirosina cinasa.”® Los genes de erbB1 y erbB2 estan localizados en el cromosoma 7p13-
q22 y 17q13-21.32, respectivamente.””™"

La familia de ligandos erbB estd formada por EGF, TGF, anfiregulina, betacelulina,

epiregulina y neuroregulinas. El primer receptor erbB en ser implicado de manera

6



directa en el desarrollo de diversos carcinomas fue el erbB1.* Estudios realizados por
Bei y col, reportan que la sobreexpresion del erbB1 es constante en la mayoria de los
COCE.*"** El receptor erbB2 no cuenta con ningun ligando reconocido, sin embargo,
puede formar heterodimeros con los otro tres miembros de la familia otorgandole una
capacidad de activacion variable, de acuerdo al tipo de neoplasia.’® La formacion de
homo y/o heterodimeros de los receptores provoca la fosforilacion de aminoacidos
tirosina especificos dentro del dominio citoplasmatico, lo cual provoca una cascada de
sefalizacion intracelular, que tiene como blanco el nucleo para dar inicio a la
proliferacién celular.’ Las dos principales vias de sefializacion activadas son MAPK y

PI3-AKT.

TGFR Y CANCER

El factor de crecimiento transformante beta-1 (TGF-BI) es un regulador general de las
actividades celulares con multiples efectos bioldgicos. El TGF-BI fue identificado como
un producto de células transformadas por el virus de sarcoma murino; sin embargo,
actualmente se sabe que es sintetizado por diferentes tipos celulares incluyendo
linfocitos, macréfagos, fibroblastos, miocitos, condrocitos, astrocitos, células
epiteliales, renales, y plaquetas, asi como por algunas células tumorales.*™’ su principal
funcion es inducir reversiblemente la transformacion e inhibir la proliferacion en
determinados tipos celulares.

Se han identificado cinco diferentes tipos de receptores para el TGF-b, estos son:

1) Los receptores funcionales, como son el tipo I (TGFR-BI de 53 a 65 kilodaltones-
kDa-), y el tipo II (TGFR-BII de 83 a 110 kDa).

2) Los receptores no funcionales que incluyen el tipolll (TGFR-BIII de 250 a 310 kDa),
el tipo IV (TGFR-BIV de 60 kDa) y el tipo V (TGFR-BV de 400 kDa).*”

Los receptores TGFR-BI, TGFR-BII, TGFR-BIII, y TGFR-BV son co-expresados en la
mayoria de las células, mientras que el TGFR-BIV se ha identificado en células
pituitarias.®

Todas las células normales y la mayoria de las células neoplasicas tienen receptores en
su superficie para el TGF-BI. Los receptores TGFR-BI y TGFR-BII son los responsables
de los efectos biologicos de TGF-BI en las células de mamiferos. La activacion de estos

receptores induce eventos intracelulares que intervienen en la diferenciacion celular;



induce cambios de expresion de los genes jun-B, c-fos y c-myc; induce recambio de iP3
y evita la inactivacion de pRb.

En el contexto de la proliferacion celular, la principal funcién de los receptores del
TGF-BI es transducir las sefiales para mantener a las células detenidas en la fase G1 del
ciclo celular. Mutaciones en los receptores y genes involucrados en las vias de
sefalizacion para TGF-BI podrian permitir a la célula tumoral iniciar la proliferacion

celular.”



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El COCE representa un problema de salud mundial debido a su incidencia y
supervivencia menor al 50% de los casos diagnosticados, ademas de afectar
considerablemente la calidad de vida de un paciente. Aunado a estos parametros, el
consumo de tabaco y alcohol de forma conjunta se ha incrementado en personas
jovenes, conllevando al aumento del riesgo relativo para padecer esta neoplasia. Dentro
de las herramientas utilizadas para el diagnodstico y pronostico de un paciente con
COCE, el analisis histopatologico nos permite diagnosticar y clasificar al COCE en tres
grados de diferenciacion histologica. La agresividad de las neoplasias en la mayoria de
los casos es inversamente proporcional a su grado de diferenciacion histoldgica, es decir
a menor diferenciacion mayor agresividad. Sin embargo, el curso clinico de cada
paciente es diferente a pesar de la presencia de caracteristicas histoldgicas en comun.
Ciertas moléculas pueden ser asociadas a estos parametros. Algunas pueden ser
biomarcadores de exposicion, dosis, estructura y funcion, susceptibilidad, subtipo y
pronostico. En este estudio se plantea la determinacion inmunohistoquimica de erbBl1,
erbB2 y TGFR-BI y su relacién con el grado de diferenciacion histologico del COCE
para el establecimiento de un fenotipo que guie mdas clara y certeramente en el

diagnostico y posible comportamiento de la lesion.



JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

La salud oral no solo conlleva el diagndstico y tratamiento de las estructuras dentales.
Los tejidos blandos también requiere la inspeccion detallada cada vez que un paciente
asiste a la consulta con el cirujano dentista. El retraso en el diagndstico oportuno de
lesiones premalignas e incluso ya de neoplasias es un problema serio en el campo
odontologico. Esta problematica fomenta el diagnostico de lesiones ya en estados
avanzados, donde la expectativa sobre el pronostico del paciente es muy variable.
Considerando lo antes dicho, la determinacion y establecimiento de diagndsticos
apoyados en biomarcadores ayudaria a obtener mejores prondsticos.

Las investigaciones sobre la expresion de los receptores erbB1, erbB2 y TGFR-BI han
demostrado su participacion importante durante el COCE. erbBl y erbB2 han sido
implicados con caracteristicas neopldsicas como el tamafo tumoral, invasion y
metastasis, asociando su funciéon principalmente como inductor de la proliferacion
celular. Por otro lado, TGFR-BI es considerado como un modulador de la diferenciacion
celular, al frenar la proliferacion. En la actualidad ambos tipo de moléculas son
consideradas como blancos terapéuticos. El determinar la inmunoexpresion de
moléculas en apariencia antagonistas, podria sugerir el fenotipo de expresion asociado
en una poblacion de pacientes mexicanos. Incrementando la informacion sobre la

conducta biologica del carcinoma.
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HIPOTESIS

El grado de diferenciacion histologico del COCE estara relacionado con cambios en la
expresion de receptores para factores de crecimiento epidérmico (erbBl y erbB2) y

receptor del factor de crecimiento transformante I (TGFR-BI)

OBJETIVO GENERAL

Determinar la correlacion de la inmunoexpresion de erbB1, erbB2 y TGFR-BI con el

grado de diferenciacion de pacientes con COCE.

OBJETIVO ESPECIFICO

¢ Determinar las frecuencias medias y proporciones de sexo, edad y zona
anatomica de pacientes con COCE.

¢ Determinar que grado de diferenciacion presento mayor expresion de erbBl,
erbB2 y TGFR-BL

¢ Determinar la asociacion del patron de inmunoexpresion de erbBl1, erbB2 y

TGFR-BI con el grado de diferenciacion.

TIPO DE ESTUDIO

Descriptivo y retrospectivo.

UNIVERSO O POBLACION

Seis muestras de mucosa sana obtenidas de pacientes que fueron atendidos en el
servicio de Cirugia Maxilofacial de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion
de la Facultad de Odontologia UNAM.

Veintiocho muestras de COCE obtenidas por medio de biopsias de pacientes con
carcinoma primario que se presentaron a la Division de Estudios de Posgrado e
Investigacion de la Facultad de Odontologia UNAM y Servicios de Oncologia del

Hospital General de México.
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MATERIALES Y METODOS

Material

Micropipetas ajustables Eppendorf

¢

¢

¢

*

0.1-2.5 pl
2-20 pl
10-100 pl
100-1000 pl

Puntas para micropipeta Cole-parmer

¢

¢

L

volumen 0.1-2.5 pl
volumen 20-200 pl
volumen 100-1000 pl

Tubo para centrifuga de 2.0 ml Eppendorf

Portaobjetos normales Madesa

Cubre objetos Madesa

3 (Trimethoxysilyl) propyl methacrylate

Vasos de precipitados de vidrio

Matraz Elenmeyer

Vasos Koplin de pléstico

Probetas de vidrio

Cémara OlimpusC-3040 (Tokio Japon)

Sofware ImageLab

Anticuerpos

¢

*

*

erbB1 (rabbit polyclonal Sc-03, Santa Cruz, CA)
erbB2 (Mouse monoclonal Sc-7301, Santa Cruz CA)
TGFR-BI (rabbit polyclonal Sc-398, Santa Cruz CA)

Consumibles

*

*
*
*
*

PBS 0.1 M, Ph 7.2

Agua destilada

Hematoxilina de Harris

Resina de montaje hidrofobica en Entellan (Merck, Darmstadt, Alemania)

Lapiz hidrofobicos (Dako Cytomation Pen)
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OBTENCION Y ANALISIS DE MUESTRAS

Se obtuvieron seis muestras de mucosa sana retromolar de pacientes sometidos a
procedimientos de extraccion de terceros molares que asistieron a la clinica de Cirugia
Maxilofacial de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion (DEPel).

Se obtuvieron veintiocho muestras del archivo de patologia bucal de la DEPel, asi como
de los acervos del servicio de oncologia del Hospital General de México. Todas las
muestras fueron de pacientes con diagnodstico histopatoldgico de carcinoma oral de
células escamosas primario, que no recibieron quimio y/o radioterapia y contaban con
datos de edad, sexo y zona anatomica de la lesion. Las muestras del departamento de
patologia bucal fueron proporcionadas por la Dr. Elba Rosa Leyva Huerta y el Dr. Luis
Alberto Gaitan Cepeda. Las muestras del Hospital General de México fueron obtenidas
gracias a la colaboracion del Dr. Enrique Echeverria y Pérez.

Todas las muestras fueron procesadas de manera convencional para su inclusion en
parafina y obtencion de cortes seriados de 4pm, para efectuar tincion con Hematoxilina
y Eosina. La gradificacion histologica de los COCE segun los pardmetros de la OMS,

fue realizada por dos patologos bucales.

INMUNOHISTOQUIMICA

Los cortes fueron desparafinados y rehidratados en bafios de xilol y alcohol, para un
posterior enjuagué en solucion buffer de fosfatos, (PBS) por 5 minutos. Se realizé la
recuperacion antigénica por medio de la técnica de buffer de citratos a 0.1M, se
realizaron 3 enjuagues en PBS por 5’ cada uno, se inhibi6 la peroxidasa por medio de
una solucién de perdxido de hidrogeno (H,0,) al 3% por 20°, se efectuaron 3 enjuagues
con PBS por 5’ cada uno, se incubo a temperatura ambiente en camara hiimeda con una
solucion de albimina al 2% por 20°, se lavo 3 veces con PBS por 5’cada enjuague, Los
cortes fueron inmersos en una solucion de tritobn x-100 al 0.2% por 20°, fueron
enjuagados 3 veces en PBS por 5’ cada enjuague. Los cortes fueron incubados toda la
noche a 4°C en camara himeda con los anticuerpos primarios. Posteriormente se lavé 3
veces con PBS por 5 cada enjuague, se incubd con el anticuerpo secundario sistema
multilink (Dakocitomation) durante 30’ a temperatura ambiente, se lavd 3 veces con
PBS por 5’ cada enjuague y se incubd durante 30" a temperatura ambiente con

extravidinatHRP, se reveld con diaminobencidina (DakoCytomationLiquid DAB+
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Substrate Chromogen System Carpinteria, CA), se contratiiidé nucleos con hematoxilina
de Harris por 10’ y monté las muestras con resina hidrofobica. Se realizé la

interpretacion y cuantificacion inmunohistoquimica (IHQ).

OBSERVACION Y ANALISIS DE MUESTRAS

Las muestras fueron analizadas con el microscopio Olympus BX-40. Las imagenes
fueron capturadas con la cédmara Olympus C-3040. Las dimensiones de las
fotomicrografias fueron de 640x480 pixeles de tres campos Opticos diferentes.
Posteriormente para su andlisis se utilizd el programa Imagelab (MCM Design
Dinamarca).

Para obtener el indice de expresion digital se recurrid al porcentaje de células marcadas
e intensidad de inmunotincion digital.

El porcentaje de células marcadas (PCM) del tumor de origen epitelial para cada caso,
fueron contadas por el Imagelab® mientras que el observador las clasificaba como

células positivas o negativas.

PCM=numero de células etiquetadas x100=%

Total de células contadas

Imagelab® fue utilizado para cuantificar la intensidad del color. Para cada caso, las
microfotografias usadas para determinar el PCM fueron consideradas. El promedio de la
densidad optica de estas aéreas fue calculado automaticamente y representa el promedio
de color rojo, verde y azul (RGB) por el area del citoplasma a analizar, expresado en
unidades opticas por el micrémetro ajustado (ou/um?) el mismo procedimiento fue
aplicado para obtener la densidad 6ptica del fondo (DOF) de un area sin tejido o espacio
vascular para cada fotomicrografia. El color blanco absoluto que corresponde al
maximo de la densidad optica del fondo (320.7 ou/um?) es compuesto por la totalidad
de rojo, de verde y el azul. Para determinar la intensidad de inmunoexpresion digital

(DOF) se uso la siguiente formula:

14i,=320.7 - 320.7 x ¥DO = ou/pum’
YDOF
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El indice digital de la expresion (IEdig) fue obtenido por la multiplicacion del PCM por

la I1dig para cada caso.

IE4i; = PCM x II g, = ou/um’
100

RECURSQOS

HUMANOS
Patologos Bucales.

Asesor en inmunohistoquimica.

INFRAESTRUCTURA

Laboratorio de Inmunologia de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de

la Facultad de Odontologia en la Universidad Nacional Autonoma de México.
CRITERIOS DE INCLUSION

Muestras que fueron diagnosticas histologicamente como COCE.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Muestras que no contaron con datos de identificacion del paciente asi como indicacion
de la zona anatomica.

Muestras de COCE recurrente o secundario.

Muestras de pacientes que recibieron radioterapia y/o quimioterapia.

CRITERIOS DE ELIMINACION

Son todas aquéllas muestras que sufrieron dafios en el tejido durante el procesado

inmunohistoquimico.
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VARIABLE INDEPENDIENTE

Zona anatomica.

Edad.

* & o o

Sexo.

VARIABLE DEPENDIENTE

Grado de diferenciacion de las muestras obtenidas.

Grado de expresion de erbB1, erbB2 y TGFR-I.

METODO PARA PROCESAMIENTO DE DATOS

Los datos fueron agrupados en una tabla donde se registro edad, sexo, zona anatémica,

grado de diferenciacion histoldgica y expresion de las tres moléculas.

PACIENTE | EDAD SEXO ZONA
ANATOMICA

GRADO
DIFERENCIACION

erbB1

erbB2

TGFRpI

ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

Se realizaron mediciones de tendencia central y dispersion, asi como la prueba de

correlacion de Spearman, utilizando el programa SPSS 10.0.
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RESULTADOS

De los veintiocho casos obtenidos 12 (42.86%) pacientes fueron del género masculino y
16 (57.14%) del género femenino (grafica 1). El promedio de edad fue de 67.60
(£17.71) afios. El promedio de edad del genero masculino fue de 64.5 (+20.11) afios y
del femenino de 69.93 (£15.96) afos. El rango de la edad fue de 31 a 93 afios.

Respecto a la distribucion segln la zona anatomica, la region donde se localizd mas
frecuentemente el COCE fue la mucosa oral con 19 casos (67.86%), le sigui6 la lengua
con 5 casos (17.86%) y paladar con 4 casos (14.28%); en piso de boca no se presentaron

casos en este estudio. (Tabla 1)

Tabla 1.Sitios de localizacion de los 28 casos

REGION ANATOMICA | # DE CASOS PORCENTAJE

LENGUA 5 17.86%
PISO DE BOCA 0 0%
PALADAR 4 14.28%
MUCOSA 19 67.86%
TOTAL DE CASOS 28 100.00%
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Al realizar el andlisis histoldgico de las mucosas sanas y los carcinomas, la mucosa sana
presento epitelio escamoso estratificado con proyecciones papilares hacia el tejido
conjuntivo con minimo/ausente infiltrado inflamatorio (Fig. l1a). Los COCE fueron
gradificados segin los parametros de la OMS, obteniendo 9 casos de COCE bien
diferenciado que correspondi6 al 32.14% (Fig. 1b), 12 fueron moderadamente
diferenciados representando el 42.86% (Fig. 1c) y 7 casos fueron pobremente

diferenciados representando el 25% (Fig. 1d).
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Anélisis inmunohistoquimico
erbbl

El anélisis inmunohistoquimico de mucosas sanas para erbB1 indico positividad en el
100% de las muestras analizadas presentando mayor expresion en células del estrato
espinoso a nivel del citoplasma y membrana. La densidad Optica promedio de
inmunoexpresion  digital fue de 82.38 +6.4luo/um® (Fig. 2a). El analisis
inmunohistoquimico de los COCE bien diferenciados indico una expresion digital de
102.7 + 5.33uo/um’ con mayor expresién en membrana plasmatica y citoplasma (Fig.
2b). Los COCE moderadamente diferenciados presentaron una expresion digital de
74.86 + 9.04uo/um” preferentemente en citoplasma (Fig. 2c), Los COCE pobremente
diferenciados presentaron expresion digital para erbB1 de 64.42 + 8.24uo/um? a nivel

citoplasma (Fig. 2d, Tabla 2),
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erbb2

El anélisis inmunohistoquimico de mucosas sanas para erbB2 presento menor expresion
comparado con erbBl1, localizandose principalmente a nivel de membrana en los
estratos granuloso y corneo unicamente en el 33.3% de las muestras con una densidad
optica promedio de inmunoexpresion digital de 48.27 +5.87uo/um?” (Fig. 3a). El analisis
inmunohistoquimico de los COCE bien diferenciados presentaron expresion
predominante en membrana plasmatica con menor expresion a nivel citoplasma, su
densidad optica promedio de inmunoexpresion digital fue 94.4 + 8.64uo/um? (Fig. 3b).
Los COCE moderadamente diferenciados mostraron una densidad optica promedio de
inmunoexpresion digital de 83.36 + 10.8uo/um”en membrana plasmatica (Fig. 3¢).

Los COCE pobremente diferenciados presentaron expresion digital de mayor intensidad
comparado con erbB1 con un promedio de densidad dptica de inmunoexpresion digital

de 87.92 + 20.1 uo/um? a nivel de membrana (Fig. 3d, Tabla 2).
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TGFR-p1

El analisis inmunohistoquimico de mucosas sanas para TGFR-BI se expresé en el 100%
de las muestras analizadas presentando mayor expresion en células del estrato espinoso
y granuloso a nivel del citoplasma con una densidad Optica promedio de
inmunoexpresion digital de 35.74 +7.87 uo/um’ (Fig.4a).

El analisis inmunohistoquimico de los COCE bien diferenciados para TGFR-BI presento
mayor expresion a nivel citoplasmatico; su densidad Optica promedio de
inmunoexpresion digital fue de 30.91 + 3.53 uo/um” (Fig. 4b). Los COCE
moderadamente diferenciados presentaron una expresion mayoritariamente en
citoplasma, con un promedio de densidad optica de inmunoexpresion digital de 22.07 +
14.45 uo/um? (Fig. 4c). Los COCE pobremente diferenciados presentaron expresion
digital para TGFR-BI en citoplasma mostrando un promedio de densidad Optica de

inmunoexpresion digital de 20.60 + 7.51uo/um” (Fig. 4d, Tabla 2).
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El andlisis estadistico de correlacion de Spearman entre el erbB1, erbB2 y TGFR-BI con

el grado de diferenciacion indico una correlacion significativa para erbB1 (p=0.035).

Tabla 2 Nivel de inmunoexpresion uo/um’

TEJIDO erbB1 erbB2 TGFR-BI
MUCOSA SANA 82.38 £ 6.41 48.27 +5.87 35.74 +7.87
BIEN 102.7 £5.33 94.4 + 8.64 3091 +£3.53
DIFERENCIADO

MODERADAMENTE | 74.86 +9.04 83.36 £ 10.8 22.07 £ 14.45
DIFERENCIADO

POBREMENTE 64.42 +8.24 87.92 + 20.1 20.60 = 7.51
DIFERENCIADO
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DISCUSION

Es conocido que el COCE se presenta con mayor proporcion en hombres que en
mujeres (2:1); esto es atribuido a sus conductas sociales, sin embargo, el consumo de
alcohol y tabaco cada vez mayor por las mujeres ha promovido la equiparacion de esta
proporcién.’

En nuestros resultados se observd mayor frecuencia en el género femenino con 16
casos. Lo WL y cols, en el 2003 reportaron que debido al aumento en el consumo de
alcohol y tabaco en la mujer se aumenta el riesgo de adquirir COCE.

De igual forma se considera que la edad de mayor incidencia para el COCE se presenta
predominantemente entre la quinta y sexta década de la vida, mayormente en personas
que consumen alcohol y tabaco.'

En nuestra muestra de estudio obtuvimos un promedio de edad de 67.6 (+17.71) afios.
Se sabe que entre mayor es la edad mayor es el riesgo de desarrollar cancer, debido al
largo tiempo de exposicion a los factores de riesgo y también a la disminuciéon de la
reparacion celular.””?

A través del analisis histoldgico podemos establecer el diagnostico definitivo de una
neoplasia, en el COCE el conocimiento de su grado histologico nos puede indicar el

17-20,22,40

grado de agresividad esperado en la neoplasia. Datos indican que el grado de

diferenciacion histologica mas frecuente es el bien diferenciado.**°

Los resultados de este estudio indicaron que el grado de diferenciacion mas frecuente
fue el moderado, con 12 casos. La importancia de clasificar el grado de diferenciacion
histologico del COCE radica en la planificacion del tratamiento y el diagnostico del
paciente para tener un mejor pronostico.**>"

En diversos trabajos se ha demostrado que la actividad proliferativa de las células del
tumor, la inactivacion de genes supresores de tumores y sobreexpresion de los factores
de crecimiento pueden jugar un papel importante en el desarrollo del COCE.**!

La identificacion de las distintas moléculas que estan asociadas con transformacion
maligna ha llevado a un aumento en el nimero de marcadores moleculares postulados,
que han demostrado estar relacionados con estadio del tumor, clasificacion, pronodstico
y/o curso clinico de la enfermedad.*

Gracias a los avances en biologia celular y molecular, se ha postulado que la presencia,

ausencia o modificacion de determinadas moléculas pueden guiar para el
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establecimiento de un diagnostico que auxilie en el establecimiento de un fenotipo y

3

. . . 4 .., .
posible comportamiento de la neoplasia.” La variacion de los niveles de

inmunoexpresion de erbB1, erbB2 y TGFR-BI han sido asociados con el prondstico de
muchos tipos de cancer.*™ *'?

La amplia investigacion sobre los receptores de la familia erbB ha demostrado que estos
se encuentran implicados en fenémenos de proliferacion y diferenciacion celular normal
y que la sobreexpresion y heterodimerizacion de erbB1 y erbB2 estan relacionados con
el proceso de transformacion y metéstasis del COCE.**-*°

Todos los casos de COCE analizados fueron positivos para el marcador erbBl1,
observando relacion con el grado de diferenciacion, puesto que su nivel de
inmunoexpresion disminuia conforme los COCE perdian diferenciacion. Hiraishi en
2006 demostro que el erbB1 se presentd en todos los tejidos con carcinoma oral que
analiz0.** Esto coincide con nuestro estudio donde también hubo una expresion de
erbB1 en todas nuestras muestras, con la diferencia que nosotros observamos que hubo
una disminucion de erbBl conforme el COCE perdia diferenciacion. Por lo que
podemos pensar que la expresion de erbB1 se encuentra directamente asociado al grado
de diferenciacion histologica. Probablemente la disminucion del erbB1 se debe a que
hay una sobreexpresién del receptor erbB2 y este desplaza a erbB1.>*>*

El erbB2 es un receptor implicado en el proceso de embriogénesis y transformacion
celular.* Una caracteristica importante de este receptor es que no cuenta con un ligando
reconocido como los otros miembros de la familia, sin embargo, al formar
heterodimeros con los otros tres receptores, su sefializacion puede ser mas intensa,
respecto a la cantidad de cinasas activadas.””* Al comparar los resultados de este
estudio observamos que los COCE presentaban aumento de su expresion comparado
con mucosa sana. Fong demostrd que este receptor se expresa escasamente en mucosa
sana y que en COCE su expresion se eleva significativamente.*® Esta sobreexpresion en
COCE puede obedecer a que las células neoplasicas presentan un comportamiento
parecido a las células embrionales que también expresan mayor cantidad de erbB2 en
comparacion con epitelio sano adulto.

Investigacion sobre el TGFR-BI han demostrado que se encuentra implicado en
procesos de diferenciacion celular normal y que los cambios en su expresion estan
relacionados con el proceso de transformacion y metéstasis del COCE. La disminucion
de la expresion de TGFR-BI en COCE es conocida ya que existen investigaciones que

C ., ., C 38414251
apoyan su disminucion de la expresion en relacion con el grado histologico.™ ™ ™
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Los resultados del trabajo indicaron que hubo disminucién de inmunoexpresion digital
de TGFR-BI en relacion a la pérdida de diferenciacion.

Mincione en el 2007 indica que el TGFR-PI se expresa intensamente y de forma
homogénea en todos los epitelios normales y COCE bien diferenciado, sin embargo, se
presentaba disminucion progresiva de la expresion en los carcinomas moderado y
pobremente diferenciados.”’ Coincidiendo con nuestros resultados. Al disminuir la
expresion, los carcinomas menos diferenciados pueden presentar caracteristica de mayor
agresividad como mayor proliferacion, invasion y metastasis.' Por otra parte,
Hidayatullah G. y cols. mostraron que la expresion y activacion de TGF-BI, TGFR-BI y
TGFR-BII conducen la expresion de MMP-2 y MTI-MMP, lo cual promueve la
degradacion del tejido conjuntivo adyacente permitiendo mayor invasion de las células
neoplasicas. Esto quiere decir que si tenemos una sobreexpresion de TGFR-BI habra
mayor expresion y actividad de MMP-2 y MTI-MMP en los COCE, lo cual podria estar
relacionado con la amplia agresividad de este grado histoldgico observado en los

resultados de este estudio.*’
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CONCLUSION

En base a los resultados de este estudio, podemos concluir que el COCE se presento con
mayor frecuencia en mujeres con 16 casos (57.14%), con una edad promedio de 69.93
(£15.96) afios y en hombres con 12 casos (42.86%), con una edad promedio de 64.5
(£20.11) afios. Con una preferencia de mucosa oral con 19 casos (67.86%).

Con los datos obtenidos podemos decir que la expresion de erbB1 desciende conforme
el COCE pierde diferenciacion. Por otra parte erbB2 presenta una expresion constante
para los tres grados de diferenciacion del COCE. Por lo que podemos decir que erbB2
es una molécula clave en el comportamiento bioldgico de esta neoplasia. E1 TGFR-BI

disminuyo su expresion conforme aumenta el grado de diferenciacion.
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