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1. INTRODUCCION

La displasia epitelial es una combinacion variable de fendmenos
microscoépicos indicativos de un desorden de la maduracion epitelial y de una
alteracion de la proliferacion celular, para su valoracion no existen
parametros cuantificables y por lo tanto no siempre la displasia epitelial es

signo de malignizacion.

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) o también llamado
epidermoide es un padecimiento multifactorial, es el tipo de cancer que se
presenta con mayor frecuencia en la cavidad bucal. La variacion de su
frecuencia depende de varios aspectos como por ejemplo la localizacion
anatomica, la region geografica y el consumo de ciertas sustancias como el
tabaco, el alcohol, en regiones como Asia el betel y Paan que son factores

de riesgo predisponentes a este tipo de cancer.

En el presente trabajo se valora un tipo de proteasas especificamente las
metaloproteinasas que poseen actividad promotora para el desarrollo de
metastasis; estas metaloproteinasas participan en muchos procesos
fisiolégicos. En un principio las metaloproteinasas se consideraron
importantes solo como sustancias que favorecian la invasion y la
diseminaciéon metastasica; mediante diversos estudios se ha visto que las

metaloproteinsas estan involucradas en el proceso de carcinogénesis.

La importancia de las metaloproteinas en estos procesos es elevada ya que
en muchos tejidos cancerosos se detecta elevada expresion y activacién de
ciertas metaloproteinasas; tambien regulan la invasion tumoral remodelando
componentes insolubles de la membrana basal y de la matriz intersticial,

liberando los factores de crecimiento secuestrados en la matriz extracelular.



2. ANTECEDENTES

En 1970 se comenz6 a identificar especificamente diferentes proteasas,

pertenecientes a la familia de las metaloproteinasas.*

Las proteasas son moléculas que juegan un papel fundamental en multiples
procesos biolégicos y se asocian con una gran variedad de situaciones
patologicas, entre ellas el cancer. Actuan como enzimas con una capacidad
altamente selectiva de degradar substratos especificos, con influencia en el
comportamiento y la supervivencia celular. Se pueden clasificar en
intracelulares y extracelulares. La actividad de las proteasas intracelulares se
asocia en general con la retirada o metabolizacion de sustancias dafiadas o
no deseables a nivel celular. La organizacidon de estas enzimas intracelulares

en cascadas proteoliticas actia como un mecanismo de proteccion.*

Por el contrario, las proteasas extracelulares suelen encontrarse
relacionadas con mecanismos que facilitan la carcinogénesis, encontrandose
habitualmente sobreexpresadas en los tumores. Entre las proteasas
extracelulares y pericelulares se encuentran las metaloproteinasas,
desintegrinas, neprilisinas, catepsinas, calicreinas prostasinas y la dipeptil

peptidasa 4.

En el metabolismo de las células tumorales, las proteasas participan vy
regulan procesos que incluyen la proliferacion, adhesidon, migracion,
diferenciacion, angiogénesis, envejecimiento, autofagia, apoptosis y evasion

del sistema inmune.*

Entre las proteasas extracelulares figuran las metaloproteinasas cuya misién
es degradar las proteinas integrantes de la matriz extracelular (MEC) en su
medio ambiente inmediato y activar factores de crecimiento, receptores de

superficie y moléculas de adhesion; asi también, estan relacionadas en el



desarrollo, la regeneracion y la enfermedad.?

Gross y Lapiere en su articulo de 1962 mencionan la existencia de enzimas
difusibles que degradaban geles de colageno fibrilar nativo. Desde entonces

se han ido identificando las metaloproteinasas, que se caracterizan por

depender del zn*2 para su actividad catalitica, por su potente capacidad
para degradar proteinas estructurales de la MEC y por su secuencia

evolutiva especifica.?

El primer miembro de la familia de las MMP descubierto fue una colagenasa
intersticial, descrita por Gross y Lapiere en 1962 en experimentos
designados a explicar como la cola de los renacuajos, rica en colageno, era

reabsorbida durante el proceso de la metamorfosis.*

En 1971 se demostré que las MMP se sintetizaban como zimdgenos
inactivos que requerian ser activados por protedlisis y también la existencia

de inhibidores titulares (TIMP) de su actividad.?



3. COMPOSICION DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

La matriz extracelular (MEC) estd formada por gran cantidad de
componentes que se clasifican en tres grandes grupos: proteoglicanos y
glucosaminoglicanos, proteinas estructurales (colageno y elastina), y

proteinas de adhesién (fibronectina y laminina).? (Ver Fig.1)
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Fig. 1 Composicion de matriz extracelular. Tomado de
http://www.biowiki.com.br/doku.php?id=matriz_extracelular.
La MEC es una red de proteinas intersticiales que constituye una proporcién

significativa de cualquier tejido. Las interacciones entre células y matriz
extracelular son esenciales para el desarrollo y la cicatrizacion, asi como

para mantenimiento de la arquitectura tisular normal.*

Sus funciones son:
- Soporte mecanico: para el anclaje y la migracion de células y el
mantenimiento de la polaridad celular.*
- Control de la proliferacion celular: la MEC sirve de deposito a distintos
factores de crecimiento latentes que pueden ser activados en focos de

lesion o inflamacion.*


http://www.biowiki.com.br/doku.php?id=matriz_extracelular

Andamiaje para la renovacion tisular; como el mantenimiento de la
estructura tisular normal, requiere una membrana basal o un
andamiaje estromal, la integridad de la membrana basal o del estroma
de las células parenquimatosas es esencial para la regeneracion
organizada de los tejidos.*

Establecimiento de microambiente: la membrana basal actia como
frontera entre el epitelio y el tejido conjuntivo subyacente, no se limita

a dar soporte al epitelio, sino que también es funcional.*

Existen dos formas basicas de matriz extracelular, la primera la matriz

intersticial y la membrana basal.*

La matriz intersticial se encuentra en los espacios entre células en el
tejido conjuntivo, y entre el epitelio y las estructuras de soporte
subyacentes de vasos y musculo liso. La matriz intersticial es
sintetizada por las células mesenquimatosas (fibroblastos), formando
un gel tridimensional relativamente amorfo. Sus componentes
principales son colagenos fibrilares y no fibrilares, ademéas de

fibronectina, elastina, proteoglucanos, hialuronato, etc.*

La membrana basal: esta altamente organizada alrededor de las
células epiteliales y endoteliales, formando la membrana basal
especializada. En la sintesis la membrana contribuye el epitelio
situado por encima y las células mesenquimatosas, formando una red
laminar plana (en alambrada). Los elementos principales son colageno

tipo IV no fibrilar amorfo y laminina.”



Tanto la MEC como las moléculas de adhesion, son consideradas
componentes fundamentales para mantener la estabilidad celular del tejido,
organo y sistema; ademas, participan en procesos vitales como: migracion,
multiplicacion, preservacion, procesos bioquimicos y de senalizacion celular
(Ver fig 2). Algunas proteinas intracelulares como: selectinas, super familia
de las inmunoglobulinas, cadherinas e integrinas, se sobreexpresan por la
ausencia de proteinas de adhesion, lo cual genera efectos como la
proliferacion desmedida, la invasion y las futuras metastasis. En cuanto a las
metaloproteasas de matriz, tienen una participacion compleja en la
progresion del cancer; puesto que participan en la degradacion de la matriz

extracelular permitiendo la migracion de las células endoteliales.®
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Fig. 2 Matriz extracelular. Tomado de http://epidemiologiamolecular.com/matriz-

extracelular/
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4. INVASION Y METASTASIS

Son el resultado de complejas interacciones entre las células cancerosas y el

estroma.*

La implantacion de una célula o de una colonia metastasica es un fenémeno
complicado, que implica la respuesta combinada de células tumorales y
normales y considerandose como la consecuencia final de un proceso activo,
continuo, complejo y multiescalonado denominado conocido como cascada
metastasica que, en sintesis, tomando como modelo la via de diseminacién
hematégena, esta constituido por los siguientes pasos.’(Ver Fig.3)

” Invasion local de la matriz extracelular, comprendiendo la disolucién
de la membrana basal y la progresion a través del estroma intersticial,
propiciado por las enzimas proteoliticas, fundamentalmente las
metaloproteinasas.’

” Penetraciéon en los vasos sanguineos y/o linfaticos que se realiza
mediante la adhesién, a la membrana basal por receptores especificos
de superficie, lisis por disolucion enzimatica y migracién celular al
interior de los vasos, habitualmente mediante movimientos
ameboides.’

» Diseminacion de las células tumorales en el torrente circulatorio donde
deberan sobrevivir al sistema de defensa del huésped y al trauma
condicionado por la turbulencia sanguinea a la que estan sometidas,
lo que soélo es conseguido por menos del 0,001% de las células
tumorales que se introducen en él, fenbmeno conocido como
ineficiencia metastasica.’

» Detencion de las células a nivel de los capilares del 6rgano diana,
mediada por receptores de membrana, 6rganos especificos existentes
en las células tumorales y/o por factores quimiotacticos derivados del

parénquima del 6rgano a invadir.”
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» Extravasacion de las células tumorales mediante un proceso similar,
aunqgue en orden inverso, al utilizado para la penetracion en el torrente
circulatorio.’

> Infiltracion de parénquima y crecimiento progresivo de la poblacion
metastasica, para lo cual sera necesaria la presencia de factores de
crecimiento tanto locales, factores hormonales producidos por el
huésped y la existencia de angiogénesis que aseguré el aporte de
nutrientes, entre otros.’

» Evasion de las defensas del huésped, mediante resistencia a los
macrofagos, células natural killer y linfocitos T activados, junto a un
defecto en la expresion o bloqueo de antigenos especificos tumorales
y resistencia al tratamiento a través de la amplificacion de la

resistencia genética a las drogas antitumorales.’

Fig. 3 Proceso de invasion y metastasis. Tomado de

http://naukas.com/2011/02/25/los-siete-pecados-celulares/
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5. METALOPROTEINASAS

Las metaloproteinasas (MMP’s) son metaloenzimas y se encargan de la
degradacion de coldgenos y otros componentes de la matriz extracelular
(MEC), son llamadas asi por que dependen de iones metalicos, por ejemplo

el zinc, para desarrollar su actividad.”

Son producidas por diversos tipos celulares (fibroblastos, macrofagos,
neutrofilos, células sinoviales y algunas células epiteliales) y su sintesis y
secrecion es regulada por factores de crecimiento, citocinas y otros agentes;
también se ha demostrado que las metaloproteinasas estan involucradas en

procesos como la remodelacién, angiogénesis y vascularizacion.*®

5.1 Caracteristicas quimicas y funcién

Las MMPs son miembros de una familia de proteinas dependientes del zinc.
Hasta el momento se han identificado mas de 25 formas. La estructura
basica de las MMPs contiene los siguientes dominios: un péptido de senal,
que dirige a la MMP en el reticulo endoplasmatico durante su sintesis; un
propéptido que mantiene la latencia de la enzima hasta que es eliminado; la
unidad catalitica, con actividad enzimatica; y finalmente un dominio
hemopexina, que es el que determina la especificidad del substrato y que
cuenta con una pequefa zona de bisagra que le permite presentar el

substrato al core activo del dominio catalitico.* (Ver Fig. 4)
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Dominio de tipo

. hemopaxina
Péptido paxi Dominio
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o« O <

Daminia
................................................. 3 citoplasmatico
Estructura basica: MMPT y MMP26

{ .................................................................. :.,

Estructura con dominio de tipo hemopexina: MMPL, MMP3, MMP2, MMPO...

e e e e e e e >

Estructura con dominios de tipo hemopexina y transmembrana: MT1-MMPs

Fig. 4 Estructura basica de las metaloproteinasas. Tomado de
http://www.scielo.org.ar/pdf/medba/v72n6/v72n6al2.pdf

La mayoria de MMPs son secretadas como formas inactivas, con un
propéptido que debe ser liberado para conseguir la forma activa de la
enzima. Este contiene un residuo rico en cisteina que interactua con el zinc

en la zona catalitica y previene la unién del substrato.*
5.2 Clasificacién de las metaloproteinasas

Inicialmente, las metaloproteinasas fuer6n descritas en base a su funcion
especifica, basada en el substrato sobre la que actuaban. A medida que se
descubrieron mas moléculas pertenecientes a la familia de las
metaloproteinasas se decidié nombrarlas a partir de su nombre genérico con

un sufijo numérico correspondiente al orden de descripcién.t
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En el humano se conocen hasta el momento 25 MMPs que han sido
clasificadas en subclases segun la especificidad del sustrato o componente

de la MEC que degradan.***? (Ver Fig. 5)

Fig. 5 Metaloproteinasas. Tomado de http://www.medigraphic.com/pdfs/neumo/nt-
2014/nt142e.pdf
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Tabla 1: Clasificacion de las metaloproteinasas segun el sustrato que
degradan.®® (Ver tabla 1)

Clasificacion MMP  Sustrato

MMP1 Colageno: intersticial, 1, de
Colagenasas neutrofilos y 2

MMP8 Colageno 3

MMP13 Colageno-4 (Xenopus)

MMP18 RASI-1, RASI-6, MMP19

MMP19 Colageno 1

Gelatinasas MMP2 Gelatina A
MMPS Gelatina B, colageno-2

Estromelisinas MMP3 Estromelisina-1
MMP10 Estromelisina-2, transina-2
MMP11 Estromelisina 3

Matrilisinas MMP7 Matrilisina, matrina, metalopro-
teinasa-1 putativa, metaloendo-
peptidasa uterina

MMP26 Matrilisina 2, endometasa

Metaloelastasas MMP12 Elastasa de macrofago, meta-
loeslastasa

Metaloproteinasas MMP14 MT1-MMP
de matriz
MMP15 MT3-MMP
MMP16 MT3-MMP
MMP17 MT4-MMP
MMP24 Metaloproteinasa de matriz tipo
5, MTS5-MMP
MMP25 Metaloproteinasa de matriz tipo
5, leucolisina, MT6-MMP

Otras MMPs MMP20 Amelogenina
MMP21 Pro-gelatina
MMP22 Colageno llI, IV, IX, X
MMP23 No referido
MMP26 Colageno tipo IV
MMP27 MMP22
MMP28 Caseina

RASI = Sistema de inhibidores renina-angiotensina-aldosterona (del
inglés renin-angiotensin-aldosterone system inhibitors.

15



6. REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE LAS
METALOPROTEINASAS

La actividad de las MMP es regulada a tres niveles: transcripcion del gen que
codifica para la MMP, activacion del zimogeno e inhibicion endogena de la

enzima activa.'*

Las citocinas proinflamatorias como interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-
6), el factor de crecimiento transformante B (TGF-B), el factor de necrosis
tumoral a (TNF-a) y factores como el Crecimiento Epidérmico (EGF) o el de
Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF) estimulan la sintesis de MMP.
Ademas, la sintesis de MMP puede ser estimulada por una proteina de
superficie denominada inductor de MMP extracelular, particularmente en
procesos oncolégicos. Ademas durante la activacién de las MMP también
activan la plasmina, tripsina, quimasa, elastasa y calicreina. Siendo la
plasmina es el activador mas potente en condiciones fisioldgicas. El estrés

oxidativo también puede activarlas al inducir cambios conformacionales.**
7. INHIBICION DE METALOPROTEINASAS

Los inhibidores especificos de MMP’s son los TIMP’s. Se unen a las MMP’s
de manera no covalente en complejos estequeométricos (1:1), formando un
complejo reversible y de alta afinidad con dichas proenzimas. La molécula de
TIMP consta de 184 a 194 aminoacidos subdivididos en un subdomino N-

terminal y uno C-terminal.*®

En el hombre se han reconocido cuatro moléculas con actividad inhibitoria de
MMP’s. Entre las cuatro, inhiben todas las MMP’s conocidas hasta el
momento difiriendo entre ellas en cuanto a su solubilidad, regulacién y en su
interaccion especifica con la proenzima. No actuan con la misma efectividad

frente a todas las MMP’s. TIMP-1 lo hace preferentemente sobre proMMP-9;
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TIMP-2 con la proMMP-2, mientras que TIMP-3 inhibe preferentemente a
ADAM’s. TIMP-4 ha sido poco estudiado en comparaciéon con los otros tres

miembros del grupo pero, segtn Bourbulia y col. inhibiria MMP-1y 2.%°

Los TIMP’s son proteinas multifactoriales involucradas en diferentes
actividades biolégicas independientes del efecto inhibitorio sobre las MMP’s.
Intervienen en la induccion de la proliferacién celular, inhibicion de la

apoptosis, migracion celular, invasion y angiogénesis. (Ver Fig. 6)

gL
"uié

Terminal-C

Fig. 6 MMP reguladas por la sefializacién de los TIMP. En condiciones fisiolégicas hay un
equilibrio homeostatico entre la produccion de MMP y la expresion de TIMP. En condiciones
patolégicas el aumento de la expresion de MMP da como resultado el agotamiento de las

TIMP lo que conlleva en la perdida de la sefializacion y tiene implicacién en la patologia de la

enfermedad. Tomado de http://ajp.amjpathol.org/article/S0002-9440(11)00898-4/fulltext.
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8. IMPORTANCIA DE LAS METALOPROTEINASAS EN LAS
DISPLASIAS EPITELIALES Y EL CARCINOMA DE CELULAS
ESCAMOSAS

Se ha estudiado el papel de las principales enzimas involucradas en el
desarrollo de las displasias epiteliales y el carcinoma de células escamosas.
Entre ellos, las metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP’s) debido al
hecho de que son proteinasas responsables de degradar muchos
componentes de la matriz extracelular, haciendo posible la invasion de las

células neoplasicas.™?

El balance entre MMP’s y sus inhibidores se ve alterado en el cancer debido
a la pérdida de las condiciones fisiologicas de equilibrio. La degradacion de
la MEC y consecuentemente el potencial invasivo y metastasico de las
células tumorales es el resultado de un desbalance entre las actividades de
las MMP’s y sus inhibidores. La degradacion de la matriz extracelular no sélo
permite que el cancer se propague sino tambien permite la liberacion de

citocinas. ™’

8.1 Papel de las metaloproteinasas 2, 9 y 14 en displasias y

carcinoma de células escamosas

Las MMP-2 y MMP-9 son metaloproteinasas que se ha demostrado su
participacion en la patogénesis del cancer, ellas degradan el colageno tipo
IV, componente principal de la membrana basal, asi como otros tipos de
colagenos (I, II, 1ll, V, VIl y X), la elastina y fibronectina; estan altamente
expresadas en las células del estroma que rodea la zona de invasién y
metastasis de tumores. La MMP-9 esta casi ausente en tejidos normales y se
encuentra limitada a monocitos y macréfagos. Sin embargo, su expresion

puede ser inducida en caso de remodelacion tisular como en el desarrollo
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embrionario y cicatrizacion o invasion tumoral; ademas de que su secrecion
es en forma latente una vez activado es capaz de degradar el colageno de la
matriz extracelular incrementando la capacidad metastasica. 8192

La degradacion proteolitica de los componentes de la matriz extracelular por
la MMP-9 facilita la invasion de células de neoplasicas y conduce a la
liberacion de factores de crecimiento, tales como el VEGF, que mejoran la
angiogénesis y la progresion tumoral. Las metaloproteinasas 2 y 9 se ha
demostrado que tienen una elevada expresion en pacientes con periodontitis

asi como en el cancer oral.*”%!

Las metaloproteinasas asociadas a membrana denominadas MT-MMP
(membrane-type matrix metalloproteases), forman parte de las membranas
basales e intervienen en la actividad proteolitica de otras MMP’s. Estas a su

vez pueden ser de dos tipos.*>**

» Proteinas transmembrana: unidas a la misma por un sitio hidréfobo:
MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-24."

» Proteinas que poseen glicofosfatidilinositol (GPI): MMP-17 y MMP-
25,1

MMP-14 participa en el crecimiento del tumor y la invasion; tiene actividad de
colagenasa, ademas, la mayoria sobre sus estudios se centran

principalmente en la angiogénesis y la invasién.*?
9. DISPLASIA EPITELIAL

Es un trastorno del crecimiento y de la maduracién de los componentes
celulares de un tejido, que puede estar asociado o no a estimulos
persistentes y que remitira al eliminar dicho estimulo. Se caracteriza por un
grupo de alteraciones, como pérdida de la uniformidad de cada célula y

desorientacion  arquitectonica. Las células displasicas presentan

19



pleomorfismo y con frecuencia contiene grandes nucleos hipercromaticos con
un elevado indice nucleocitoplasmatico. El tejido presenta una arquitectura

desordenada.*?

La displasia epitelial es un desorden de la maduracion epitelial y de la
alteracion de la proliferacion celular; para su valoracion se utilizan ciertos

criterios asi como para dar un tipo de clasificacién basado en lo siguiente®:

En la tabla se muestran los hallazgos arquitecturales y citolégicos que

definen la displasia epitelial segun los expertos de la OMS.* (Ver Tabla 2)

Tabla 2: Datos histopatologicos de la displasia epitelial en la mucosas

oral

Datos estructurales Datos citologicos
1.- Estralificacion irmegular 1.- Varacion anormal en el tamano
nuclear
2- Perdda oe la polaridad de las
celulas basales 2.- Vanacion anormal en la forma
nuclear

3 - Crestas epitelales anomalas
3 - Varacion anormal en el tamafo
4 .- Aumento del numero de mitosis codular.

5 - Mitosis anormales superficiales. 4 - Vanacion anommal en la forma
cedular,

6.- Queratinzacion prematura de

ceiulas asiadas 5- Aumento en la proporcion
nucleo/citoplasma

7.~ Perlas de queratina dentro de las

crestas 6.- Aumento del tamafo nuclear.

7.- Mitosis atipicas.

8- Aumento de numeroftamano
nucieolos.

9.- Hipercromatismo.
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Kujan y cols. realizarén una valoracion de estos parametros de la OMS para

la displasia epitelial, definiendo las dos siguientes situaciones:*

Lesiones de “Bajo Riesgo” para aquellas lesiones displasicas que
presentasen menos de 4 datos arquitecturales y menos de 5 citolégicos y
otra de “Alto Riesgo” para las lesiones displasicas que presentaban mas de 4

datos arquitecturales y méas de 5 citoldgicos.?®

Warnakulasuriya en 2001, después de revisar diferentes autores realiza una
clasificacion basandose en localizacion, cantidad e intensidad de las
alteraciones del epitelio de la mucosa bucal y basado en esto clasifica a las

displasias epiteliales en leve, moderada y severa.?*

» Displasia epitelial leve.
Cuando las alteraciones se producen en el tercio basal del epitelio y
solo dos criterios histolégicos de displasia.?*

» Displasia epitelial moderada.
Cuando los cambios displasicos afectan a los dos tercios inferiores del
epitelio y estén presentes entre dos y cuatro criterios histolégicos.?*

» Displasia epitelial severa.
Cuando los cambios afectan méas de dos tercios del espesor del
epitelio sin llegar a involucrarlo por completo y que estén presentes

mas de cinco criterios histolégicos de displasia.?*

Cuando el epitelio esta afectado en su totalidad ya no se considera una
displasia severa sino un Carcinoma in situ, término que hace referencia a la
presencia de un carcinoma intraepitelial que no ha roto la membrana basal,

no ha penetrado al corion subyacente y no posee capacidad invasiva.**
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10. CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS

10.1 Sinonimia

Carcinoma escamoso, carcinoma epidermoide, carcinoma espino celular,

carcinoma oral de células escamosas.?

10.2 Definicion

Tumor maligno derivado del epitelio escamoso de la cavidad oral y orofaringe

y el cérvix por ejemplo.?®

Neoplasia maligna del epitelio plano estratificado que puede producir

proliferacién destructiva local y metastasis a distancia.?’

Representa el 90% de todos los tumores malignos de la cavidad oral y el 5%

de las neoplasias malignas en el ser humano.?®

El carcinoma de células escamosas suele ser la etapa final de la alteracion
del epitelio plano estratificado, iniciandose como una displasia epitelial y
evolucionando hasta que las células epiteliales displasicas rompen la
membrana basal e invaden el tejido conjuntivo. Puede originarse también in
novo a partir del epitelio plano suprayacente y no tener una fase

premaligna.®’
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10.3 Incidencia

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es el cancer mas frecuente
en la cavidad bucal, representa el 5% de todas las neoplasias y ocupa el
nimero 12 de todas las neoplasias malignas en el mundo.?

La incidencia en Estados Unidos y el Reino Unido se observa entre los 55y

65 afios, mientras que en la India es menor, entre los 40 y los 45 afios.?*
Se da en proporcién 3:1 hombres > mujeres.?®

El tumor se puede identificar en cualquier parte de la boca, pero algunos
sitios se comprometen con mayor frecuencia: son los labios sobre todo el
inferior, la parte ventral de la lengua, la parte anterior del piso de boca, la
mucosa bucal en la regién del surco alveolo-lingual y el paladar, asi como

también en las amigdalas palatinas y la base de la lengua.? (Ver Fig. 7)

Fig. 7 Carcinoma de células escamosas, ulceracion necrdtica sobre el borde
lateral de la lengua. Tomado de http://www.canceroral.org/p/caracteristicas-

microscopicas-y.html
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10.4 Etiologia

La etiologia del carcinoma oral de células escamosas es multifactorial, pero

se implican varios factores etiolégicos, tales como:
- El tabaquismo y la masticacion de tabaco.*?®

- Fumar en pipa.”®

- El alcoholismo crénico.*#

- Infeccién por papiloma humano, en particular los tipos 16, 18 y 33.42®

- Exposicién a la luz solar o radiacion actinica.*?®

- En India y Asia, el consumo de betel y paan mascados es un factor
predisponente regional importante, ya que sus ingredientes la nuez de
areca, la cal y el tabaco, envueltos en una hoja de betel son
potenciales generadores de carcinégenos.”

- En afos recientes ha aumentado la incidencia del carcinoma de
células escamosas en personas menores de 40 afios sin factores de

riesgo conocidos ni infectados por el virus del papiloma humano.*

10.5 Caracteristicas histologicas

Empiezan como lesiones displasicas, que pueden progresar a un carcinoma
in situ o no antes de invadir el estroma subyacente de tejido conjuntivo. Los
COCES varian desde neoplasias queratinizantes bien diferenciados hasta
tumores anaplasicos, a veces sarcomatoides, y desde procesos de
crecimiento lento hasta tumores de crecimiento rapido. Estos tumores tienden
a la infiltracién local antes de metastatizar hacia otros puntos; las vias de

propagacion dependen de su localizacién primaria.*

El COCE se caracteriza por la proliferacion de nidos, cordones o islotes

neoplasicos que recuerdan en mayor o menor grado el epitelio escamoso de
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donde derivan y que penetran en el tejido conectivo. Se han propuesto
diversas clasificaciones siendo la mas aceptada la clasificacién de la OMS
que los divide en tres grados de malignidad, segun el grado de

queratinizacién, el pleomorfismo celular y nuclear y la actividad mitética.®

» Bien diferenciados: crestas epiteliales alargadas irregularmente que
invaden el tejido conjuntivo y contienen acumulaciones aberrantes de
queratina (perlas de queratina) o como queratinizacion individual. Se
observa un infiltrado inflamatorio crénico peritumoral bastante

marcado formado por linfocitos y células plasmaticas.'®2"3

» Moderadamente diferenciados: posee menor semejanza con las
células epiteliales, presenta pérdida de cohesién celular y disminuye la

formacion de perlas de queratina y la queratinizacion individual.?”

» Poco diferenciados: capas de células que carecen de patrén
arquitectonico y muestran anomalias celulares intensas que consisten
en hipercromatismo y pleomorfismo nuclear ademas de un elevado

nimero de mitosis.?”!
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11. OBJETIVO GENERAL

Realizar un ensayo para las metaloproteinasas MMP-2, MMP-9 y MMP-14 en
displasias y carcinoma oral de células escamosas en busqueda de su
expresion y zonas de inmunoreaccion en el parénquima neoplasico y en el

estroma.
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12. POBLACION DE ESTUDIO

Se utilizaron 6 displasias epiteliales: 2 leves, 2 moderadas, 2 severas; y 6
carcinomas de células escamosas: 2 bien diferenciados, 2 moderadamente
diferenciados y 2 poco diferenciados disponibles del laboratorio de Patologia

Clinica y Experimental DEPel.
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13. METODOLOGIA

Se utilizaron los casos diagnosticados como displasia leve, moderada y
severa; y carcinoma de células escamosas bien diferenciado,
moderadamente diferenciado y poco diferenciado en el periodo comprendido
del 2005 al 2014.

De los casos seleccionados se solicitaron los blogues de parafina a partir de
los cuales se obtuvierdn cortes histologicos tefidos con H&E; asi como
cortes de 4p de los tejidos incluidos en parafina para realizar la técnica de

inmunohistoquimica con los anticuerpos MMP-2, MMP-9 y MMP-14.

Se analizaron las laminillas con la inmunoreaccién para determinar las zonas

positivas en el parénquima neoplasico y en el estroma.

Técnica inmunohistoquimica.

Los tejidos se desparafinaron en xilol y se rehidrataron en alcoholes a
diferentes concentraciones, se realiz6 doble recuperacién antigénica con
citrato de sodio al 0.1% en horno de alto poder por 5 minutos a potencia 100,
posteriormente a 15 minutos a potencia 70. Se dejo enfriar a temperatura
ambiente por 20 minutos. Se realizaron 2 lavados de 4 minutos cada uno con
PBS al 1% y se inactivl la peroxidasa enddgena con perdxido de hidrogeno
al 0.9% por 20 minutos a temperatura ambiente, una vez pasado el tiempo se
realizaron 2 lavados de 4 minutos cada uno con PBS al 1% y se coloca la
albumina por 20 minutos. se realizan dos lavados con PBS de 4 minutos
cada uno y se coloca el Triton por 20 minutos, se realizaron lavados con
PBS. Los tejidos se incubaron durante 24 horas con los anticuerpos
primarios MMP-2 y MMP-9 a una dilucion 1:50 y MMP-14 a una dilucién de

1:800. Se lavaron con TBS al 1%, se agrego el anticuerpo secundario por 10
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minutos, se realizaron lavados con TBS al 1%. Se colocé el complejo
estreptadivina/peroxidasa por 10 minutos. Se realizé la observacion de la
reaccion con diaminobencidina para después tefiirlas con hematoxilina de

Mayers, por ultimo se realizé el montaje.
Se analiz6 la inmunoreaccion de los anticuerpos en un microscopio de

campo claro para observar las células positivas en las displasias epiteliales o
y el COCE.
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14. RESULTADOS

Se obtuvieron los siguientes resultados en las displasias epiteliales:

En la displasia epitelial leve la expresion de la MMP-2 es positiva de leve a
moderado en las células estromales y citoplasma (Ver Fig. 8 A); la MMP-9
es positiva de moderada a intensa en las células epiteliales del estrato basal

(Ver Fig. 8 B) y la MMP-14 es positiva leve en las células epiteliales del

P < ¢
VA
!

Fig. 8 MMP-2 positivo en células estromales 400x; B. MMP-9 positivo en
células estromales 200x; C. MMP-14 positivo en células epiteliales y

citoplasma 400x.
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En la displasia epitelial moderada la expresion de la MMP-2 es positiva focal
en células estromales cercanas a vasos sanguineos (Ver Fig. 9 A); la MMP-9
es positiva levemente en las células epiteliales en el estrato espinoso (Ver

Fig. 9 B) y la MMP-14 es positiva intensamente en el citoplasma de células

epiteliales de estrato espinoso y granular (Ver. Fig. 9 C).

Fig. 9 A. MMP-2 positivo en células estromales 200x; B. MMP-9 positivo en
células epiteliales 200x; C. MMP-14 positivo en el citoplasma de células
epiteliales 400x.
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En la displasia epitelial severa la expresion de MMP-2 es negativa en células
epiteliales y estromales (Ver Fig. 10 A); la MMP-9 es negativa en células
epiteliales y estromales (Ver Fig. 10 B) y la MMP-14 es positiva de intenso a

moderada en células epiteliales de estrato espinoso y granular, positividad

membranal leve y citoplasmética intensa (Ver Fig. 10 C).

Fig. 10 A. MMP-2 negativa 200x; B. MMP-9 negativa 200x;

C. MMP-14 positivo en citoplasma, membrana y células epiteliales 200x.
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Se obtuvieron los siguientes resultados en el COCE:

En el COCE bien diferenciado la expresion de MMP-2 es positiva de
moderado a leve en células neoplasicas y citoplasma (Ver Fig. 11 A); la
MMP-9 es positiva de moderada a leve en células neoplasicas e intensa en
células estromales (Ver Fig. 11 B) y la MMP-14 es negativo en células
epiteliales y estroma (Ver Fig. 11 C).
R A ek G RS
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Fig. 11 A. MMP-2 positivo en células neoplésicas y citoplasma 400kx;

B. MMP-9 positivo en células estromales y neoplasicas 400x; C. MMP-14

negativo 400x.
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En el COCE moderadamente diferenciado la expresion de MMP-2 es positiva
de leve a moderada en las células epiteliales de los conductos epiteliales
(Ver Fig. 12 A); la MMP-9 es positiva focal intensa en células estromales al

igual que en células epiteliales de los conductos salivales (Ver Fig. 12 B) y

la MMP-14 es positivo en membrana, citoplasma y células neoplasicas (Ver

Fig. 12 A. MMP-2 positivo en células epiteliales 400x; B. MMP-9 positivo en
células estromales y epiteliales 400x; C. MMP-14 positivo en membrana,

citoplasma y células neoplasicas 400x.
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En el COCE poco diferenciado la expresion de MMP-2 y MMP-9 son
negativas en células estromales y neoplasicas (Ver Fig. 13 Ay B) y la
MMP-14 es positiva moderada en la membrana y células neoplasicas (Ver
Fig. 13 C).

Fig. 13 A. MMP-2 negativo 400x; B. MMP-9 negativo 400x;

C. MMP-14 positivo en membrana y células neoplasicas 400x.
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15. DISCUSION

La matriz extracelular juega un papel muy importante debido a que en su
composicién se encuentran las metaloproteinasas las cuales se encargan de
la degradacion de colagenos y otros componentes de la matriz extracelular,
asi como también participan en procesos patolégicos por ejemplo en la

metastasis en el carcinoma oral de células escamosas.

Las MMPs en el cancer han sido descripto hace décadas. Desde entonces
se han realizado numerosos estudios para la identificacion estructural y
funcional de las MMPs responsables de la actividad proteolitica durante la
progresion tumoral. Durante la carcinogénesis las células tumorales
interaccionan con factores de crecimiento, citoquinas y distintas células, tales
como células endoteliales, fibroblastos, macréfagos, mastocitos y pericitos

presentes en el microambiente tumoral.*

De acuerdo con Hai-Xia Fan y cols.** la MMP-2 y MMP-9 se expresan
severamente en las displasias epiteliales asi como en el COCE, segun sus
resultados la expresion de estas metaloproteinasas en el carcinoma de
células escamosas en lengua y en mucosa oral displésica, la expresion de
dichas MMP’s es elevada, lo que concuerda con la inmunoreaccion positiva
gue obtuvimos en los resultados de nuestro ensayo, asi como la MMP-14

también se encuentra expresada en las displasias epiteliales y el COCE.

El grado de expresién en nuestro ensayo de las MMP-2, MMP-9 y MMP-14
en las displasias epiteliales se observa de leve a moderado a excepcién de
las MMP-2 y MMP-9 en la displasia epitelial severa en donde es negativa la

expresion de dichas metaloproteinasas.
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En el carcinoma oral de células escamosas hay variaciones en las cuales en
el COCE bien diferenciado se observa la expresion positiva de las MMP-2 y
MMP-9 pero la MMP-14 no se encontrd dicha expresion. Caso contrario en el
COCE poco diferenciado en el cual las MMP-2 y MMP-9 su expresion es
negativa y la MMP-14 es positiva moderadamente.

Manikkath y cols.®* en su estudio demostré que la expresién de la MMP-2 y
MMP-9 es elevada en el citoplasma en etapas tempranas del carcinoma de
células escamosas en lengua y que concuerda con nuestros resultados del
ensayo ya que donde se localizo una positividad moderada en general es en

el citoplasma, asi como en la membrana.
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16. CONCLUSIONES

La importancia del presente ensayo fue localizar la expresion de las MMP-2,
9 y 14 en las displasias epiteliales y el COCE con el fin de que se puedan

utilizar como factores prondésticos para estas lesiones.

En las displasias epiteliales la MMP-2, MMP-9 y MMP-14 fueron positivas a
excepcion de la displasia epitelial severa con MMP-2 y MMP-9 su expresion
fue negativa; en general podemos pensar que pueden utilizarse como

biomarcadores para estas lesiones, al igual que en el COCE.
En conclusién se cumplio el objetivo que se planteo el cual fue observar la

expresion de la MMP-2, MMP-9 y MMP-14 en las displasias epiteliales y
COCE.
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