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INTRODUCCION

El carcinoma epidermoide bucal es una neoplasia maligna de origen epitelial, a diferencia
de otras neoplasias malignas, este permanece en una situacion local-regional por un largo
periodo de tiempo, su metastasis a otros 6rganos se desarrolla solo en estados tardios de la
enfermedad. La progresién neoplésica del carcinoma epidermoide bucal incluye una
invasion local, diseminacion a cavidades anatébmicas y una metastasis linfatica o
hematdgena. El aspecto clinico y el grado de displasia de las lesiones premalignas de la

cavidad bucal sugieren su capacidad de malignizar.

La carcinogénesis se caracteriza por la desregulacion de funciones celulares normales como
la divisidn, la diferenciacion y la muerte celular. Actualmente se investigan nuevos
marcadores moleculares para proporcionar informacién adicional a la recopilada en el

exadmen clinico y el estudio histopatoldgico.

El sistema inmune no solo es importante para la proteccion contra infecciones, sino también
para el reconocimiento de células neoplasicas. Se ha reconocido que la falta de inmunidad
natural contra lesiones malignas como el melanoma puede ser debida a una deficiencia en
la presentacidn de antigenos por parte de las células dendriticas (CD). Las CD son las mas
potentes células presentadoras de antigenos, ellas juegan un papel clave en la inmunidad
neoplésica y participan activamente en la generacion de células T efectoras antitumores.
Las CD son particularmente eficientes en ejecutar la via dependiente del complejo mayor
de histocompatibilidad Il (MCH) en la presentacion de antigenos. En hospederos con
presencia de tumores, las CD toman, procesan y presentan antigenos asociados a tumores
a células T nativas o de memoria. EIl MCH clase Il restringe la presentacion de CD al
internalizar y procesar péptidos para encaminar a la generacion de células T efectoras
especificas capaces de reconocer y eliminar las células neoplasicas. Las CD son una
poblacion heterogénea de células de alta motilidad, que se originan de células precursoras
de medula 6sea y migran a través de vasos sanguineos a tejidos periféricos no linfoides
capturando antigenos, para viajar a tejidos linfoides, donde se procesa y presenta el



antigeno. EI comportamiento de las CD esta relacionado a su origen hemapoyeético, estado
de maduracion y localizacién, por ejemplo, las CD inmaduras estan consideradas
principalmente como endociticas de antigenos, fenotipicamente distintas a las CD maduras,
gue son excelentes presentadoras de antigenos. Las CD asociadas a tumores (CDAT)
pueden estar en particular desventaja, debido a que los tumores o factores asociados a
tumores han mostrado inducir apoptosis en las CD o impedir su maduracion. No obstante,
numerosos reportes en la literatura sugieren que la presencia de CDAT esta asociado con
mejoras en los pronosticos de vida de los pacientes con cancer, ademas de disminuir la
reincidencia o metastasis. En contraste, pacientes con escaso infiltrado de CD se han
relacionado con pronosticos pobres. Pocas CD han sido observadas en lesiones
provenientes de metastasis comparada con las lesiones primarias. Estas observaciones han
encaminado a la hipdtesis que la localizacion de CDAT favorece la generacion de células
efectoras reactivas a neoplasias, debido a la habilidad de las CD de internalizar células
tumorales apoptoticas o necroticas para su procesado y presentacion, asi las CD juegan un

rol central en la regulacién y mantenimiento de respuesta inmune celular contra el cancer.

El objetivo del trabajo fue identificar y contabilizar las CD dentro del carcinoma

epidermoide oral en sus distintos grados de diferenciacion.



ANTECEDENTES

CARCINOMA EPIDERMOIDE

DEFINICION

Neoplasia maligna epitelial invasiva, presenta diversos grados de diferenciacién, es
propensa extenderse de manera temprana y producir metastasis a linfonodos. Se presenta

predominantemente en personas entre la quinta y sexta década de la vida. *?

EPIDEMIOLOGIA

La incidencia global y regional de mortalidad del cancer propicio el desarrollo por parte de
191 paises miembros de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el estudio global de
enfermedades Global Burden Disease (GBD).' Este clasifica a las causas de muerte en:
enfermedades transmisibles y no transmisibles. En el afio 2000, aproximadamente 56
millones de muertes ocurrieron a nivel mundial, las enfermedades no transmisibles
representaron el 58%, las transmisibles 33% y las lesiones 9%. EIl cancer representd 7
millones de muertes, es decir, 13% de la mortalidad total (22% de las enfermedades no
transmisibles); fue precedido por enfermedades cardiovasculares (29% del total) e
infecciones y enfermedades parasitarias (19%). Mas del 60% de las muertes por cancer
ocurrieron en paises en desarrollo; el cancer de pulmon fue la principal causa de muerte,
seguido por el de estbmago, higado, colon, recto y mama. Las neoplasias malignas de la

cavidad oral y orofaringeo representaron el octavo lugar dentro de la incidencia."

Globalmente, un aproximado de 389,650 casos ocurrieron en el afio 2000; 266, 672 fueron
para cavidad bucal y 122, 978 para orofaringe, representando 5% de todos las neoplasias
malignas en hombres y 2% para las mujeres. En suma a lo anterior, se ha reportado
aumento de su incidencia en pacientes jovenes, particularmente en hombres. * Los sitios
anatomicos de mayor afeccion son lengua y labio inferior, a pesar de las nuevas terapias

utilizadas la mortalidad por esta neoplasia no ha mejorado. ®



Mas del 90% del las neoplasias malignas de la cavidad bucal y orofaringe son carcinomas
de células escamosas, no obstante, existe variabilidad con respecto a diferentes sitios
anatomicos, algunos por su proximidad anatomica son muy dificil de diferenciar, en caso

de orofaringe.

Se ha reportado que el género masculino presenta mayor afeccion que el femenino, esto se
atribuye al abuso en el consumo de tabaco y alcohol; sin embargo en la India, se puede
encontrar gran incidencia en mujeres debido al consumo de tabaco masticable. La
variabilidad en el rango de incidencia de carcinoma bucal hombre-mujer es globalmente
bajo comparado con el de orofaringe, debido a que probablemente al consumo de tabaco y
alcohol aumenta el riesgo®

En México, el Instituto Nacional de Cancerologia (INCaN) en el periodo de 1985 a 1994
reportd 28 581 pacientes con confirmacion histolégica de neoplasia maligna, la distribucion
en la incidencia de cavidad bucal fue de 415 casos para hombres representando el quinto

lugar, 265 casos en mujeres, representando el décimo tercer lugar.’

FACTORES ETIOLOGICOS Y DE RIESGO

Geénero y edad: Aparentemente no existen diferencias significativas entre hombres y
mujeres con lo que respecta al género como factor de predisposicion o prondstico, aunque
algunos autores sefialan que las mujeres presentan un menor grado de supervivencia.®®

Por otra parte, un factor que ha podido ser demostrado es que a mayor edad existe mayor
riesgo y el pronostico es mas pobre. Diversos estudios han demostrado que el numero de
mutaciones en DNA aumenta asi como disminuye la capacidad de reparacion en el material

genético.™

TABACO Y ALCOHOL

Los factores de riesgo predominantes para el desarrollo de carcinomas bucales son el abuso
en el consumo de tabaco y alcohol, de forma sinérgica. En Japon, Europa y América estos
factores representan el 75% de los factores causales de lesiones malignas.® El etanol puede

ser oxidado en la cavidad bucal por la enzima alcohol deshidrogenasa clase 1lI.



Esta oxidacion produce alteraciones en el metabolismo oxidativo general de las células de
la mucosa oral y se considera que estas alteraciones pueden desencadenar modificaciones
en la regulacion celular que provocan neoplasias en la cavidad bucal.'* Se ha demostrado
que el riesgo relativo se multiplica en cavidad bucal ante el uso de alcohol y tabaco, al igual
que en laringe y faringe. Por otra parte, estudios han intentado determinar la diferencia
entre vinos, cervezas y licores fuertes, generalmente indicando que es el alto consumo de
bebidas alcoholicas la que confiere el riesgo, y las diferencias en el riesgo estimado son
ampliamente propiciadas por el patrén socio-cultural de muchas poblaciones.®

El consumo de tabaco en formas masticables es la mayor causa de carcinomas de células
escamosas en cavidad bucal y orofaringe en el subcontinente asiatico; principalmente en la
region sureste, China 'y Taiwan. El origen proviene principalmente del betel que contiene
Avreca e hidroxido de calcio.® Esas nueces han sido declaradas carcinogénicas para consumo
humano por la International Agency For Research on Cancer (IARC).*> No obstante, el
tabaco tradicional producido en el Sudan y Medio oriente, que es pulverizado y fermentado,
es mezclado con bicarbonato de sodio, esto le confiere altos niveles de nitrosaminas que
son altamente carcinogénicas.’®

Estudios recientes han comprobado que el humo del cigarrillo provoca mutaciones en el
ADN, asi como ateroesclerosis, ademas de provocar lesiones crénicas en los pulmones,

aumenta el proceso de envejecimiento ya que impide la oxigenacién tisular. *?

CONDICIONES SOCIOECONOMICAS

Leite y Koifman han demostrado que el desarrollo, resultado o desenlace del carcinoma es
negativo cuando los pacientes habitan en condiciones socioecondmicas y culturales bajas
esto se atribuye a la pobre higiene bucal y la falta de atencidn de servicios médicos debido
a que las personas no tienen una educacién ni los recursos para tener una adecuada salud

bucal .



ESTADO NUTRICIONAL

Recientes trabajos sobre factores de riesgo en pacientes jovenes, enfatizan principalmente
en el uso temprano y excesivo de tabaco y alcohol, sin un importante consumo de dietas,
con apropiadas cantidades de frutas y vegetales. Se ha reportado que estos confieren efecto
de proteccion, debido a la presencia de elementos traza y vitaminas Ay C ya que poseen
un mecanismo de accién antioxidante que comprende una accion barredora de radicales
simples de oxigeno y radicales thioil, y podria estar relacionada con los procesos que
involucran expresion genética y diferenciacion celular; por otro lado, el consumo excesivo

de la carne e irritantes son considerados como factores de riesgo.'® **

RETRASO EN DIAGNOSTICO

Existen diversas ideas respecto al efecto que puede tener el retraso en el diagnostico del
carcinoma, una de ellas refiere que el retraso en el diagnéstico aumenta la probabilidad de
que la neoplasia presente un tamafio considerable y disemine consecuentemente
empeorando el pronéstico.”® Por otra parte, se ha postulado que sélo los pacientes con
neoplasias agresivas desarrollan sintomas tempranos, lo que provoca la busqueda de
atencion médica mediata; no obstante, al ser una neoplasia de elevada agresividad el

pronéstico no es favorable.'®

CONDICIONES DE SALUD CONCOMITANTES

El estado de salud general del paciente es otro factor que repercute en la presentacion y
desenlace de la neoplasia (inmunodeficiencias). Desérdenes tales como fallas cardiacas
congestivas, arritmias, enfermedades vasculares periféricas, enfermedades renales y
respiratorias y otras neoplasias bajo tratamiento o sin el, empeoran la supervivencia del

paciente.'’



INFECCION POR VIRUS DE PAPILOMA HUMANO

El virus del papiloma humano (VPH), especialmente los subtipos VPH 16 y 18, son
reconocidos como virus altamente oncogénicos en cérvix de Gtero y piel, éstos se han
encontrado en una poblacion variable de carcinomas de células escamosas orales, tonsilares
y de orofaringe. Recientes estudios han demostrado que el VPH puede ser responsable de
una pequefia fraccion de neoplasias bucales y orofaringeos.® ** En carcinomas de
orofaringe el VPH-16 es considerado un importante agente causal, mas del 50% de los
carcinomas albergan DNA de VPH, esto radica en la capacidad de integrar su ADN al
genoma de la célula huésped y determinar la expresion continua de las oncoproteinas
E6/E7; las cuales son capaces de interferir con las funciones de las proteinas p53 y pRb a

nivel del ciclo celular favoreciendo la proliferacién neoplasica. *°

CARACTERISTICAS CLINICAS.

Lesiones premalignas

Una lesion premaligna o precancerosa puede ser definida como una alteracion morfologica
de tejido, en el 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 bucal.**

SITIO ANATOMICO

Los carcinomas pueden presentarse en cualquier sitio anatomico de la cavidad bucal. La
variabilidad geografica refleja diferencias en los factores de riesgo causales. Dentro de
cavidad bucal los sitios que presentan localizacion preferente incluyen: mucosa yugal, encia
superior e inferior, paladar duro, los dos tercios anteriores de lengua, incluyendo su parte
dorsal, ventral y lateral y piso de boca. Extraoralmente los carcinomas de labio tienen
mayor predisposicion por el labio inferior. Leite y Koifman mostraron que existe mayor
mortalidad en pacientes con carcinomas de lengua que los pacientes con carcinomas de

labio."® Sin embargo, el sitio de mayor incidencia en orofaringe es la base de la lengua.’

10



La importancia que reside sobre la observacion de la variabilidad del sitio anatdmico
enfatiza la necesidad de la examinacion cercana por parte del profesional de la salud en

estos sitios de mayor riesgo.?*?*

SIGNOS Y SINTOMAS.

Los pacientes con pequefios carcinomas de células escamosas son a menudo sintomaticos o
pueden presentar sintomas vagos, junto con hallazgo fisicos minimos. Los pacientes pueden
presentar lesiones rojas (eritroplasias) y/o lesiones blancas (leucoplasias). Las existencias
de placas blancas (leucoplasias) pueden ser observadas adyacentes a los carcinomas, esto
sugeriria  que el origen del carcinoma fue una lesion premaligna previa.
Desafortunadamente muchos pacientes se presentan cuando los signos y sintomas son
propios de una enfermedad avanzada que corresponde a una neoplasia.

Las caracteristicas clinicas comunes de los carcinomas son aumento de tamafio en mucosa,
dolor, ulceras, halitosis, dificultad para abrir la boca, masticar y disfonia, dolor a la
deglucion, pérdida de peso y sangrado. Los carcinomas de mayor avance se presentan como
crecimientos ulceroproliferativos con areas de necrosis e infiltracion a estructuras
adyacentes, como hueso, muasculo y piel. En etapas terminales, los pacientes pueden

presentar fistulas orocutaneas, hemorragias constantes, con anemias y cagquexias severas.»*

Las caracteristicas clinicas varian de acuerdo con el sitio anatdmico afectado. Los
carcinomas de mucosa yugal se presentan como Ulceras con los margenes indurados y
crecimientos exofiticos y/o verrugosos. Los carcinomas de lengua pueden aparecer como
areas rojas con nddulos, Ulceras infiltradas profundamente, provocando disfuncién de la
lengua. En piso de boca aparecen como éreas rojas, ulceras pequefias o lesiones papilares.?
Los carcinomas de labio inferior se presentan usualmente en el borde del bermelléon como
ulceras de bordes indurados y presencia de costras. En labio superior son raros, y por lo
general se originan de piel y disemina a mucosa. Los carcinomas de encia se presentan
como crecimientos ulceroproliferativos. Las neoplasias presentes en paladar duro se
presentan a menudo como lesiones papilares exofiticas o aplanadas ulceradas. En paladar

blando aparecen como lesiones ulceradas con margenes elevados. %
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METASTASIS A LINFONODOS

Las metastasis a linfonodos pueden ser clasificadas en dos categorias: abiertas (clinicas) y
no abiertas (ocultas). Esta ultima se caracteriza por ser detectadas Ginicamente por métodos
microscopicos al realizar tinciones de hematoxilina y eosina, inmunohistoquimica o analisis
molecular de linfonodos disecados.™ Estas técnicas se aplican cuando los pacientes no
presentan evidencias clinicas de metastasis, se ha reportado que estas metastasis ocultas se
presentan en el 20-40% de los casos. O-Charoenrat y col. reporté que un grosor de 5mm es
un fuerte factor prondstico de metéstasis a linfonodos y es un indicador para la eleccion de
diseccion de cuello. El riesgo de metéastasis nodal y mortalidad varia directamente con el
grosor del tumor primario.®

Algunos autores han reportado disminucién en la supervivencia en pacientes que presentan
diseminacion extracapsular, es decir, extensiones de la metastasis fuera de la capsula en
linfonodos y lo se han asociado con patrones de recurrencia, metastasis a distancia y baja

supervivencia.? 262’

RADIOLOGICOS

Las radiografias intrabucales en combinacion con ortopantomografias pueden ayudar en la
identificacion del hueso subyacente afectado. La tomografia axial computarizada y
resonancia magneética son frecuentemente utilizadas como auxiliares para evaluaciones
clinicas para la determinacion del grado del tumor primario y afeccion de linfonodos con

finalidad quirdrgica. 2
DISEMINACION DEL TUMOR.

Las vias diseminacion de los carcinomas bucales de células escamosas es relativamente
predecible en tejidos que no han recibido previas irradiaciones, esto es influenciado por la
region anatomica que afecte. En labio disemina de la superficie a profundidad. En piso de
boca disemina de manera superficial y profundamente donde invade al musculo

milohioideo y glandula submandibular.
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Los que afectan borde lateral de lengua, pueden diseminar a piso de boca. Los carcinomas
de paladar pueden diseminar superficialmente hacia la parte anterior de orofaringe. La
diseminacion de los carcinomas bucales a hueso es un problema frecuente, la mandibula es
frecuentemente afectada, se cree que la ruta de entrada a hueso es a través de ligamento
periodontal en zonas dentadas, no obstante, en zonas edéntulas la infiltracion puede ser a
través de espacios trabeculares y esponjosos del hueso. Estas neoplasias de mandibula

pueden afectar el nervio alveolar, con predisposicién por su parte posterior.?®

HISTOPATOLOGIA

Las caracteristicas mas relevantes incluyen pérdida de la diferenciacion histologica en los
estratos celulares, pérdida de la membrana basal y disrupcion de la arquitectura de la capa
basal del epitelio, particularmente en el reemplazo de la células basales por células
irregulares con proceso citoplasmaticos extendidos dentro del tejido conjuntivo. En algunos
casos el grado de atipica celular y figuras mitdticas pueden sugerir malignidad, pero estas
no siempre estan presentes. El andlisis histopatologico clasifica al carcinoma epidermoide
en tres tipos dependiendo de su grado de diferenciacion

Carcinoma Bien diferenciado. Las células de este grado son por lo general tumores
de bajo grado, y generalmente se consideran como los de comportamiento menos
agresivo?®

Carcinoma Moderadamente diferenciado. Se le llama asi a los tumores que
producen escasa 0 nula queratina, pero en los cuales el epitelio todavia es
reconocible como plano estratificado, a pesar de su importante desviacion de la
normalidad.?®

Carcinoma Pobremente Diferenciado Las células de este grado son tumores
precariamente diferenciados o tumores de alto grado no diferenciados, y

generalmente son los de comportamiento mas agresivos.?

Diversos reportes han establecido la existencia de correlacion entre el bajo grado de

diferenciacion celular y un pronéstico pobre. 2%
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FACTORES PRONOSTICOS Y PREDICTIVOS.

El sistema TNM promulgado por el American Joint Committee on Cancer (AJCC) esta
basado exclusivamente sobre apreciaciones clinicas anatomicas, que son el tamafio del
tumor (T), diseminacién a linfonodos (N) y presencia o ausencia de metéstasis (M). *
Costa y col. han determinado por medio de la clasificacibn TNM vy caracteristicas
histoldgicas como el grado de queratinizacién, polimorfismo nuclear e infiltracion a
linfonodos se puede lograr un buen acercamiento pronéstico.® El tamafio tumoral y el
estado de linfonodos son catalogados como factores prondstico importantes.”® El grado
histolégico se ha correlacionado pobremente con el resultado o desenlace del paciente.®
Los factores de riesgo que influyen adversamente en el prondstico son dos o mas
linfonodos regionales positivos, extension extracapsular o margenes positivos en la

reseccion quirdrgica del tumor primario. *

Avances en la biologia molecular y celular ha generado biomarcadores candidatos con
valor clinico potencial. Determinar el estado y personalizar un tratamiento al tiempo de
realizar el diagndstico podria mejorar el pronostico del paciente. Es conocido que las
células neopléasicas son capaces de evadir la respuesta inmune. El entendimiento del como y
cuales son los mecanismos que se encuentran involucrados ha despertado interés sobre las
células responsables de iniciar una respuesta inmunogeénica,. Reportes indican la presencia
de CD en distintos tipos de carcinomas. En la busqueda por comprender cual es su papel en
la inmunovigilancia e inmunoterapia en el cancer a partir del afio 1992 ha incrementado el

nGmero de investigaciones realizas.*
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CELULAS DENDRITICAS

ORIGEN

Las células dendriticas (CD) son células presentadoras de antigenos (CPA), al igual que
macrofagos y linfocitos B.

Estas células son propias del sistema inmune innato, sin embargo, cuenta con la habilidad
de capturar, procesar y transmitir la informacion a las células del sistema inmune
adaptativo. La primera descripcion de células con morfologia dendritica, data de 1868 y fue

hecha por Pal Langerhans.3* %

Las (CD) son un grupo heterogéneo de células que muestran diferencias respecto a su
localizacion anatomica, fenotipo en la superficie celular y funcion, sin embargo, las CD
cuentan con ciertas caracteristicas en comin.*®*’ La primera caracteristica es su origen de
células madre de medula 6sea CD-34, éstas células precursoras de CD al momento de pasar
del torrente sanguineo a los tejidos se convierten en CD inmaduras que pueden incluir a las
células de Langerhans (CL) y CD interticiales también llamadas CD dermicas.*®** La
segunda caracteristica es que las CD inmaduras cuentan con la capacidad de endocitar
antigenos por el mecanismo mediado por receptores o sin estos, ademas, de degradar el
antigeno en vesiculas endociticas para producir péptidos antigénicos capaces de unir a
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad tipo 1l (MHC 11).*® La tercera
caracteristica es que en respuestas a sefiales dafiinas, dafio tisular, productos derivados de
patdgenos o citocinas inflamatorias, las CD maduran y migran a o6rganos linfoides donde
interactian con células T CD4 especificas para iniciar la respuesta inmune. La cuarta
caracteristica es que diferentes receptores para quimiocinas se presentan sobre CD
inmaduras comparados con los expresados por CD maduras.** La quinta caracteristica es
que las CD maduras expresan alta densidad de complejos moléculas MHC Il para la

presentacion del antigeno al receptor de células T (TCR) expresado por células T CD4.*
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En humanos, existen tres subtipos de CD han sido determinados basados en el estudio de
CD de piel estos son; las células de langerhans (CL) y las CD interticiales, ambos subtipos
pueden surgir de cultivos de células de médula ¢sea CD-34+.** Ciertas caracteristicas
distinguen a las CL pues éstas expresan de manera Unica CD1la, granulos de Birbeck,
langerina y moléculas de adhesion como E-caderina.4s

El tercer tipo de CD es el plasmocitoide, este fue llamado asi debido a que su estructura
recuerda a células plasmaticas secretoras de inmunoglobulinas. Este tipo celular secreta

grandes cantidades de interferon (INF)-o/p.*
DIFERENCIACION Y MIGRACION.

Las CD son células moviles que se trasladan de un sitio a otro efectuando funciones
especificas en cada sitio.*® Células precursoras derivadas de medula 6sea al entrar a los
tejidos se convierten en CD inmaduras, estas son capaces de monitorear su medio ambiente.
Las CD y CL se encuentran en sitos de interfase con el medio ambiente externo, por
ejemplo, superficies mucosas y piel. Respectivamente las CD tienen la habilidad de migrar
hacia el foco inflamatorio donde toman y procesan antigenos disponibles y entonces,
migran a traves de vasos linfaticos a linfonodos. Se establecen en regiones abundantes de

células T e interactian con ellas para iniciar la respuesta inmune.*’

La extravasacion de las CD del vaso sanguineo hacia los tejidos periféricos y el
movimiento desde los tejidos periféricos hacia los tejidos linfoides requiere
quimioatrayentes Ilamados quimiocinas. Las quimiocinas son péptidos activadores de
receptores acoplados a proteinas G. Estos péptidos son producidos por células endoteliales,
células epiteliales y leucocitos en respuesta a estimulos inflamatorios. La habilidad de las
CD para responder ante quimiocinas inflamatorias y linfoides esta presumiblemente ligado

a su estado de maduraciéon.*
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Ahora se sabe que las CD inmaduras cuentan con la capacidad de endocitosis, mientras que
las CD maduras tienen disminuida esta capacidad, no obstante éstas degradan el antigeno
dentro un compartimiento endosomal con abundante MHC II, asi es como obtiene
suficiente péptido unido al MHC 11 para ser expresado sobre la superficie celular.*® Las CD
toman el antigeno por medio de pinocitosis mediada por receptores y por medio de
pinocitosis de fases fluidas por medio de clatrina. Durante la maduracion usualmente los
receptores disminuyen por lo que disminuye su capacidad endocitica.>

Las CD pertenecen al sistema inmune innato, desempefian en el cuerpo la funcion
determinante de establecer una repuesta inmune y qué tipo de respuestas se efectuara.> Las
CD regulan respuesta inmune primaria al dirigir el antigeno a células T especificas, que
pueden responder, morir o desarrollar anergia. En suma, la sintesis de citocinas y la
maquinaria litica generada definird el tipo de célula T efectora producida (CD4+ Thil,
CD4+ Th2, citotéxica o reguladora).®

NEOPLASIAS MALIGNAS Y CELULAS DENDRITICAS

Diversos estudios han correlacionado la cantidad de CDAT con el pronéstico de esta
enfermedad.®® >* * Dado que las CD son capaces de inducir y mantener una repuesta
inmune apropiada se ha estipulado que esto podria inhibir el crecimiento tumoral y la
posibilidad de metastatizar. Se presume que las CD cuentan con su funcion captadora y
presentadora de antigenos tumorales a las células T efectoras de la respuesta inmune.>® >

Las neoplasias cuentan con la capacidad de que su proliferacion celular puede escapar de
mecanismo de regulacion. Los carcinomas pueden escapar exitosamente del sistema
inmune por diversos mecanismos. Se ha reportado que se puede inducir apoptosis en
CDAT para asi disminuir o eliminar la respuesta inmune.”® Las CD inmaduras al tomar y
procesar el antigeno fallan en el proceso de maduracion, esto puede provocar tolerancia

inmunoldgica hacia las células neoplasicas.™
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Estrategias sobre la inmunoterapia con CD es un tema que se encuentra recientemente en
investigacion, la vacunacion con CD que puedan ser capaces de sortear las limitantes
puestas por el desarrollo neoplasico son temas de vanguardia, sin embargo el conocimiento
sobre este tema en los carcinomas de cabeza y cuello aun es muy reducido, antes de
comenzar con las posibles soluciones que estas células brindan, primero hay que determinar
desde su identificacion y cuantificacion en los carcinomas epidermoide bucal para sentar

las bases para mayor investigacion. *°
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El carcinoma epidermoide es una neoplasia epitelial invasiva, y es de las lesiones mas
comunes de la cavidad bucal, tiene una mayor prevalencia en hombres debido a un mayor
consumo de tabaco y alcohol, generalmente se presenta a partir de la quinta década de vida.
Los sitios anatdmicos de mayor incidencia para el carcinoma epidermoide oral son el labio
y lengua. El analisis histopatolégico clasifica al carcinoma epiermoide en tres tipos
dependiendo de su grado de diferenciacion histoldgica (bien, moderado y pobremente
diferenciado), la agresividad de las neoplasias en la mayoria de los casos es, inversamente
proporcional a su grado de diferenciacion histologica, es decir a menor diferenciacion
mayor agresividad. Investigaciones han demostrado que las células neoplasicas inducen a
respuestas inmunes alteradas. Las células principales encargadas de la inmunovigilancia, es
decir, las células dendriticas han sido identificadas dentro de muchos tumores. La cantidad
y el grado de maduracion de estas células repercute en el tipo de respuesta inmune
inducida. La capacidad de captar y presentar antigenos para iniciar la respuesta inmune, es
una caracteristica que puede estar correlacionada no Unicamente con el grado de
maduracion de la célula, sino también del nimero de estas células que infiltran el tumor.
Diversas investigaciones relacionan de manera directa el nimero de células dendriticas con
el pronostico de la neoplasia. Esta caracteristica ha sido demostrada en diversos tipos de
carcinomas (eséfago, intestino y pulmén), sin embargo para los carcinomas de cabeza y
cuello, en particular el carcinoma epidermoide bucal todavia permanece con poca

investigacion.
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JUSTIFICACION

La agresividad de un carcinoma depende de factores como su grado de diferenciacion, su
indice de proliferacion celular, la cantidad de aporte nutricional al que tenga acceso y la
respuesta inmune que es capaz de despertar. Enfoques recientes sobre la inmunoterapia,
utilizan como templete a componentes del sistema inmune innato para el desarrollo de
respuestas inmunes aptas ante las neoplasias. El avance en este campo ha sido debido al
conocimiento e identificacion de las células dendriticas. Diversos autores sefialan que el
grado de maduracién es la Unica caracteristica necesaria para el inicio de una respuesta
inmune por parte de estas células, sin embargo la cantidad de células que infiltran el tumor
puede de igual manera ser fundamental. El avance en el conocimiento sobre su funcién
general y particular en diferentes neoplasias ha comenzado desde el hecho de identificarlas,
tipificarlas, analizar sus mecanismos particulares al iniciar la respuesta inmune y hasta el
proponer terapias fundamentadas en ellas. Las células dendriticas actualmente representan
una herramienta posible en el campo de la oncologia, sin embargo el conocimiento que se
tiene sobre estas células en carcinomas epidermoide bucales es reducido, por lo que
primariamente es necesario cuantificar y definir el grado de maduracion de estas células en
los diferentes grados de diferenciacion para asi poder proponer la posibilidad de utilizar

estas células como herramientas en los carcinomas bucales.
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HIPOTESIS
H;. Los carcinomas epidermoides bucales bien diferenciados tendran mayor numero de

células dendriticas.

OBJETIVO GENERAL
Determinar la relacion entre la cantidad de células dendriticas y el grado de diferenciacion
histoldgica del Carcinoma Epidermoide Bucal.
OBJETIVO ESPECIFICO
¢ Determinar qué grado de diferenciacion histologica cuenta con mayor infiltrado de
celulas dendriticas.
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UNIVERSO Y POBLACION

Veintisiete muestras de carcinoma epidermoide oral obtenidas del Departamento de

Patologia Bucal de la Divisidon de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de
Odontologia del periodo 2000-2005.

MATERIALES Y METODOS

Material

® & & 6 O 6 O O 6 O o o o o

Microscopio Olimpus BX 40

Micrétomo manual

Cuchillas de acero inoxidable

Portaobjetos silanizados

Cubreobjetos 24 x 60 mm

Micropipetas ajustables Eppendorf: 0.1-2.5 pl, 2-20 pl, 10-100 pl y 100-1000 pl.
Carrusel para micropipetas

Puntas para micropipeta Cole-parmer de volumen 2.5 pl, 20-200 pl y 500 pl.
Vasos de precipitados de vidrio 100 ml y 1000ml.

Vasos Koplin de plastico

Probetas de vidrio de 100, 250 y 1000ml.

Tubo para centrifuga de 2.0 ml Eppendorf.

Aceite de inmersion

Lapiz marcador (Edge pen, Vector Lab)

Reactivos

*

¢
¢
¢

Albumina bovina (IgG free), Sigma-Aldrich, Inc, St Louis, MO.

PBS 0.1 M, Ph 7.2

Agua destilada

Anticuerpos anti-HLA-DR (antimouse, Zymed, CA, USA) y anti-CD1a (antirabit,
Santacruz, USA).

Hematoxilina de Harris
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¢ Resina de montaje hidrofobica

Inmunohistoquimica

Se realizaron cortes de 4um seriados, las muestras fueron desparafinadas y rehidratadas al
ser inmersas en xilol y grados decrecientes de alcohol, fueron enjuagadas en solucion
buffer de fosfatos, pH 7.4 (PBS) 1x por 5 minutos. Se realiz0 la recuperacion antigenica
por medio de la técnica de buffer de citratos, se enjuago en PBS por 5°, se inhibi6 la
peroxidasa por medio de una solucion de peroxido de hidrogeno (H,O;) al 4%, se enjuago
con PBS por 5, se coloco una solucién de albdmina al 2%, se lavé con PBS por 5°, Los
cortes fueron inmersos en una solucion de triton al 0.2%, fueron enjuagados en PBS por
5°. Los cortes fueron incubados toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios que
fueron anti-HLA-DR en dilucion 1:50 y anti-CD1a. Posteriormente se lavo con PBS 5, se
incubo con el anticuerpo secundario 1gG durante 1 hora a temperatura ambiente, se lavd
con PBS 5’, se reveld con diaminobenzidina, se contratifio con hematoxilina, se deshidrato
en grados ascendentes de alcohol y se monto en cubreobjetos.

Para la cuantificacion de las CD se utilizaron 5 campos visuales a 40x con plantillas de

acetato con una medida de 200micras de largo y ancho.

Para determinar el infiltrado linfocitario se observara la longitud total de la lesion tefiida en
H&E, en un campo visual de 10x para determinar la cantidad de agregado linfocitario

hallado. Asignando un grado:

e Grado 1. Infiltrado intenso de linfocitos y/o células plasmaticas, en estrecha relacién
con células neoplasicas.

e Grado 2. Infiltrado moderado.

e Grado 3. Infiltrado escaso.

e Grado 4. Nulo.
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RECURSOS

Infraestructura

Laboratorio de Inmunologia de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la
Facultad de Odontologia en la Universidad Nacional Autdnoma de México.

Laboratorio de Patologia Bucal la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la

Facultad de Odontologia en la Universidad Nacional Autonoma de México.

Humano

Agradecemos a:

CDPB. Daniel Quezada Rivera en la interpretacion Histoldgica.

CD estudiante de Maestria Luis Fernando Jacinto Aleméan en la interpretacion
inmunohistoquimica.

Dr. Luis Alberto Gaytan y Dra. Elba Rosa Leyva por facilitarnos el material (bloques del
Departamento de Patologia Bucal de la Facultad de Odontologia de la U.N.A.M).

Si de este trabajo se diera una publicacion nacional o internacional se daran los créditos

correspondientes a las personas antes mencionadas.

CRITERIOS DE INCLUSION

Muestras que sean diagnosticas histolégicamente como carcinoma epidermoide

CRITERIOS DE EXCLUSION
Muestras que no cuenten con datos de identificacion del paciente asi como indicacion de la

zona anatémica.

CRITERIOS DE ELIMINACION

Son todas aquéllas muestras que sufrieron dafios en el tejido durante el procesado
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VARIABLE INDEPENDIENTE
¢ Grado de diferenciacion de las muestras obtenidas

¢ Presencia de células dendriticas

VARIABLE DEPENDIENTE

Numero de células dendriticas

METODO PARA PROCESAMIENTO DE DATOS
Para el conteo del marcaje de las células dendriticas los especimenes seran divididos dentro
de tres grupos segun su densidad de DC, baja (< 5 células), media (6-10 células) y alta (>11

células).
ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

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

de Spearman, utilizando el programa SPSS 10.0.

24



RESULTADOS

Nuestro tamafio de muestra fue de 27 pacientes del Departamento de Patologia Bucal de la
Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia del
periodo 2000-2005. Diagnosticados histolégicamente con Carcinoma Epidermoide Oral
(CEO) que fueron gratificados como sigue: once especimenes con CEO bien diferenciado,
once especimenes con CEO moderadamente diferenciado y cinco especimenes con CEO

pobremente diferenciado.
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Tabla | Cantidad de CD

Muestras de CEO pobremente diferenciado

Muestras CEO bien | Promedio | Desviacién | INFILTRADO

diferenciado Estandar INFLAMATORIO
(Grados)

1 3.80 +1.09 2

2 3 +0.70 1

3 2.2 +0.83 3

4 6 +2 2

5 3.6 +0.89 1

6 2.2 +0.44 1

7 34 +1.14 2

8 5.4 +2.30 2

9 2 +0.70 1

10 3.4 +1.14 1

11 3.4 +0.54 1

Global 3.491.09 +0.58 Moda: 1

1 3.6 0+.89 3
2 2.6 +0.54 3
3 3.6 +0.89 2
4 2.6 +0.54 2
5 3.8 +0.83 3
Global 3.24 +0.18 Moda: 3
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Las muestras diagnosticadas con CEO bien diferenciado se caracterizaron por tener mayor
cantidad de infiltrado inflamatorio sobre el tejido conectivo, los clavos epiteliales se
mostraron una forma de gota, se presentd polimorfismo celular, pleomorfismo nuclear,
hipercromatismo nuclear, mitosis aberrantes leves y queratinizacion en forma de perlas

(Figura 1).

Figura 1. (A. Fotomicrografia a 10x correspondiente a carcinoma epidermoide bien diferenciado, donde se observan nidos sdlidos de células
tumorales (flechas) con queratinizacion en forma de perlas (flecha con punto), en estrecha relacion con infiltrado inflamatorio (flecha negra). (B.
Fotomicrografia a 40x correspondiente a carcinoma epidermoide bien diferenciado donde se observa queratinizacion individual (flecha con punto), en

el centro del nicho invasor, con presencia de atipias nucleares, en relacion al infiltrado inflamatorio abundante (flecha negra).

Las CD encontradas en el CEO bien diferenciado tuvo un promedio de 3.49 (£ 0.58). Estas
CD se localizaron en el infiltrado inflamatorio y en la periferia de los nichos y listones, y

algunas otras dentro del epitelio invasor (Figura 2).
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Figura 2. (A. Fotomicrografia a 40x correspondiente a carcinoma
epidermoide bien diferenciado, donde se aprecia inmunoexpresion de células
dendriticas positivas a HLA-DR (flechas). CD localizadas en tejido
conjuntivo, presenta forma tipica alargada con prolongacion citoplasmatica.

(B. Fotomicrografia a 100x correspondiente a carcinoma epidermoide
bien diferenciado, mostrando CD con clara positividad a nivel
citoplasmético ademés de una expresion dominante en zonas de
membrana plasmatica difuso (flechas).

Nuestras muestras de CEO moderadamente diferenciado se caracterizaron por tener menor

infiltrado inflamatorio que el bien diferenciado, los clavos epiteliales en forma de gota,

queratinizacion individual, mitosis aberrantes, polimorfismo celular, pleomorfismo

nuclear, hipercromatismo nuclear en mayor proporcion que los bien diferenciados

(Figura 3).

Figura 3. (A Fotomicrografia a 10x correspondiente a carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado donde se observa conglomerados de células
tumorales infiltrativas (flechas) sin presencia de perlas de queratina en relacion a un infiltrado leve (puntos), (B. Fotomicrografiaa 40x correspondiente a
carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado donde se observa los nichos celulares displésicos (flechas), en relacion al infiltrado inflamatorio
moderado (puntos), las mitosis atipicas son un claro ejemplo de las células tumorales (flecha negra)
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Las muestras con CEO moderadamente diferenciado tuvieron un promedio de CD de 3.69

(£ 0.76) Las CD se observaron dentro del infiltrado inflamatorio que se localizaba en el

tejido conectivo, En menor proporcién comparado con el CEO bien diferenciado asi como

en la periferia de los nichos y listones localizados en el tejido conectivo y en menor

proporcion dentro del epitelio invasor (Figura 4)

A

Figura 4. (A Fotomicrografia a 40X correspondiente a carcinoma
moderadamente diferenciado, donde se aprecia la inmunoexpresion de
HLA-DR en CD (flechas). La CD presenta un morfologia estrellada con
prolongacion citopladsmica localizada en tejido conjuntivo. Se observa
inmunoexpresién difusa en células nucleadas no dendritiformes.

(B. Fotomicrografia a 100x correspondiente a carcinoma
epidermoide moderadamente diferenciado, se aprecia la
positividad de CD en proximidad a células neoplésicas (flechas),
se observa una expresion citoplasmatica de leve a moderado,
ademas de presentar una amplia positividad a nivel nuclear (flecha
doble).

Los CEO pobremente diferenciado mostraron escaso infiltrado inflamatorio localizado en

el tejido conectivo, se observé mitosis aberrantes polimorfismo celular y nuclear e

hipercromatismo nuclear en mayor proporcion, ademas de presentar ausencia de queratina.

Las células neoplasicas se encontraban en forma dispersa dentro del tejido conectivo,

formando nichos de 3-5 células sobre todo el tejido y éstas se agrupaban sin ningun orden

(Figura 5).
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Figura 5. (A. Fotomicrografia a 10x correspondiente a carcinoma epidermoide pobremente diferenciado, donde se aprecia una displasia severa en células
epiteliales dispersas (flechas), con infiltrado inflamatorio moderado (puntos). (B. Fotomicrografia a 40x correspondiente a carcinoma epidermoide
pobremente diferenciado donde se observa una forma atipica displasicas de las células tumorales (flechas) en relacion al infiltrado inflamatorio moderado
(puntos), ademas de observar ndcleos hipercromaticos (flechas negras).

Las muestras de CEO pobremente diferenciado tuvieron un promedio de 3.24 (+ 0.18) de
CD y localizandose predominantemente en el infiltrado inflamatorio en el tejido conectivo

y algunas otras se localizaron sobre el epitelio superficial (Figura 6).
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Figura 6. (A. Fotomicrografia ~a 40x correspondiente a
carcinoma epidermoide pobremente diferenciado, donde se
aprecia la inmunoexpresion de CD a HAL-DR (flechas),
mostrandose en forma de cordones con una morfologia plana
con prolongaciones citoplasmaticas, se observan células
adendriticas con positividad.

(B. Fotomicrografia a 100x correspondiente a carcinoma
epidermoide pobremente diferenciado, se aprecia la positividad
de CD (flechas), con una inmunoexpresion citoplasmatica
moderada (rombos), con un nucleo con positividad leve (flecha
negra), y zonas de membrana altamente positivas (linea
punteada).

Al determinar la correlacion de la cantidad de CD con el grado de diferenciacion, se obtuvo

una P=0.048, indicando significancia estadistica (P<0.05), es decir, los CEO bien

diferenciado mostraron mayor cantidad de CD que los moderadamente diferenciados y los

pobremente diferenciados.
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DISCUSION

Las CD son células presentadoras de antigenos, propias del sistema inmune innato, estas
cuentan con la habilidad de capturar, procesar y transmitir la informacién a las células del
sistema inmune adaptativo (linfocitos T, B y anticuerpos).>*

Diversos estudios han correlacionado la cantidad de CD infiltrantes en el tumor con el
prondstico y agresividad de una neoplasia. Dado que las CD son capaces de inducir y
mantener una repuesta inmune apropiada se ha estipulado que esto podria inhibir el
crecimiento tumoral y la posibilidad de dar metastasis a través de la activacion de estas
células. >

En este estudio los resultados obtenidos sugieren que el nimero de células dendriticas
encontradas en el CEO bien diferenciado es mayor al CEO pobremente diferenciado y esto

se constata en estudios de diversos autores®’ %

Herrera y col reporta una relacion directa entre la presencia de CD y el pronostico de
varios tipos de cancer, es decir a mayor densidad de CD mejor prondstico. Ciertos tumores
(colon y melanoma) contienen gran cantidad de CD y esto se debe a dos razones: al
reclutamiento incrementado de CD vy a la disminucién de su migracion la cual es mediada
por citocinas entre ellas IL 10. En la actualidad se acepta que las neoplasicas con buen
prondstico tienen mayores cantidades de CD que las contrapartes con mal pronéstico y
una explicacion sugiere un efecto de lisis tumoral directa por las CD que inducen apoptosis
limitada de las neoplasias. Por otra parte también, es probable que el gran nimero de CD
favorezca la presentacion de antigenos tumorales a linfocitos CD4 Th1l o a linfocitos CD8

generando asf respuestas inmunoldgicas activadoras antineoplasicas. °’

En el presente estudio se encontr6é un patron similar entre el infiltrado t la cantidad de CD.
Los CEO moderadamente diferenciados y pobremente diferenciados mostraron menor
infiltrado inflamatorio y menor cantidad de CD comparado con el CEO bien diferenciado.
Se ha sugerido que ciertos tumores se comportan como si fueran hoyos negros para las CD

donde sucumben por apoptosis. *
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Las células tumorales presentan un genotipo inestable con maltiples mutaciones, arreglo de
genes y amplificacion o deleccion del material genético: las células tienen que mutar y con
ello esquivar las sefiales celulares que suprimen su crecimiento, luego ellas deben adquirir
su propia via de sefializacion de crecimiento independiente. Las células deben evadir la
apoptosis y desarrollar un ilimitado potencial de proliferacién, asi como escapar

exitosamente del sistema inmune por diversos mecanismos.®

Valdespino menciona que las células tumorales comunmente presentan mecanismos de
evasion a la respuesta inmune, que permiten su crecimiento eficiente. Algunos de los
mecanismos hasta ahora identificados son: a) escasa inmunogenicidad de los antigenos
tumorales; b) mayor crecimiento tumoral que supera la velocidad de la respuesta inmune; c)
ausencia o enmascaramiento de los antigenos del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC) clase I; d) activacion anormal de una respuesta inflamatoria local que impide el
reclutamiento de las células efectoras contra el tumor; y €) secrecion de factores que

inhiben la activacion de la respuesta inmune. *

La expresion de las moléculas de clase | del MHC puede estar regulada negativamente en
las células tumorales, de forma que no puedan ser reconocidas por los linfocitos T
citotoxicos (CD8). ®

En modelos experimentales, la expresion creciente de las moléculas de clase | del MHC
mediante tratamiento con citoquinas como el IFN-y o mediante transfeccion genica
provoca un aumento de la susceptibilidad de estas células a la lisis por CD8 in vitro y una

disminucién de la tumorigenicidad in vivo. &

Los tumores pierden la expresion de los antigenos de superficie que inducira la respuesta
inmunitaria. Estas variantes de pérdida antigénica son comunes en los tumores de
crecimiento rapido, y pueden inducirse facilmente en las lineas de células tumorales
mediante cultivo con anticuerpos especificos de tumores. Esto es debido a la elevada tasa

de mitosis de las células tumorales y su inestabilidad genética, las mutaciones o las

deleciones en los genes que codifican los antigenos tumorales son frecuentes. *?
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La induccion de respuestas de células T especificas de tumores a menudo requiere el
cebamiento cruzado por CPA profesionales que expresan coestimuladores y moléculas del
MHC clase Il. Si las CPA no captan y ni presentan los antigenos tumorales y no activan a

las células T colaboradoras, puede no producirse la diferenciacién maxima de los CD8. ¢

Los productos de las celulas tumorales pueden suprimir las respuestas inmunitarias
antitumorales, un ejemplo claro es el factor de crecimiento transformador  (TGF-B) que
es secretado por tumores y que inhibe la proliferacion y las funciones efectoras de los
linfocitos y macréfagos.®

Las lineas celulares de los tumores liberan factores que inducen cambios fenotipitos y
funcionales en el proceso de diferenciacion, estos cambios disminuyen el CD1 proteina
presente en la membrana de los LT involucrada en la presentacion de antigenos, e inhiben
la proliferacién de LT. ®* Asi como por la Induccién a apoptosis de linfocito T por la
expresion de la célula tumoral por la molécula de FAS ligando que al unirse con la
molécula receptor de FAS presente en los linfocitos T induce sefiales que a estos los lleva

a la muerte celular programada. *

Otra estrategia de evasion de respuesta inmune es la modulacion antigénica, que se basa en
la union de anticuerpos que no fijan al complemento ademas, esta puede producir la
endocitosis del complejo antigeno-anticuerpo perdiéndose su expresion en la superficie

celular. %
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos se puede concluir que el nimero de CD es dependiente
del grado de diferenciacion puesto que los bien diferenciados presentaron un mayor nimero

de CD que el moderadamente diferenciado y el pobremente diferenciado

Las CD se presentaron predominantemente en el infiltrado inflamatorio del tejido
conectivo, y en la periferia de los nichos epiteliales invasores. Al igual que la cantidad de
CD, el infiltrado inflamatorio mostrd un patron dependiente del grado de diferenciacion

Las CD poseen una compleja biologia y, abren un apasionante campo de investigacion

clinica en enfermedades tumorales, infecciosas o autoinmunitarias.

Aun maés, cuando las células neoplasicas se han desarrollado consiguiendo escapar de la
vigilancia inmunoldgica ya que cada vez poseen mecanismos mas sofisticados vy

adaptados para evadir las respuestas del sistema inmune.

Se puede vislumbrar una mejor caracterizacion fenotipica y funcional de las células
dendriticas lo que redundaria, muy probablemente, en el desarrollo de terapéuticas para
prevenir o tratar patologias infecciosas o tumorales que se presenten en cualquier etapa de

la vida.
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