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1. RESUMEN

La familia del receptor del factor de crecimiento epidermico incluye EGFR o erbB1,
erbB2 (Neu, HER 2), erbB3 y erbB4. Estos receptores participan en la
carcinogénesis. En los carcinomas de células escamosas orales (CCEO) su
sobrexpresion esta asociada con estados avanzados y metastasis a linfonodos.
Adicionalmente, esta sobreexpresion regula la expresidon de otros factores
responsables de la homeostasis celular. Ha sido reportado que cambios en la
expresion de acidos siélicos se efectian durante la malignizacién. La co-expresion
de estos factores puede estar relacionada con el grado de displasia o
tumorogenicidad.

OBJETIVO: Determinar la correlacién de la expresion de erbB1, erbB2, Neu5Ac y
a2,3,Neu5Ac con el grado de diferenciacion y supervivencia de pacientes con
CCEO.

METODOLOGIA: En 52 muestras de pacientes diagnosticados con CCEO se
determiné el grado de diferenciacion segun la OMS al igual que seis parametros
histopatolégicos (pleomorfismo, tipo y profundidad de invasion, queratinizacion,
numero de mitosis e infiltrado linfocitario). Se realiz6 el analisis
inmunohistoquimico e histoquimico de erbB1, erbB2, Neu5Ac y a2,3,Neu5Ac de
manera individual asi como sus colocalizaciones. Se realizo analisis de correlacion
de Pearson, andlisis de supervivencia Kaplan-Meier (Log-Rank) y el andlisis
multivariado de Cox (-2 log).

RESULTADOS. En este estudio se mostrd la correlacion de los parametros
histolégicos plemorfismo y queratinizacion con el grado de diferenciacion. El
andlisis inmunohistoquimico mostré que erbB1 modifico su zona de expresion en
relacion al grado de diferenciacion, ademas de correlacionar su nivel de expresion
con el grado de diferenciacion lo mismo que Neu5Ac. erbB2 y a2,3,Neu5Ac
presentaron elevada positividad predominantemente en membrana celular. El
analisis de Kaplan-Meier y el analisis multivariado de Cox no presentaron
significancia estadistica.

CONCLUSION: En base a los resultados obtenidos se concluyo que los

parametros de pleomorfismo y queratinizacion correlacionaron con el grado de



diferenciacion. La expresion de erbBl y Neu5Ac es dependiente del grado de
diferenciacion asi como la elevada expresion de erbB2 y a2,3,Neu5Ac de manera
individual o coexpresando puede estar relacionada con el grado de displasia de
los CCEO.



2. INTRODUCCION

El carcinoma de células escamosas oral (CCEO) es la neoplasia mas comun de la
cavidad bucal. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera a ésta en el
octavo lugar respecto a la frecuencia de todas las neoplasias. Los métodos de
diagnéstico pueden ser clinicos, radioldgicos, histolégicos, citolégicos vy
moleculares. El sistema TNM ha sido ampliamente utilizado para la determinacion
de estadificacion y/o conducta de una neoplasia. De igual manera, el andlisis
histopatoldégico del CCEO es considerado por otros investigadores como una
herramienta fundamental para el diagnéstico y prondstico. Investigaciones han
mostrado que la determinacion de parametros tales como pleomorfismo, niumero
de mitosis, grado de queratinizacion, profundidad y patrén de invasion e infiltrado
linfocitario pueden aportar informacion sobre la relacién neoplasia-huésped en
relacion con la conducta biolégica.

Durante el proceso de transformacién maligna se han evidenciado alteraciones en
diversas moléculas, incluyendo factores de crecimiento y carbohidratos. La
participacion de la familia del receptor EGF ha sido ampliamente demostrada en
diversos tipos de carcinomas, relacionandose con procesos de proliferacion,
diferenciacion, adhesion y motilidad celular, asi como con caracteristicas clinicas,
histolégicas y supervivencia de los pacientes. De igual forma, la presencia de
carbohidratos sobre la superficie celular es un factor importante para establecer el
comportamiento y evolucion de las lesiones neoplasicas. Se ha demostrado que
cambios postraduccionales tales como la sialilacion de los receptores erbB,
pueden modificar la conducta del receptor. El establecimiento de la correlaciéon
clinica, histopatologica y supervivencia con la expresion de dos importantes
miembros de la familia de receptores EGF (erbB1y 2) y, acidos siélicos (Neu5Ac y
a2,3,Neu5Ac) puede proveer mayor informacion respecto al fenotipo y conducta
del CCEO.



3. ANTECEDENTES

El CCEO es una neoplasia epitelial maligna invasiva, que presenta diversos
grados de diferenciacién, extension e invasion temprana, ademas de metastasis a
linfonodos locales y regionales. Se presenta predominantemente en personas
entre la quinta y sexta década de la vida que consumen alcohol y tabaco.’

En el afio 2002, datos de la OMS reportaron la incidencia de 10.9 millones de
casos nuevos de neoplasias malignas, 6.7 millones de muertes y la existencia 24.6
millones de personas que viven con algin tipo de cancer.? EIl CCEO represent
274,000 casos donde dos tercios de éstos se presentaron en hombres.

En México en el 2001, cifras de la Secretaria de Salud reportaron 102,657 tumores
malignos, es decir, 101.6 casos por cada 100,000 habitantes. EI CCEO represent6
774 (0.75%) casos del total.® La cifra de mortalidad por cancer fue de 56,213
casos, lo que correspondié al 13% del total de defunciones en el mismo afio,
representado una tasa de 55.7 casos por cada 100,000 habitantes. EI CCEO
represento el 1.2% de la mortalidad total por neoplasias.*

El desarrollo de una neoplasia es considerado como un evento multifactorial.
Dentro de los factores de riesgo asociados con el desarrollo del CCEO se ha
considerado que el género, edad, condicion socioecondmica, estado nutricional, el

consumo de tabaco y alcohol e incluso la infeccién por virus papiloma humano.® ®
7,8

3.1. CARACTERISTICAS CLINICAS

El desarrollo de un CCEO puede comenzar con una lesion premaligna
evolucionando hasta la neoplasia franca. Una lesién premaligna se define como
una alteracion morfoldgica de tejido, la cual es mas probable se desarrolle una
neoplasia, comparado con su contraparte clinicamente normal.’ Dentro de las
lesiones orales consideradas como premalignas se encuentra la leucoplasia que
es una mancha o placa blanca que no puede ser caracterizada clinica o
patolégicamente como alguna otra enfermedad. Esta puede presentar diferentes
grados de displasia (del 15.6 al 39.2%).** ** Otra lesién conocida es la eritroplasia,

menos frecuente que la leucoplasia, no obstante, presenta porcentaje de



transformacién maligna del 14% al 50%.'> El liquen plano es considerado como
una lesion de tipo autoinmune que presenta tres formas clinicas: reticular, erosiva
y atrofica. Se ha reportado que esta ultima forma cuenta con un porcentaje de
transformacion maligna del 2%."* Por dltimo, la fibrosis submucosa es una
enfermedad inflamatoria cronica, ocasionada por el consumo del betel (nuez de
areca, hoja de betel, tabaco y cal) con un rango de transformacion maligna del 3%
al 99%.** *°

El desarrollo del CCEO puede ocurrir en cualquier sitio anatomico de la cavidad
bucal y dado que la mayoria del revestimiento bucal es epitelio estratificado, el
90% de los carcinomas bucales son CCEO. Los sitios de localizacién preferentes
incluyen los dos tercios anteriores de lengua, parte dorsal, ventral y lateral, piso de
boca, mucosa yugal, encia superior e inferior y, paladar duro.*®

La sintomatologia de los pacientes con pequefios CCEO es vaga o incluso
ausente, al igual que los hallazgos fisicos. Los pacientes pueden presentar
lesiones leuco y/o eritroplasicas dentro o adyacentes a los carcinomas. Estas
lesiones suelen presentarse como aumentos de tamafo con ulceraciones, aunado
a problemas bucales como halitosis, dificultad de apertura, masticacion, deglucién
y habla. Asi mismo puede existir necrosis de estructuras circundantes como
hueso, musculo y piel. En etapas terminales, los pacientes pueden presentar
fistulas orocutaneas, hemorragias que puede ocasionar anemia y cagquexia
severa.'’ La diseminacion, invasion y metastasis esta determinada en gran medida

por su localizacién anatémica.® *° 2°

3.2. METODOS DE DIAGNOSTICO

Dentro de las estrategias para el diagnostico de una neoplasia, los parametros
clinicos, radiolégicos, histologicos y moleculares pueden aportar informacion
importante. Uno de los métodos clinicos mayormente utilizados es el sistema TNM
(tumor-linfonodo-metastasis). Este sistema analiza el tamafio tumoral, la presencia
clinica de linfonodos infiltrados por la neoplasia y la presencia de metastasis. La
combinacion de estos parametros ha permitido la formulacion de prondsticos en

base a la severidad de los mismos.” Los métodos radiolégicos intra y/o



extraorales han permitido identificar la invasion del carcinoma a hueso y linfonodos
subyacentes, aportando informacién prequirirgica importante.?> El anélisis
histolégico, es el método por el cual se establece un diagndéstico definitivo de
carcinoma. Las caracteristicas mas relevantes de los CCEO son la pérdida de la
diferenciacion histoldgica en los estratos celulares y la disrupcion de la membrana
basal por la transformacidén e invasion del estrato basal del epitelio hacia tejido
conjuntivo.®

Las caracteristicas histologicas particulares o combinadas han sido utilizadas en el
desarrollo de clasificaciones segln su diferenciacion (OMS),* grado de invasion
(Meneses) ?* y hasta la conducta de la neoplasia (Jacobsson, Clark y Breslow).?®
La OMS clasifica al CCEO en tres tipos: bien, moderado y pobremente
diferenciado. Esta clasificacion analiza nimero y tipo de mitosis, queratinizacion,
presencia de puentes intercelulares y pleomorfismo celular y nuclear para
establecer su gradificacion. El grado de diferenciacion histolégica y la agresividad
son inversamente proporcionales, es decir, a menor diferenciacion mayor
agresividad. El mejor sitio para realizar la evaluacion se considera el frente
invasivo del tumor. Se ha planteado que el analisis de caracteristicas propias de la
neoplasia como pleomorfismo nuclear, numero de mitosis y grado de

26, 27

queratinizacion son insuficientes, por lo que parametros como el patron y

estado de invasion e infiltrado inflamatorio,?® también aportan informacién sobre la
respuesta del huésped ante la neoplasia. 2% *°

Avances en genomica, protedmica y patologia molecular han propuesto diversas
moléculas candidatas con potencial para la determinaciéon de un fenotipo,
tratamiento y conducta de la neoplasia, sin embargo, ain no se ha logrado

establecer una completa relacion.®*

3.3. EVENTOS RELACIONADOS CON LA CARCINOGENESIS

La carcinogénesis es resultado de la interaccibn de factores ambientales y
genéticos. Entre los factores de riesgo ambientales se encuentran el tabaquismo,
la dieta, el sobrepeso, factores reproductivos y hormonales, virus, bacterias,

parasitos y la exposicion a carcinbgenos ambientales y ocupacionales. Dentro de



los factores genéticos asociados al cancer destacan 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 sefales de
crecimiento, insensibilidad a las sefiales de inhibicion, evasion de la apoptosis,
potencial replicativo ilimitado, angiogénesis, invasion tisular y metastasis.*
Durante décadas se ha establecido que la activacion de oncogenes y la inhibicion
de genes supresores de tumores son importantes en el desarrollo de neoplasias. **
El desarrollo de un oncogen puede promover el potencial replicativo ilimitado. Los
oncogenes pueden ser clasificados en: (1) Factores de crecimiento y receptores
de factores de crecimiento (hst-1,int-2, EGFR/erbB, c-erbB2/Her-2, sis); (2)
moléculas transductoras (ras, raf, stat-3); (3) factores de trascripcion (myc, fos,
jun); (4) reguladores del ciclo celular (Ciclina D1) y (5) algunas moléculas

relacionadas con apoptosis (bcl-2 y bax). *°

3.4. FACTORES DE CRECIMIENTO EPIDERMICO Y CANCER

Los factores de crecimiento pueden encontrarse unidos a la membrana celular o
bien estar disueltos en el liquido extracelular. Durante la carcinogénesis estas
sefales pueden perder su regulacion debido a aumentos en los niveles del
receptor, ligando y/o estimulacién autécrina.®®

La familia de receptores erbB estd formada por cuatro miembros: EGFR/erbB1,
erbB2 (Neu, Her2), erbB3, erbB4. Todos los miembros cuentan con regiones
extracelulares de unién a ligando, una regién transmembrana y un dominio
citoplasmatico con capacidad tirosina cinasa. *’ Los genes de erbB1 y erbB2 estan
localizados en el cromosoma 7p13-g22 y 17q13-21.32, respectivamente. ¥ Estos
receptores son expresados en diversos tejidos de origen ectodérmico y
mesenquimal. Bajo condiciones fisioldgicas su activaciéon es controlada por la
exacta conjuncién espacio-temporal de la expresion del receptor y unién de sus
ligandos. 3% % La familia de ligandos erbB estad formada por EGF, TGFaq,
anfiregulina, betacelulina, epiregulina y neuroregulinas (NRG). El receptor erbB2

no cuenta con ningun ligando reconocido, sin embargo puede formar



heterodimeros con los otros tres miembros de la familia cuya capacidad de
activacion es variable de acuerdo al tipo de neoplasia.** La formacién de homo y
heterodimeros de los receptores provoca la fosforilacion de aminoéacidos tirosina
especificos dentro del dominio citoplasméatico, iniciando una cascada de
sefalizacion intracelular que tiene como blanco el ndcleo, para dar inicio a la
proliferacion celular. Las principales vias de sefalizacion activadas son MAPK,
PIBK-AKT y STAT.** ** Las neoplasias que presentan alteraciones en los
receptores erbB tienden a ser mas agresivas, asociandose a prondsticos clinicos
pobres.**

El primer receptor erbB en ser implicado de manera directa en el desarrollo de
diversos carcinomas fue el erbB1.%* Las primeras alteraciones reportadas han sido
las amplificaciones del gen erbB1 y la sobreexpresion del receptor.*® Asi mismo,
rearreglos estructurales en el dominio extracelular y/o tirosina cinasa del receptor
como resultado de deleciones o mutaciones puntuales en el gen, pueden provocan
variantes en el subtipo del receptor y en la capacidad de activacién del mismo.*’
Estudios realizados por Bei y col. reportan que la sobreexpresion del erbBl es
constante en la mayoria de los CCEQ.*® 4

La amplificacion del gen erbB2, al igual que erbBl, ha sido reportada en
carcinomas de mama, ovario, gastricos, glandulas salivales y cavidad bucal.>® %% >2
En carcinomas de cabeza y cuello la sobreexpresion de este receptor a menudo
es relacionada con estadios avanzados y metastasis hacia linfonodos
regionales.®® > % La coexpresién de los diferentes receptores erbB conduce a la
formacion de dimeros, este potencial de activacion ha sido asociado con la

conducta de la neoplasia.®

3.5. SIALILACION Y CANCER

La expresion de carbohidratos en tumores, a través de moléculas de membrana es
una caracteristica importante para la adhesion celular, motilidad e invasividad. La
glicosilacion de lipidos, gangliésidos, integrinas y receptores de factores de

crecimiento han demostrado su participacién en la modulacién del cancer.””



Los carbohidratos ofrecen amplia variabilidad respecto a su estructura y
configuracion, ademas también pueden estar unidos a otras moléculas (lipidos o
proteinas, nucleétidos) produciendo glicoconjugados.”® Los glicoconjugados
realizan actividades biologicas esenciales para el desarrollo, crecimiento,
funcionalidad y supervivencia.*®

El proceso por el cual los carbohidratos pueden ser adicionados a lipidos y/o
proteinas es denominado glicosilaciébn. Este proceso enzimético co- y/o
postraduccional es llevado acabo en el reticulo endoplasmico y aparato de Golgi a
través de glicosiltransferasas y glicosidasas que actuan en forma ordenada y
jerarquica. Los tipos comunes de glicosilacion encontrados en las células
eucariontes son definidos de acuerdo a la naturaleza de las regiones de union,
siendo las mas frecuentes las de tipo N y O. La N-glicosilacién se caracteriza por
la unién covalente de una cadena de oligosacaridos cuyo carbohidrato de unién
(GIcNACc) se enlaza al grupo amino de la Asn, dentro de una secuencia consenso
Asn-X-Ser/Thr. En la O-glicosilacién, el C-1 de la GalNac se une covalentemente
al grupo hidroxilo de los aminoéacidos serina o treonina.®®

Los carbohidratos son reconocidos por proteinas denominadas lectinas (del latin
legere, seleccionar o elegir). Estas pueden ser definidas como proteinas
oligbmericas diferentes a las enzimas e inmunoglobulinas que pueden unirse
especificamente a carbohidratos por medio de diferentes dominios de
reconocimiento.®? Estas moléculas se encuentran presentes en casi todos los
seres vivos incluyendo el hombre. Asi las lectinas han podido ser aisladas a partir
de plantas, moluscos, insectos y leguminosas.®® ®*

Los carbohidratos conocidos como acidos sialicos (Neu5Ac), que comprenden
mas de 50 diferentes derivados del acido N- Acetilneuraminico, son cetoacidos de
nueve carbonos con diversidad estructural debida a sustituciones en los carbonos
4,5,7,8y 9, ademas de uniones de diferentes radicales en el carbono 2 aunado a
la migracion de grupos O-acetil.®® Los precursores del NeuSAc son el ManNAc o el
GIcNACc.?® El Neu5Ac presenta dos subtipos comunes que son el a2,3,NeuSAc y
a2,6,NeuAc. Estos carbohidratos generalmente se encuentran localizados en los

extremos terminales de glicoproteinas y glicolipidos, presentes principalmente en



las membranas plasmaticas, con funciones relacionadas a la proliferacion,
diferenciacion, adhesion, reconocimiento celular y carcinogénesis.®” ®® Las formas
a2,3,Neub5Ac y a2,6,NeuSAc son reconocidos por las lectinas Maackia amurensis
(MAA) y Sambucus nigra (SNA) respectivamente. La lectina Limulus polifemus
(LPA), puede detectar ambos subtipos. El a2,3,NeuSAc se encuentra de manera
normal en células del estrato basal epidérmico y de mucosa gastrica y, es
considerado como componente esencial en moléculas de adhesion vy
reconocimiento celular, mientras que el a2,6,Neu5Ac puede ser expresado
Unicamente en displasias severas y carcinomas.®® " "

La gran mayoria de las proteinas y lipidos de células eucariontes pueden estar
sialiladas.”* La funciéon de moléculas presentes en la superficie celular como
integrinas, mucinas, lipidos (gangliésidos) y receptores de factores de crecimiento
depende en gran medida de la presencia de estos carbohidratos.”* ”® Debido a la
carga negativa y posicion terminal de este carbohidrato se le considera como parte
del sistema de inhibicion de interacciones moleculares y celulares, lo cual es
importante en procesos como la proliferaciéon y migracion. Asi mismo, su
localizacion externa los hace accesibles a células y moléculas de sefalizacion,
facilitando una rapida respuesta a cambios en el medio ambiente.®’

Raval et al. y Rajpura et al. mostraron que los niveles de &cidos sidlicos puede
cambiar ante la presencia de una neoplasia. Demostraron que los pacientes con
CCEO presentaban mayor cantidad de acidos sialicos libres y unidos a lipidos en
suero comparada con pacientes sanos o con lesiones premalignas. " *°

Las glicoproteinas receptoras erbB cuentan con una amplia cantidad de
carbohidratos tales como manosa, N-GIcAc, N-GalAc y Neu5Ac.”® El andlisis de
Neu5Ac ha mostrado su participacién en funciones tales como el plegamiento y
maduraciéon de receptores, su traslocacion a membrana plasmatica, interacciones

celulares proteina-proteina o carbohidrato-carbohidrato y proliferacién celular.”” ’®

79, 80
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CCEO representa un problema de salud mundial debido a que la supervivencia
es menor al 50% de los casos diagnosticados. El curso clinico de cada paciente es
diverso, no obstante la presencia de caracteristicas histolégicas en comdn.
Algunas investigaciones han tratado de determinar la relacion entre el grado de
diferenciacion, la agresividad y el comportamiento biolégico del CCEO. Diversos
estudios sobre moléculas reguladoras del ciclo celular, supresores de tumores u
factores de crecimiento y carbohidratos han sido realizados en diferentes
neoplasias, tratando de encontrar su asociacion con alguna etapa o caracteristica
del proceso de carcinogénesis oral. La asociacion en el patron de expresion de
proteinas involucradas en la proliferacion celular como los receptores de factores
de crecimiento epidérmico y los acidos sialicos importantes para la adhesién y
migracion celular, con parametros histolégicos que definan el grado de
diferenciacion del CCEO, podrian auxiliar en el establecimiento de un fenotipo que
guie mas clara y certeramente en el diagnéstico y posible comportamiento de la

lesion.
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5. JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Las investigaciones sobre la expresion de los receptores erbB1l y erbB2 han
demostrado su participacion importante durante la carcinogénesis oral. Las
alteraciones en la expresion de estos receptores se han asociado con
caracteristicas como el tamafo tumoral, el proceso de invasion, metastasis y la
respuesta al tratamiento. Bergler demostré que la afinidad al ligando del receptor
erbB1 y capacidad de proliferacion de las células tumorales in vitro dependia del
nivel de sialilacion. ™ Los cambios en la expresién de &cidos siélicos se han
observado en carcinomas de colon, pulmonares, cervicouterino y mama tratando
de determinar cual es su papel en la conducta de la neoplasia, no obstante no se
ha determinado cual es su relacién con parametros histoldgicos. 8% 82 83 84| gg
estudios de Raval et al. y Rajpura et al. demostraron que el nivel de acidos sialicos
en suero de pacientes con CCEO presentaban relacibn con el grado de
malignidad. La correlacion en el nivel de expresion de acidos sialicos y, erbBl y
erbB2 en biopsias de CCEO nos guiara en la determinacién de un fenotipo celular
en los diferentes grados de diferenciacion en conjuncidbn con parametros
histol6gicos. Asi mismo nos permitira obtener un mayor entendimiento sobre la

relacion de estas moléculas con la supervivencia de los pacientes con CCEO.
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6. HIPOTESIS

El grado de diferenciaciéon histolégica y la supervivencia de pacientes
diagnosticados con CCEO estaran relacionados con cambios en la expresion de
receptores para factores de crecimiento epidérmico (erbB1l y erbB2) y el patrén de

expresion de acidos sialicos (Neu5Ac y a2,3,Neu5Ac).

7. OBJETIVO GENERAL

Determinar la correlacion de la expresion de erbB1, erbB2, Neu5Ac y a2,3,Neu5Ac
con el grado de diferenciacion y supervivencia de pacientes con CCEO.

7.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la relacion de seis parametros histopatolégicos con el grado de
diferenciacion histologica y supervivencia de pacientes diagnosticados con CCEO.
Determinar el patron de expresion del los receptores erbBl, erbB2, Neu5Ac y
a2,3,Neub5Ac y su correlacion con los diferentes grados de diferenciacion
histol6gica y supervivencia de pacientes diagnosticados con CCEO.

Determinar el patrén de colocalizacion de las cuatro moléculas y su correlacion
con los diferentes grados de diferenciacion histoldégica y supervivencia de

pacientes diagnosticados con CCEO.

8. TIPO DE ESTUDIO

Descriptivo, retrospectivo y longitudinal.

9. UNIVERSO O POBLACION

Diez muestras de mucosa sana obtenida de pacientes atendidos en el servicio de
Cirugia Oral y Maxilofacial de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion
de la Facultad de odontologia, UNAM.

Cincuenta y dos muestras obtenidas por medio de biopsias de pacientes con
CCEO primario que se presentaron a la Divisibn de Estudios de Posgrado e
Investigacion de la Facultad de Odontologia, UNAM y Servicio de Oncoldgica del

Hospital General de México.
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10. MATERIALES Y METODOS
Material y reactivos
Micropipetas ajustables (Eppendorf)
e 0.1-25
e 2-20ul
e 10-100 pl
e 100 -12000 pl
Carrusel para micropipetas
Puntas para micropipetas (Cole Parmer)
e Volumen 2.5 nl
e Volumen 20ul
e Volumen 200 pl
e Volumen 1000 pl
Tubo microcentrifuga 2.0 ml (Epperndorf safe lock)
Portaobjetos (Rounden-corner Slides)
Aceite de inmersion
3-(Trimethoxysilyl)propyl methacrylate (Sigma)
Cajas de Poliestireno para 100 preparaciones
Vasos de precipitado
e 25ml
e 50ml
e 100 ml
Matraces Elenmeyer
Vasos Koplin
Probetas
e Volumen 100 ml
e Volumen 250 ml
e Volumen 1000 ml
Microscopio de fluorescencia Leica DMLS (Leica, Benheim, Germany)
Camara Olympus C-3040 (Tokyo Japon)
Camara Leica DFC 300FX (Leica, Benheim, Germany)
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Anticuerpos

e erbB1 (rabbit polyclonal, sc-03 Santa Cruz, CA)

e erbB-2 (Mouse monoclonal, sc-7301, Santa Cruz, CA)
Lectinas

e Limulus polyphemus agglutinin (LPA, Neu5Ac, E-Y Laboratories, San

Mateo, CA).
e Maackia amurensis aglutinin (MAA, Neu5Aca2,3Gal, E-Y Laboratories, San
Mateo, CA).

Universal multilink, DakoCytomation LSAB+System-HRP (Dako Noth America, Inc,
Carpinteria, CA).
DAB+substrate Chromogen System, DakoCytomation (Dako Noth America, Inc,
Carpinteria, CA).
Estreptavidina Peroxidasa (Sigma St Louis, MO).
Resina hidrofobica Entellan (Merck, Darmstadt, Alemania).
Antimouse-Rodamina (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA)
Antirabbit-Rodamina (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA)
Extravidin-FITC (Sigma St Louis, MO).
Vectashield+DAPI Mounting Medium for fluorescence (Vector laboratories, Inc.
Burlingame, CA).
Barniz sellador

Lapiz hidrofobico (Dako Cytomation Pen)

Obtencion de muestras

Se obtuvieron 10 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), FO, UNAM.

Cuarenta y un muestras fueron obtenidas del archivo de Patologia Bucal de la
DEPel del periodo 1997-2005, cuatro muestras fueron proporcionadas por los
acervos del servicio de Oncolégica del Hospital General de México y siete
muestras fueron obtenidas de pacientes que se presentaron al laboratorio de
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Inmunologia de la DEPel en el periodo 2004-2008. Todas las muestras fueron de
pacientes con diagndéstico histopatolégico de CCEO primario, sin quimio y/o
radioterapia que contaran con datos clinicos sobre el seguimiento y evolucion del
paciente.

La obtencion de muestras fue bajo la autorizaciéon del paciente firmando un
consentimiento informado. Las muestras del Departamento de Patologia Bucal
fueron proporcionadas por la Dra Elba Rosa Leyva Huerta y Dr. Luis Alberto
Gaitan Cepeda. Las muestras del Hospital General de México fueron obtenidas

gracias a la colaboracién del Dr. Enrique Echevarria y Pérez.

Metodologia

Analisis Histopatoldgico

Todas las muestras fueron procesadas de manera convencional para su inclusion
en parafina. Se realizaron cortes seriados de 4um y se efectudé una tincion con
Hematoxilina y Eosina para realizar la gradificacion histolégica de los CCEO segun
los parametros de OMS. Se realiz6 la medicion de seis parametros
histopatolégicos (profundidad, pleomorfismo, numero de mitosis, patron invasivo,
infiltrado linfocitario y queratinizacion). El analisis histopatolégico y la gradificacion
fue realizado por dos patélogos bucales segun los parametros de la OMS:

* CCEO Bien Diferenciado. Conserva la funcién de producciéon de numerosas
perlas de queratina, importante queratinizacion individual con puentes
intercelulares, menos de dos mitosis por campo histolégico, raras mitosis
atipicas y escasas células multinucleadas con pleomorfismo celular y
nuclear reducido.®
CCEO Moderadamente Diferenciado. Son neoplasia con escasas perlas de
queratina y escasa queratinizacion individual, dos a cuatro mitosis por
campo histoldgico, algunas mitosis atipicas, moderado pleomorfismo celular
y nuclear, sin embargo, todavia es reconocible cierta arquitectura epitelial.
25
CCEO Pobremente Diferenciado. Perlas de queratina es inexistente con

presencia de queratinizacion individual, existen mas de cinco mitosis por
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campo histoldgico, con frecuente mitosis atipicas, pleomorfismo celular y

nuclear pronunciado y frecuentes células multinucleadas. 2°

Los seis parametros histologicos fueron medidos de la siguiente forma:

1.- Determinacion de la profundidad. Se realiz6 en una magnificacion a 10x

gratificando de la siguiente manera:

Grado 1. Neoplasia confinada al epitelio, carcinoma in situ o cuestionable invasion.
Grado 2. Invasion que afecta claramente la ldmina propia.
Grado 3. Invasion por debajo de la lamina propia. Células neoplasicas adyacentes a

musculo, glandulas salivales y/o periostio.

Grado 4. Invasion a través del hueso o invasién profunda de planos musculares.

2.- Determinacién de pleomorfismo nuclear. Se utilizaron cinco campos

visuales de 40x donde se determiné el porcentaje de las células pleomérficas

por medio de un promedio asignando un grado:

Grado 1. Representa una poblacién de células con poco pleomorfismo nuclear o celular
(25%), en una poblacion relativamente homogénea. Mas del 75% de las células
neoplasicas presentan maduracion.

Grado 2. Las células neoplasicas muestran moderado pleomorfismo nuclear (25-50%).
Entre 50 y 75% de las células malignas indican maduracion.

Grado 3. Corresponde a una poblacion de células con abundante pleomorfismo nuclear
(50-75%). Entre 25 a 50% de la poblacion de células neoplasicas denotan maduracion.
Grado 4. Hay notorio pleomorfismo nuclear (75%). Solo hay entre menos de 25% de

células maduras.

3.- Determinacion del niumero de mitosis. Se utilizaron cinco campos visuales a

40x donde se cuantificaron las células mitéticas realizando un promedio

asignando un grado:

Grado 1. Cero a una mitosis por campo.
Grado 2. Dos a tres mitosis.

Grado 3. Cuatro a cinco mitosis.
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e Grado cuatro. Mas de seis mitosis.

4.- Determinacion de tipo de invasion. Se observo la longitud total de la lesion
en un campo visual de 10x para determinar las caracteristicas infiltrativas del

tumor segun la siguiente gradificacion.

e Grado 1. Neoplasia compuesta de areas sélidas o0 mantos de células neoplasicas con
bordes definidos o de tipo “empujante”.

e Grado 2. Neoplasia con infiltracién en cordones sdlidos, bandas o “listones”.

e Grado 3. Grupos pequefios de células o cordones delgados, que infiltran el estroma. El
numero de células en cada grupo debe ser mayor a 15 células.

e Grado 4. Neoplasia con marcada invasion, con células que infiltran de manera individual, o

en grupos menores de 15 células.

5.- Determinacion del infiltrado linfocitario. Se observé la longitud total de la
lesion en un campo visual de 10x determinando la proporcion de agregado

linfocitario asignando un grado:

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

e Grado 2. Infiltrado moderado.

e Grado 3. Infiltrado escaso.

e Grado 4. Nulo.

6.- Determinacion del grado de queratinizacion. Se observo la longitud total de
la lesion en un campo visual de 10x asignando un grado:

e Grado 1. Se trata de neoplasias altamente queratinizantes, donde mas de 50% de células
neoplasicas muestran queratinizacion.

e Grado 2. Neoplasias moderadamente diferenciadas, de las cuales 20 a 50% de sus células
muestran queratinizacion.

e Grado 3. Minima queratinizacién, donde 5 a 20% de células neoplasicas presentan

gueratinizacion.
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e Grado 4. Minima a nula queratinizacién. La poblacion celular neoplasica muestra poca o

nula queratinizacion individual.

Se realizo el analisis estadistico de correlacion de Pearson para determinar la
significancia de cada parametro respecto al grado de diferenciacién segun la
OMS, asi mismo como el analisis de regresién de Cox para determinar su relacién

con la supervivencia.

Pruebas inmunohistoquimicas

El desparafinado y rehidratacion de los cortes del tejido fue realizado de manera
convencional a través de bafios en xilol y alcohol a diferentes concentraciones. Se
realizaron tres lavados en PBS 1x pH 7.2. Posteriormente se realiz0 la
recuperacioén antigénica a través de la inmersion de las muestras en buffer de
citratos 1mM en ebullicién. Se realizaron tres lavados con PBS y posteriormente el
bloqueo de la actividad de peroxidasa endoégena durante 10 minutos en peréxido
de hidrogeno al 3%. Se realizaron tres lavados en PBS y se incub6 dentro de una
camara humeda con PBS-Albumina 0.2% durante 20 minutos. Se delimito la
muestra con un lapiz hidrofébico. Las muestras fueron lavadas en PBS.
Posteriormente se coloc6é PBS 1x-Triton 0.2% por 10 minutos y se lavo con PBS.
Las muestras fueron incubadas durante toda la noche con el anticuerpo primario
(anti-erbB1 y anti-erbB2, dilucion 1:100) a 4°C. Se realizaron lavados con PBS y
se incub6 en cdmara humeda con el anticuerpo secundario sistema multilink
(DakoCitomation) durante 30 minutos, se lavdé en PBS y se incubd durante 30
minutos con estreptavidina+tHRP. Se realizo el revelado de la reaccion con
solucion de 3’3" diaminobencidina (DAB) contratifiendo las muestras con
hematoxilina de Harris y montando las muestras con resina hidrofébica. Se realizo

la interpretacion Inmunohistoquimica (IHQ) y el andlisis estadistico.
Pruebas histoquimicas

El desparafinado y rehidratacion se realiz6 como ya fue mencionado. Se realizaron
lavados en PBS. Se bloque6 la actividad de peroxidasa enddégena por 10 minutos

19



con peroxido de hidrogeno al 3%. Se lavé con PBS y coloco durante 10 minutos
en PBS 1x-Triton al 0.2%. Las muestras fueron incubadas con la PBS Ca**-lectina
(dilucién 1:50, LPA y MAA) durante dos horas a 37°C con 5% de CO,. Se lavo con
PBS Ca?' e incub6 durante 1 hora a 37° con estreptavidina-peroxidasa, se lavé
con PBS Ca?*, se realizo el revelado con DAB, se contratifio con hematoxilina de
Harris montando las muestras con resina hidrofébica. Se realizo la interpretacion

histoquimica y el analisis estadistico.

Co-Inmuno-histoquimioexpresion

El desparafinado, rehidratacidén, recuperacion antigénica, incubacion con PBS-
Albumina 0.2% e inmersién en PBS 1x-Triton 0.2% fue realizada como ya fue
mencionado en la técnica de Inmunohistoquimica. Posteriormente se incubd a
37°C durante 2 horas con las lectinas LPA y MAA, se lavé con PBS Ca*, las
muestras fueron llevadas al cuarto oscuro donde se coloco extravidin-FITC
incubando a 37°C durante 1 hora, se lavo en PBS Ca**. Posteriormente se incubo
las muestras a 37°C con 5% de CO, durante dos horas con el anticuerpo primario
anti-erbB1 o anti-erbB2 (1:50), se lavo con PBS, posteriormente se incubo a 37°C
con 5% de CO; durante 30’ con el anticuerpo secundario (1:50) conjugado con
rodamina. Se coloco el medio de montaje Vectashiel-DAPI y cubreobjetos sellando
las orillas con barniz. Se determinaron las siguientes coexpresiones: erbB1-a2,3
Neu5Ac; erbB1-Neu5Ac; erbB2- a 2,3 Neu5Ac y erbB2-Neu5Ac.

Se realizo la interpretacion Inmunohistoquimica de las coexpresiones y el analisis

estadistico.

Observacion y analisis de las muestras.

Las muestras fueron analizadas con la ayuda de los microscopios Olympus BX-40
y Leica DMLS equipado con un sistema de fluorescencia. Las imagenes fueron
capturadas con la camara Olympus C-3040 y Leica DFC 300FX.

La interpretacion de la inmunoexpresion por peroxidasa fue realizada a través del
objetivo de 40x obteniendo microfotografias de 5 campos opticos 200 x 200 um, el

analisis cualitativo y cuantitativo fue realizado a través de una rejilla arménica que
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dividio cada campo 6ptico en 16 partes iguales (25 x 25 um). Para considerar una
muestra como positiva se debia de cumplir con mas del 20% del area en tres
campos opticos diferentes. Las muestras de IHQ por peroxidasa consideradas
como positivas fueron gratificadas en tres: leve (+), moderado (++) y elevado
(+++), ademas de determinar la zona de expresion preferencial: citoplasma,
membrana o ambos. La colocalizacién fue determinada por medio del programa
Leica IM1000 que realizo el traslape para determinar cada muestra como positiva

(+) o negativo (-).

11. RECURSOS
Humanos
Dos Patélogos Bucales
Asesor en inmunohistoquimica
Asesor en inmunofluorescencia
Fisicos
e Laboratorio de Inmunologia de Division de Estudios de Posgrado e
Investigacion, Facultad de Odontologia, Universidad Nacional Autbnoma de
México.
e Laboratorio de Enfermedades Neurodegenerativas. Instituto Nacional de

Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” .

12. CRITERIOS DE INCLUSION

Muestras con diagnostico histologico de CCEO

Muestras de CCEO primario

13. CRITERIOS DE EXCLUSION

Muestras de las que no se tengan datos del paciente tal como edad, sexo y zona
anatomica.

Muestras pequefias menores a 5 mm.

Muestras de CCEO recurrentes o secundarios.

Muestras de pacientes que hayan recibido radioterapia y/o quimioterapia.

14. CRITERIOS DE ELIMINACION
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Muestras que resulten dafiadas durante el proceso de inmunohistoquimica.

15. VARIABLES INDEPENDIENTES

Grado de diferenciacion tumoral.

Tiempo de supervivencia total de los pacientes.

Zona anatomica.

Edad

Sexo

16. VARIABLES DEPENDIENTES

Grado de expresion de factores de crecimiento epidermal.

Grado de expresion del patron acidos sialicos.

Coexpresion de factores de crecimiento epidermal y acidos sialicos.

17. METODO PARA PROCESAMIENTO DE DATOS

Los datos fueron agrupados en una tabla donde se registraron datos tales como la

edad, sexo, zona anatémica, grado de diferenciacion histologica, supervivencia del

paciente, nivel y zona de expresion de las cuatro moléculas de forma separada y

la coexpresion positiva de las cuatro moléculas.

18. ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

De los resultados obtenidos se realizo pruebas de tendencia central y dispersion,

analisis de correlacion de Pearson, andlisis de supervivencia total Kaplan Meir

(Log Rank) y andlisis multivariado de Cox (-2 Log) utilizando el programa SPSS

10.0.
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19. RESULTADOS

De los 52 pacientes, el 55.8% (23) fueron mujeres y el 44.2% (29) hombres; el
promedio de edad fue 61.39 (+ 18.61) afios. Referente a la zona anatémica trece
casos se presentaron en lengua, 4 en piso de boca, 7 en paladar, 9 en encia, 7 en
mucosa yugal y 12 en otros sitios mucosa bucal. (Tabla 1)

Al realizar la gradificacion histolégica en base a los parametros de la OMS se
obtuvieron 17 casos de CCEO bien diferenciados, 25 moderadamente
diferenciados y 10 pobremente diferenciados. Los CCEO bien diferenciados
presentaron las caracteristicas histologicas propias de su gradificacion al
presentar gran cantidad de perlas de queratina, con rara presencia de mitosis y
atipias celulares. Los CCEO moderadamente mostraron menor grado de
queratinizacion, presentado mayor atipia celular. Los CCEO pobremente
diferenciados presentaron mayor pleomorfismo celular y nuclear, menor
cohesividad.

19.1 Andlisis Histopatoldgico

Se determinaron seis parametros histolégicos de cada carcinoma y fueron
agrupados en relacion a su grado de diferenciacion. El parametro infiltrado
linfocitario mostro un patron proporcional al grado de diferenciacién. Pleomorfismo,
namero de mitosis, patron de invasién y queratinizacion mostraron una conducta
similar, no asi con el parametro profundidad en el que no se observo cambios
importantes (Tabla 2). El andlisis estadistico de correlacion de los seis parametros
histopatoldgico en base al grado de diferenciacidon mostré significancia estadistica
en los parametros grado de queratinizacion y pleomorfismo nuclear (p=0.046 y
p=0.015 respectivamente). Los otros cuatro parametros no mostraron significancia
estadistica. El analisis de Cox mostro significancia en tres parametros que fueron
infiltrado linfocitario (p=0.016), pleomorfismo (p=0.046) y profundidad de invasion
(p=0.039).
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19.2 Andlisis inmunohistoquimico

Mucosa sana

La determinaciéon IHQ de la expresion de las cuatro moléculas de forma individual
fueron los siguientes: erbBl fue constitutivo en el 100% de las muestras
analizadas presentado un grado elevado de inmunoexpresion en células del
estrato basal y espinoso (Fig.3 a, b) a nivel de citoplasma y membrana. La
inmunoexpresion de erbB2 fue menor que erbB1, solo se expresé en el 30% de
las muestras a nivel de membrana celular en los estratos granuloso y cérneo
(Fig.3 c, d). El patron de expresion de Neu5Ac fue leve a moderado en el 70% de
las muestras positivas, preferentemente en el estrato corneo a nivel de citoplasma
(Fig.3 e, ). El a2,3,Neu5Ac se presento en el 40% de las muestras (Fig.3 g, h). La
expresion fue moderada a nivel de membrana celular en estratos espinoso,
granular y cérneo, no asi en el estrato basal que fue leve a nivel de citoplasma
(Tabla 4).

CCEO

En el andlisis inmunohistoquimico los CCEO bien diferenciados presentaron
expresion de erbBl y erbB2 predominantemente en membrana plasmética, con
64% y 65% respectivamente y baja expresion a nivel de citoplasma con 24% y
29% de las muestras respectivamente (fig. 4 a-d). La expresion de Neu5Ac fue
leve a moderada, mostrando expresion tanto en tejido conectivo al igual que en los
islotes epiteliales invasores, predominando ligeramente a nivel de membrana
celular en un 53% (fig. 4 e, f). La expresion de a2,3,Neu5Ac fue similar a Neu5Ac,
sin embargo la periferia de las islas invasoras presentaron mayor expresion a nivel
de membrana plasmatica (fig. 4 g, h).

Los CCEO moderadamente diferenciados expresaron erbBl de forma leve a
moderada preferentemente en citoplasma en el 60% de los casos (Fig 5 a, b).
erbB2 mostré positividad moderada a nivel de membrana plasmatica en el 56% de
las muestras analizadas (Fig. 5 ¢, d). La expresion de Neu5Ac fue de leve a
moderada, los islotes epiteliales invasores presentaron expresion a nivel
membrana preferentemente (Fig. 5 e, f). La expresion de a2,3,NeuSAc fue
moderada localizada citoplasmaticamente (Fig. 5 g, h).
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Los CCEO pobremente diferenciados presentaron expresion leve a nivel
citoplasma para erbB1 en el 70% de las muestras (Fig. 6 a, b). erbB2 mostrdé una
mayor intensidad de expresion comparado con erbBl. Esta expresion vario de
moderada a elevada a nivel de membrana. Los islotes invasores de mayor
profundidad fueron los que presentaron positividad mas elevada (Fig. 6 c, d). La
expresion de los acidos sialicos fue variada. Neu5Ac fue leve a modera a nivel de
citoplasma en el 70% de las muestras consideradas positivas (Fig. 6 e, f), mientras
que a2,3,NeuS5Ac se expreso de forma moderada a intensa. El sitio de expresiéon
predominante fue membrana celular con 50% de las muestras (Fig. 6 g, h).

El analisis estadistico de Pearson para establecer la correlacion entre el nivel y
sitio de expresion con el grado de diferenciacion indico que erbBl y Neu5Ac
presentaron significancia estadistica entre el grado de diferenciacion y el nivel de
expresion (p=0.035 y p=0.038 respectivamente), mientras que a2,3,NeuSAc y
erbB2 presentaron significancia estadistica entre el sitio y el nivel de expresion
(p=0.013 y p=0.041 respectivamente). El analisis log-rank no mostré significancia
estadistica entre el sitio de expresion y la supervivencia (Fig. 7). De igual forma el
andlisis de Cox no presento significancia estadistica al correlacionar edad, sexo,
grado histologico y sitio de expresion inmunohistoquimica con la supervivencia de
los pacientes.

19.3 Anélisis de co-inmunohistoquimioexpresion

Al determinar la coexpresion de las 4 moléculas se encontraron los siguientes
resultados.

La colocalizacibn en mucosa sana (Fig. 8) para erbB1-Neu5Ac se presento en
menor medida, solo 60% de las muestras colocalizaron. erbB1-a2,3,Neu5Ac fue
del 20% de las muestras analizadas, presentandose en los estratos basal y
espinoso preferentemente. Para erbB2-a2,3,Neu5Ac y erbB2-Neu5Ac la expresion
fue nula en todas las muestras analizadas (Tabla 4).

Los CCEO bien diferenciados presentaron positividad para erbBl-Neu5Ac fue
positivo en 5 (47%) muestras analizadas. erbBl-a2,3,Neu5Ac fue positivo en 4
(24%) muestras analizadas. erbB2-Neu5Ac en 7 (41%) muestras y erbB2-
a2,3,Neu5Ac mostré positividad en 6 (36%) (Fig. 9).
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Los CCEO moderadamente diferenciados (Fig.10) presentaron positividad para
erbB1-Neu5Ac en 9 (36%) casos, erbBl-a2,3,Neu5Ac fue positivo en 7 (28%).
erbB2-Neu5Ac presento positividad en 11 (44%) muestras y erbB2-a2,3,Neu5Ac
mostro positividad en 8 (32%).

Los CCEO pobremente diferenciados (Fig. 11) presentaron positividad para erbB1-
Neu5Ac en 3 (30%) muestras, asi como erbB1- a2,3,Neu5Ac en 2 (20%). erbB2-
Neu5Ac en el 5 (50%) erbB2-a2,3,Neu5Ac mostraron positividad en 3 (30%) y.

El andlisis de correlacién de Pearson no encontrd significancia entre las cuatro
coexpresiones y el grado de diferenciacion. En el andlisis de supervivencia de
Kaplan Meier (log rank) no se encontrd significancia al comparar la coexpresion
positiva con la supervivencia de los pacientes (Fig. 12).

El analisis de regresion de Cox de igual forma no mostré significancia al
correlacionar la positividad de las cuatro coexpresiones con el sexo, edad, el

grado de diferenciacion y la supervivencia de los pacientes.
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20. DISCUSION

Diversas investigaciones han tratado de relacionar el grado de diferenciacion
histologica con la agresividad del tumor.*? 3 1¢:23.25 5a ha sugerido que las formas
bien diferenciadas son mas benignas al producir menos metastasis ganglionares
y/o recurrencias tumorales. Diferentes investigaciones han tratado de encontrar la
relacion de otros parametros clinicos y socioculturales tales como la edad, género,
tabaquismo, alcoholismo y estado buco-dental con parametros histopatolégicos
tales como pleomorfismo nuclear, nimero de mitosis, grado de queratinizacion,
patrén de invasion, estado de invasion tumoral e infiltrado linfoplasmocitario con la
finalidad de mejorar el entendimiento sobre el CCEO. Broder en 1920 traté de
encontrar esta relacion, sin embargo, su sistema no presentaba correlacion entre
la gradificacion y el prondstico de los pacientes, debido principalmente a la
heterogeneidad de la poblacion celular de los CCEO.®*> Annroth y Bryne en 1987 y
1992, respectivamente mostraron una manera mas efectiva de gradificar el CCEO,
considerando ademas de la poblacion celular de la neoplasia, la relacién del tumor
con el huésped, dando importancia al frente invasivo con lo cual se otorgaba un
mejor prondstico. & &

En nuestro estudio se analizaron los seis parametros histopatoldgicos utilizados
por Annroth y Bryne y su relacién con el grado de diferenciacion. Los resultados
indican que solo existid significancia en dos de los parametros: pleomorfismo y
grado de queratinizacion, lo cual concuerda con la gradificacion de los CCEO
utilizada por la OMS. Yuen y Simpson han mostrado que para poder otorgar un
mejor valor a estos parametro se debe considerar la utilizacion de campos 6pticos
predeterminados no aleatorios, sin embargo a pesar de esta consideracion la
heterogeneidad celular de un CCEO es determinante para la variabilidad.®® #°
Nuestro analisis de regresion de Cox para determinar la relacion de los
parametros histolégicos con la supervivencia de los pacientes, mostro significancia
estadistica en las variables: infiltrado linfocitario, pleomorfismo y profundidad de
invasion. En relacibn a los resultados, diversos estudios han mostrado la
importancia de estos parametros en situaciones tales como la agresividad de la

lesién y el estadio clinico de la neoplasia.®® %
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Gracias a los avances en la biologia celular y molecular tumoral, se ha postulado
gue la presencia, ausencia o modificacion de determinadas moléculas puede guiar
para el establecimiento de un diagnostico que auxilie en el establecimiento de un
fenotipo y posible comportamiento de la neoplasia. Schliephake analizé diferentes
estudios que postulaban a diversas moléculas involucradas en el crecimiento y
supresion tumoral, angiogénesis y degradacibn de matriz extracelular como
herramientas en la comprension del cancer. En su analisis, el receptor erbB se
relacioné con los procesos de carcinogénesis y/o pronéstico del paciente.? La
amplia investigacion sobre los receptores de la familia erbB ha demostrado que
éstos se encuentran implicados en fendmenos de proliferacion y diferenciacion
celular normal y, que la sobreexpresion, anomalias estructurales, coexpresion y
heterodimerizacion de erbBl y erbB2 estan relacionadas con el proceso de
transformacién y metastasis del CCEQ.3"®

Los resultados de nuestro andlisis de 52 casos de CCEO mostraron que la
expresion de erbB1l estaba relacionada con el grado de diferenciacién puesto que
su nivel de inmunoexpresion disminuia conforme los CCEO perdian diferenciacion.
Asi mismo, se modificé el sitio de expresion, es decir, que en los casos bien
diferenciados la expresion fue predominante a nivel membrana plasmatica, pero
disminuia a media que incrementaba en citoplasma en los casos de CCEO
pobremente diferenciados. Esto concuerda con los datos presentados por Hiraishi
et al. y Maiorano et al. que mostraron que el grado y sitio de expresion de erbB1
en CCEO pobremente diferenciados presentaba modificaciones.’® ° La funcién
principal de erbB1 es inducir la activacion de cinasas citoplasmaticas a través de
la transduccion de sefiales que comienzan a nivel de membrana plasmatica al
momento del reconocimiento ligando-receptor.®”*° Los cambios en el grado v sitio
de expresion puede ser debido a la transformacion maligna de los CCEO. Lin et al.
y Hanada et al. demostraron que el receptor erbB1 puede traslocar de membrana
hacia nacleo funcionando como un factor transcripcional de ciclina D1 y Myb-B,
promoviendo la formacién neoplésica.’® *® En este sentido erbB2 es un receptor
implicado principalmente en el proceso de embriogénesis y transformacion

celular.”” "® °" Una caracteristica importante de este receptor es que no cuenta
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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.®* *® La inmunoexpresién de
erbB2 en nuestro estudio fue constante en los tres grados de diferenciacion,
predominando en membrana plasmatica, lo cual sugiere su posible participacion
en la sefalizacion y proliferacion celular. Fong demostr6 que este receptor
expresa escasamente en mucosa sana y que en CCEO su expresion se elevaba
significativamente.”® La presencia de este receptor a nivel de membrana puede
estar involucrada en la activacion de otras moléculas que no solo favorezcan la
proliferacion, sino que ademas le permitan a la célula neoplasica invadir y producir
metastasis o incluso evadir mecanismos de inmunovigilancia, tal como lo demostré
Silva et al.”® La correlacién en la expresién de moléculas implicadas en fenémenos
aparentemente no relacionados apoya la teoria de un proceso de carcinogénesis
como fendmeno mudltiple y complejo donde diversos mecanismos participan de
manera individual o sinérgica.

En la transformacion maligna, también se encuentran modificaciones co- y pos-
traduccionales de las proteinas. La glicosilacién y en particular la sialilacion han
mostrado una participacion significativa en los procesos neoplasicos. Rajpura et al.
han demostrado que los niveles de acidos sialicos libres y unidos a lipidos
presentes en suero de pacientes con cancer oral, son significativamente altos
comparado con los pacientes sanos. Nuestros resultados se relacionan con este
dato en el sentido que la expresion de Neu5Ac a nivel de membrana celular
aumenté en los CCEO pobremente diferenciados, comparado con los bien
diferenciados. En el presente estudio, la determinacion de la expresion de Neu5Ac
sobre los CCEO resulta ser una estrategia de mayor especificidad al eliminar la
estimacién del Neu5Ac procedente de los eritrocitos en suero.*® Actualmente se
reconoce que el acido sialico se encuentra relacionado con el proceso de invasion
de células neoplasicas, debido a la hipersialilacibn de moléculas de adhesién
intercelular como las integrinas.’®® Diversos autores han postulado a los CCEO
pobremente diferenciados como neoplasias mas agresivas debido a su alto

porcentaje de invasion, recurrencia y metastasis a linfonodos regionales y otros
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érganosil7-23, 27, 28

Esta caracteristica podria estar relacionada con la
sobreexpresion de estos carbohidratos presentada por los CCEO analizados.

La expresibn de 4&cidos sialicos especificos como a2,3,Neu5Ac es una
caracteristica a considerar para la determinacion de la conducta y diferenciacion
celular. Nuestros resultados concuerdan con la literatura, respecto a la expresion
de este carbohidrato en células basales de mucosa, la cual decrece durante la
maduracién epitelial hacia el estrato corneo, donde se pierde su capacidad
replicativa, propia de las células basales.” La determinacién a2,3,NeuSAc en los
CCEO analizados mostro expresion elevada a nivel de membrana plasmatica del
carbohidrato a2,3,Neu5Ac en los tres grados de diferenciacién, sugiriendo que las
células neoplasicas presentan un perfil de expresién de carbohidratos similar al de
células basales. Al considerar que las células normales del estrato basal son las
Unicas que presentan capacidad proliferativa y se encuentran en homeostasis con
la membrana basal y tejido conjuntivo, las modificaciones de a2,3,Neu5Ac
encontradas en los CCEO podria imitar esta caracteristica brindandoles las
propiedades de proliferacion y relacién de homeostasis con el tejido conjuntivo.'®
La capacidad de proliferacion epitelial depende de la activacibn de sefales
estimulantes al igual que la regulacion de las sefiales de inhibicion. Los receptores
de factores crecimiento epidérmico son glicoproteinas que necesitan ser activadas
por sus ligandos para inducir la proliferacién celular. Sin embargo, cambios en su
estructura proteica o glicosidica pueden modificar estas propiedades. Se ha
reportado que el domino extracelular de los receptores de la familia erbB cuenta
con 10 a 11 y 7 sitios potenciales para la N-glicosilacion en erbB1 y erbB2,
respectivamente. Cada sitio puede ser ocupado por una cadena con tres o cuatro
subcadenas de polisacaridos donde las porciones terminales pueden ser acidos
sialicos.!® Estos carbohidratos representan del 24% al 59% del total de
carbohidratos contenidos en el receptor.*®*

Nuestros resultados mostraron que en mucosa sana la colocalizacion de erbB1-
Neu5Ac y erbB1-a2,3,NeuSAc se localizd en los estratos basal y espinoso, sin

evidencia en estratos superiores. Correlacionando esta caracteristica vy
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considerando lo demostrado por Holikova et al. la coexpresion de erbBl-
a2,3,Neu5Ac puede ser una caracteristica indicativa del potencial proliferativo.

Un resultado interesante fue la coexpresion negativa de erbB2-Neu5Ac y erbB2-
a2,3,Neu5Ac en mucosas sanas, caracteristica que fue positiva en los tres grados
de diferenciacion de los CCEO. Esto se fundamenta en el hecho de que erbB2 es
considerado como un receptor que solo se expresa en procesos de transformacién
maligna, incluso en estadios tempranos de transformacién, como en el caso de las
displasias epiteliales.”® Esta coexpresion puede ser considerado como una
caracteristica propia del CCEO. No obstante, seria interesante el determinar el
perfil de expresion de estas moléculas en lesiones premalignas.

Diversos estudios han tratado de establecer la asociacion de erbB con el tiempo
libre de enfermedad o la supervivencia de un paciente con cancer bucal,

105, 106, 107, 108 En nuestro

encontrando resultados diferentes y contrastantes.
estudio no encontramos correlacion estadistica entre la expresion de las cuatro
moléculas analizadas con el tiempo de supervivencia de los paciente. Xia et al.
demostraron que de manera individual los miembros de la familia erbB pueden
ayudar en el pronostico de un paciente con CCEO, mostrando que el erbB2
presentaba mayor significancia, seguido por erbB4, erbB 3 y erbB 1, y que en
conjunto, la combinacion erbB2-3 era de mayor significancia. En este estudio solo
se comprobd la expresion de erbBl y erbB2. Al observar las curvas de
supervivencia los pacientes que expresaban erbBl y 2 en membrana celular
éstos tuvieron mayor probabilidad de supervivencia que los que expresaban en
citoplasma. Sin embargo estas comparaciones no fueron significativas, lo que
siguiere la importancia de utilizar otros pardmetros como la invasién a linfonodos,
metastasis o recurrencias en relacion a la supervivencia.

De igual forma, la coexpresion de Neu5Ac y a2,3,NeuS5Ac con erbB1 y erbB2 no
mostrd significancia respecto a la supervivencia de los pacientes. Esto siguiere la
busqueda de otras moleculas candidatas que vayan en relacidon con invasion a
linfonodos, metastasis o recurrencias. Se ha demostrado que integrinas, mucinas,
gangliosidos y esfingolipidos son capaces de modular la sefalizacion esencial

para el crecimiento, invasién y metastasis de células tumorales.”” > ® La
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busqueda de marcadores sialilados que nos brinden mayor informacion sobre el
fenotipo del CCEO brindara la posibilidad de aclarar su participacion en el proceso

de carcinogénesis y progresion del CCEO.
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21. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos podemos concluir que los parametros
histologicos pleomorfismo y grado de queratinizacién se encuentran relacionados
con el grado de diferenciacion. De igual forma pleomorfismo, profundidad de
invasion y infiltrado linfocitario son importantes en la supervivencia de los
pacientes, lo cual sugiere su importancia para la determinacién de la relaciéon
neoplasia-huésped. Por otra parte, la expresion de erbBl y Neu5Ac fue
dependiente del grado de diferenciacion. La elevada expresion de erbB2 vy
a2,3,Neu5Ac en la membrana celular de CCEO pobremente diferenciados podria
estar relacionada con el alto grado de displasia y malignidad. En este sentido se
mostré que la colocalizacién de erbB2 y &cidos sialicos en los tres diferentes
grados de diferenciacion es una propiedad caracteristica de los CCEO y no de la
mucosa sana. No obstante, seria interesante determinar el perfil de expresion de
estas moléculas en lesiones premalignas. La expresion individual o conjunta de las
cuatro moléculas no mostré correlacion con la supervivencia de los pacientes, lo
que reafirma la necesidad de ampliar la busqueda de otras moléculas candidatas
que puedan aportar mayor informacién relacionada a esta area de la oncologia
oral. Se sugiere profundizar en el estudio de moléculas como los erbB, integrinas,
mucinas, gangliosidos y esfingolipidos que han mostrado relacion con la invasion a
linfonodos y que en el caso de los CCEO es una caracteristica importante en el

proceso de supervivencia.
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23. APENDICE A. FIGURAS

Figura 1. Cascadas de transduccion de los receptores erbB. (Fuente: Nat Clin Prat Oncol 2004).

_ EGF Betacellulin NRG1 Betacellulin
Ligandos | TGF-o  Epiregulin NRG1 NRG2 Epiregulin
HB-EGF Amphiregulin NRG2 NRG3 HB-EGF
ErbB-2 ErbB-3 ErbB-4
50 38 48

Daominio extracelular -

Dominio transmembranal E

% Homologia

Diominio citoplasmatico -

Sitios potenciales para la MN-glicosilacion: Ser 146, 196, 501, 837, 1006, 1047, 1047, 1096, 1106, 1180, 1181
Thr 275, 1005, 1008, 1121

Figura 2. Estructura del receptor erbB1 y su sitios potenciales para la N-glicosilacién. (Fuente: Kidney
Internacional 2001).
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Figura 3. Inmuno-Histo-quimioexpresion en mucosa sana. a y b. Expresion de erbB1 amplia expresion a
nivel de papilas epiteliales disminuyendo en estratos para basales; estrato corneo se observa saturacion
debida a los cambios morfologicos propios del epitelio. ¢ y d. Inmunoexpresion de erbB2 cambio respecto
al estrato, a nivel basal se expresa citoplasmaticamente cambiando a membrana a nivel de estrato
corneo. e y f muestra la histoquimioexpresion de Neu Ac minima a nivel de estratos corneos. g y h.
Histoquimioexpresion de a2, 3 Neu Ac presenta cambio de expresion dependiente del estrato epitelial.
Aumenta su expresion a nivel membrana en estrato corneo. (a, ¢, e y g 40X, barra=18um; b, d, fy h 100X,

barra= 7pm).
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Figura 4. Inmunohistoquimioexpresion de CEO bien diferenciado. a, b. Inmunoexpresion de erbB1 de
moderado a elevado en citoplasma de forma perinuclear. c, d. Expresion elevada de erbB2 con
acentuacion a nivel de membrana plasmatica. e, f. Histoquimioexpresién de Neu Ac a nivel citoplasmatico
dentro islote de células invasoras. g, f. La expresion de a 2,3 Neu Ac muestra amplio predominio por
membrana plasmaética. (a, c, e y g 40X, barra=18um; b, d, fy h 100X, barra= 7um).
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Figura 5. CEO moderadamente diferenciados. a y b) inmunoexpresion de erbB1l en nicho invasor no
gueratinizante con patron citoplasmatico perinuclear. ¢ y d) Inmunoexpresion de erbB2 en conglomerado de
invasor en forma de listo grueso con predomino de inmunoexpresion a nivel de membrana celular. e y f)
Histoquimioexpresion de Neu Ac en nicho invasor de queratinizacion escasa en zona citoplasmatico leve. g y
h) Histoexpresion de 02,3 Neu Ac en conglomerado invasor no queratinizante a nivel membrana celular con
leve presencia a nivel de citoplasma. (a, c, e y g 40X, barra=18um; b, d, fy h 100X, barra= 7um).
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Figura 6. CEO pobremente diferenciados. a y b) Inmunoexpresion leve de erbB1 en citoplasma de las
células de conglomerados invasores. ¢ y d) Inmunoexpresion moderada de erbB2 en ambas zonas con
predominio a nivel de membrana plasmatica. e y f) Histoquimioexpresion elevada de Neu Ac con
predominio a nivel de membrana plasmatica. g) y h) Histoquimioexpresion elevada de [12,3NeuAc en
ambas zonas ululares. (a, ¢, e y g 40X, barra=18um; b, d, fy h 100X, barra= 7um).

48



Figura 7. Analisis de supervivencia de los cuatro marcadores en relacion con su zona de
expresion. Las curvas de supervivencia fueron comparadas con el método de Kaplan—Meier.
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Figura 8. Colocalizacion en mucosa sana. A) Coexpresion de erbB1- a2,3NeuAc en estratos basal y espinoso en
papilas epiteliales. B) La coexpresion de erbB1-Neu5Ac siguié un patron similar, respecto a la zona de
coexpresion. C) Coexpresion nula de erbB2-a2,3NeuAc, con disminucion de la expresion de a2,3NeuAc en el
estrato corneo. erbB2-Neu Ac de igual forma no presenta postitividad, se observa una menor expresion de Neu Ac
comparada con a2,3NeuAc en el epitelio. Aumentos de A, B, Cy D a 20x.

Figura 9. CEO Bien diferenciados A) Colocalizacion de erbB1-a2,3Neu Ac presente en nicho invasor con
expresion moderada en la totalidad de su arquitectura, con positvidad de acido sialico a2,3Neu Ac en periferia
del nicho. B) Colocalizacion moderada de erbB1-Neu5Ac en nicho queratinizante invasor. C) colocalizacién
leve en nicho invasor paraqueratinizante. D) Colocalizacion moderada en conglomerados invasores con
predominio a nivel intercelular.
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Figura 10. CEO moderadamente diferenciados. A) Colocalizacién de erbB1l-a2,3Neu Ac leve e la zona
central de islotes invasores. B) Colocalizacién leve de erbB1-Neu5Ac en parte central de nichos
invasores. C) Colocalizacion elevada en zona de mayor cohesion en epitelio invasor. D) Colocalizacion

leve focal en epitelio invasor.

Figura 11. CEO pobremente diferenciados. A) Colocalizacion de erbB1-a2,3Neu Ac leve en célula
pleomérfica invasora. B) Colocalizacion leve de erbBl-Neu5Ac en células invasoras con apariencia
ahusada. C) Colocalizacién elevada en células invasoras pleomodrficas. D) Colocalizacion leve de erbB2-

Neu Ac en célula invasora.
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Figura 12. Curvas de supervivencia de la coexpresion de la cuatro moléculas. No se observo significancia entre
la positividad de las coexpresiones, sin embargo, erbB1 y 2 coexpresado con a2,3NeuAc mostraron contrastes
importantes.
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24. APENDICE B. TABLAS

Tabla 1. Datos Demograficos

Genero

Masculino 23 (44.2%)
Femenino 29 (55.8%)
Edad

Media (DE) 61,39 (18.61)
Zona Anatomica

Lengua 13

Piso de boca 4

Paladar 7

Encia 9

Mucosa yugal 7

Otros sitios de mucosa 12

Grado Histologico

Bien Diferenciado (grado I) 17
Moderadamente diferenciado (grado II) 25
Pobremente diferenciado (grado Il) 10

Tabla 2. Expresion de parametros histopatoldgicos en relacién al grado de diferenciacion.

Grado de Profundidad | Profundidad | Pleomorfism No. P. . Queratinizacion
diferenciacion (mm) o] mitosi Invasion Linfocitari
s o}
Bien 531 3 2 3 2 1 2
diferenciado
Moderadament | 5.27 3 3 3 2 2 3
e diferenciado
Pobremente 2.7 3 3 4 3 3 3
diferenciado
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Tabla 3. Localizacion de la expresién inmuno e histoquimica

erbB1 erbB2 Neu5Ac | a2,3 NeuAc
Mucosa Sana 10 (100%) | 3 (30%) 7 (70%) |4 (40%)
Bien Diferenciado Citoplasma 4 (24%) 5 (29%) 8 (47%) 7 (39%)
(grado 1) Membrana 11 (64%) |11 (65%) |9 (53%) 7 (41%)
Ambos 2(12%) |1 (6%)
Moderadamente diferenciado | Citoplasma 15 (60%) |7 (28%) 9 (36%) 4 (24%)
(grado Il) Membrana 10 (40%) |14 (56%) |16 (64%) |9 (36%)
Ambos 4 (16%)
Pobremente diferenciado Citoplasma 7 (70%) 3 (30%) 3 (30%) 3 (30%)
(grado IlI) Membrana 1 (10%) 7 (70%) 7 (70%) 5 (50%)
Ambos 2 (20%)

Tabla 4. Porcentajes de positividad de la coexpresién de los CEO.

erbB1-Neu5SAc | erbBl-02,3Neu Ac | erbB2-Neu5Ac |erbB2-a2,3Neu Ac
Mucosa Sana 6 (60%) 2 (20%) 0 (0%) 0 (0%)
Bien Diferenciados
Grado | 5 (30%) 4 (24%) 7 (41%) 6 (36%)
Moderamente Diferenciados
Grado Il 9 (36%) 7 (28%) 11 (44%) 8 (32%)
Pobremente Diferenciados
Grado Il 3 (30%) 2 (20%) 5 (50%) 3 (30%)
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