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1. RESUMEN

El COCE es el mas comun de los carcinomas de cabeza y cuello. Se ha
descrito que el consumo habitual del tabaco en sus diversas formas: cigarro,
puro 6 tabaco en pipa es el factor mas importante asociado con el COCE. Se
estima que 85-90% de los casos de cancer de vias digestivas superiores
estan relacionadas a la exposicion con tabaco y el riesgo es proporcional a la
intensidad de la exposicion. Entre los principales carcinégenos presentes en
el tabaco se cuentan los hidrocarburos policiclicos arométicos como el 7.12
dimetilbenceno (a) antraceno (DMBA), este compuesto es capaz de causar
dafios en el ADN. erbB1 es un protooncogen asociados a la proliferacion y
diferenciacion celular; cuya sobreexpresion o mutacién puede contribuir al

desarrollo y progresion tumoral por la accién de un cancerigeno.

METODOLOGIA: Dieciocho hamsteres sirios dorados de 8 semanas de edad
fueron divididos aleatoriamente en dos grupos control y experimental el
grupo control (10 hamsteres) recibié aceite mineral en la bolsa de alimento
derecha, el grupo experimental (8 hamsteres) fueron expuestos a DMBA al
0.5% durante 14 semanas. Las muestras fueron obtenidas y procesadas
convencionalmente para obtener cortes seriados de 4um y realizar el analisis

histopatoldgico e inmunohistoquimico.

RESULTADOS: Los animales tratados con DMBA pesaron un promedio de
2-4% menos que los tratados con aceite mineral. Al realizar el analisis
histologico, en el grupo experimental 4 muestras presentaron displasia
severa y 4 carcinomas bien diferenciados. El grupo de control no presento
cambios histologicos. La expresion de erbB1 en el grupo control fue de
101.26+24.15u0/um?. Las muestras del grupo experimental con displasia
severa expresaron 49.42+18.11uo/um? las muestras experimentales con
carcinoma oral de células escamosas bien diferenciados expresaron
91.03+39.14 uo/um?.
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CONCLUSION: La exposicién a DMBA indujo menor peso en los animales
experimentales, esto pudo ser debido a la tension metabdlica causada por la
inflamacion o la irritacion en la bolsa de los hamsteres como resultado de la
formacién de tumores. Se confirmo que los HPA que se encuentran en el
tabaco como el DMBA contribuyen al desarrollo y progresion tumoral. EL
receptor del factor de crecimiento epitelial o EGFR se expresa
diferencialmente segun el estado histologico. La familia erbB, en particular
erbB1 participa en roles fundamentales tales como la embriogénesis,
diferenciacion, maduracion, mantenimiento, regeneracion celular, tisular y
organica. Su papel en carcinogénesis ha sido demostrado, por lo que
aproximaciones a sus aspectos moleculares y celulares son un gran campo
de investigacibn que podria tener aplicacion terapéutica futura, al

incrementar el conocimiento en el area de la oncologia oral.
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2. INTRODUCCION

El carcinoma de células escamosas representa un problema de salud publica
significativo, su etiologia se relaciona con el estilo de vida, principalmente los
habitos (en particular tabaco y el consumo de alcohol), sin embargo otros
factores se encuentran implicados, como agentes infecciosos (como el
VPH), asi como defectos en la inmunidad o defectos en las enzimas de
reparacion del DNA son ejemplos de algunos factores asociados. El
carcinoma oral ocurre mas a menudo en gente sobre la edad de 40 afios. El
de 7.12 dimetilbenceno antraceno [a] (DMBA), un agente carcindgeno
presente en el humo del cigarro puede mediar la transformacion neoplésica
induciendo el dafio de la DNA. En modelos animales de carcinogénesis oral
inducida por DMBA los tumores se asemejan a un tumor oral humano tanto
histolégica como morfolégicamente, lo cual lo convierte a este modelo en
ideal para estudiar la patogenia celular, molecular y postular medidas
preventivas y/o terapéuticas.

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) se sabe implicado

en el desarrollo del cancer oral.

La familia EGFR incluye EGFR/erbB1, erbB2, erbB3 y erbB4, se sabe que
regulan la proliferacion celular, diferenciacion, migracién y evasiéon de
apoptosis. EGFR/erbB1 se expresa en células epiteliales escamosas orales
normales de seres humanos y los hamsteres; la sobreexpresion o mutacion
de EGFR ha sido asociada como acontecimiento durante carcinogénesis

oral.

A pesar de avances significativos en varias formas de tratamiento, la tasa de
supervivencia para los enfermos de cancer oral no ha mejorado, por lo tanto,
es importante entender con mayor precision la patogenia, fenotipo y
conducta biologica de esta enfermedad para disefiar estrategias preventivas

y terapéuticas nuevas y eficaces.
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3. ANTECEDENTES

3.1. Carcinogénesis

Hunter y Nurse "8 definen a la carcinogénesis como el proceso biolégico de
transformacién de células normales a neoplasicas, ocasionado por: sefiales
quimicas, fisicas y bioloégicas en una o varias fases del ciclo celular
provocando modificaciones moleculares y estructurales que alteran el

proceso vital de la célula.

Un agente carcinégeno, o cancerigeno, tanto fisico, como quimico o
biolégico, es aquél que puede actuar sobre los tejidos vivos de tal forma que
produce céancer. Generalmente, este término se refiere a aquellos agentes
que han sido producidos por el hombre, pero puede usarse para toda

sustancia que tiende a causar cancer.

Tabla 1.Carcinogenos humanos conocidos y sospechosos por 6rgano.

drgano Carcin6geno conocido carcinégeno sospechoso
Arsénico
Asbesto
benzo (a)pireno Acrilonitrilo
Eter bis (clorometilico) Berilio
Cromo Cadmio
Pulmén Subsulfuro de niquel

1,2-dibromo-3-cloropropano

Cromatop de zinc . . .
Hidrocarburos aromaticos polinucleares

PHA
Consumo de tabaco ( )
Gas mostaza
Uranio
Rifién Emisiones de horno de coque tetracloroetileno

Cromato de zinc
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http://www.monografias.com/trabajos36/signos-simbolos/signos-simbolos.shtml
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer

Vejiga Bencidina Tetracloroetileno
Ciclofosfamida
4-aminodifenilo
Consumo de tabaco
Clorafazina
Estomago | Cromato de zinc Oxido de etileno
Arsénico PHA
Piel benzo(a)pireno Tetracloroetileno
exposicion excesiva al sol
Cloruro de vinilo
Higado Aflatoxina
Bebidas alchoolicas
Bebidas alcoholicas
Boca, Consumo de tabaco
faringe,
laringe, Tabaco de mascar (boca solamente)
esofago. i
Gas mostaza (laringe)
Prostata Cadmio

Fuente: Lybarger JA, Spengler RF, DeRosa Ct, editores. Priority health conditions: An integrated strategy to

evaluate the relathionsship between illness and exposure to hazardous substances. Atlanta: Agencia para

sustancias Toxicas y el registro de enfermedades; 1993. P. 61.




Los carcindgenos tienen la capacidad de inducir mutaciones en al
ADN. Cuando este dafio ocurre en genes particulares como lo son los
protooncogenes, genes supresores de tumores, genes reguladores del
ciclo celular, apoptosis, invasion y/o angiogénesis, se puede producir

una neoplasia.

3.1.1 Proto-oncogenes y Oncogenes

Los Oncogenes son genes derivados de la alteracion de los proto-oncogenes
celulares, que codifican las proteinas que median el crecimiento celular y/o
las sefiales de la supervivencia de la célula. Cuando el proto-oncogene se
altera 0 muta puede activarse para convertirse en un oncogene, promoviendo
la proliferacion incontrolada de célula, llevando a la formacién de un tumor.
Algunos de los mecanismos comunes de la activacion del oncogen incluyen
la mutacion, el desplazamiento cromosémico, la amplificacion del gene, y la
insercion retroviral. Los Oncogenes se categorizan ampliamente en grupos
funcionales como sigue: X

(i) Receptores de los factores de crecimiento o del factor de crecimiento

(hst-1, int-2, EGFR/erbB, c-erbB-2/Her-2, SIS);

(i) Transductores intracelulares de la sefial (ras, RAF, stat-3);

(i) Factores de la transcripcion (myc, fos, junio, c-myc);

(iv)Reguladores del ciclo celular (cyclin D1); y

(v) Genes implicados en la inhibicién del apoptosis (bcl-2, bax).
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La neoplasia también puede producirse cuando se reprimen los genes
supresores (antioncogenes), que actuan normalmente reprimiendo Yy
controlando la activacion innecesaria del ciclo celular. Los genes supresores
responsables mas destacados son los p53 y RB.:

Durante la carcinogénesis oral, la sefializacion del crecimiento puede ser
alterada con aumentos en el nivel de receptores del factor de crecimiento y/o
de sus ligandos para promover el estimulo autocrino sin los factores
exdgenos. “La expresion creciente del receptor epidérmico del factor de
crecimiento (EGFR) y/o de su ligando alfa del factor de transformaciéon (TGF)
puede desempenfar un papel critico en el desarrollo y la progresion orales del
tumor.™

3.2. Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son sustancias de naturaleza polipeptidica,
solubles y disolubles, que regulan el crecimiento, diferenciacion y fenotipo de
numerosos tipos de células.

Los factores de crecimiento estimulan la proliferacion de las células normales
e intervienen en la tumorogénesis cuando presentan mutaciones. La
proliferacion celular puede seguir los siguientes pasos:

Union de un factor de crecimiento a su receptor especifico existente en la
membrana celular.

Activacion del receptor del factor de crecimiento que, a su vez, activa a varias
proteinas transductoras de sefiales existentes en la capa interna de la
membrana plasmatica.

Transmisién por el citosol de la sefial transducida hasta que llega al nucleo.
Induccién y activacion de los factores reguladores de ndcleos que inician la

transcripcion del ADN.
Paso de la célula al ciclo celular, por el que progresa hasta que se produce

su division®
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Los receptores de crecimiento son proteinas transmembrana que sufren una
activacion transitoria cuando el receptor capta a su factor de crecimiento
especifico, a lo que sigue rapidamente la mitosis. Las versiones oncogénicas
de estos receptores sufren activaciones persistentes sin necesidad de unirse
al factor de crecimiento correspondiente. De esta forma, el receptor mutante

libera hacia la célula continuas sefiales que estimulan la mitosis®.

Recientemente, se ha intensificado el interés de los investigadores en la
expresion de receptores de factores de crecimiento codificados por proto-
oncogenes c-erb B en el desarrollo de cancer oral. Uno de estos receptores
es el receptor para el Factor de Crecimiento Epidérmico, que se une a erbB-
1, mientras que el factor de diferenciacion neural (NDF) es el ligando
preferente para erbB-3 y erbB-4. Estos receptores estan involucrados en la
proliferacion y diferenciacion celular, y su activacion aberrante o su sobre-
expresion puede contribuir al desarrollo y progresion tumoral 2.

EGFR es una glicoproteina transmembrana de 170 kD cuyo gen esta
localizado en el brazo corto del cromosoma humano 7p12*® .Tiene diferentes
ligandos extracelulares entre los que se encuentra TGF- EGF. Una vez
activado produce la fosforilacion de numerosos efectores involucrados en las
vias del PI3K/Akt (11), PLC-y y ras/raf-1. La activacion de estas cascadas
produce a su vez la transcripcién de genes responsables de la coordinacion,

diferenciacion, desarrollo, crecimiento y maduracién celular.® **

EGRFR es un receptor transmembrana miembro de la familia de
tirosin—kinasas (TK). Al igual que otros receptores Tk, traduce sefales tanto
del exterior como del interior de la célula y juega un papel importante en
numerosos procesos que afectan a la evolucion tumoral, crecimiento,
progresion, diferenciacion, inhibicion de apoptosis y desarrollo de

metastasis.*
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3.3 Carcinogénesis oral y Cancer Oral de Células Escamosas
3.3.1 Definicién

Neoplasia significa “nuevo crecimiento”, en salud este término se aplica para
designar a una masa anormal de tejido cuyo crecimiento excede el de los
tejidos normales y que no es coordinado por estos mismos; en este sentido,
tumor se entiende como uno de los signos de la inflamacion; una neoplasia
puede causar una tumefaccién sin embargo es importante recalcar que no
todos los tumores son causados por neoplasias y que no todas las
neoplasias puede causar tumores. Cancer es la manera comun de nombrar
a los tumores malignos. De modo que el cancer es un conjunto de
enfermedades en las cuales el organismo produce un exceso de células
malignas con crecimiento y divisibn mas alla de los limites normales, invasion

de tejido circundante y a veces metastasis.’

El carcinoma de oral de células escamosas (COCE), denominado a veces
carcinoma de células planas o carcinoma epidermoide, se define como una
neoplasia maligna derivada del epitelio plano con diferentes grados de
diferenciacion, metastasis temprana a ganglios linfaticos regionales. El
COCE suele ser la etapa final de la alteracion del epitelio plano estratificado,
iniciandose como una displasia epitelial, evolucionando hasta que las células
epiteliales displasicas rompen la membrana basal e invaden el tejido

conjuntivo. *3

El COCE se produce cuando un nimero suficiente de alteraciones genéticas,
entre otras, alteran de forma irreversible la regulacién normal de la divisién

celular y la apoptosis. =
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La alteracion genética mas comun del COCE es la pérdida de region
cromosomica 9p21, esta region del cromosoma conocida como el lugar
geomeétrico de CDKN2A, codifica los supresores del tumor p16 y p14ARF; la
pérdida de la region del cromosoma 3p es otra alteracion genética temprana
del campo comun en la carcinogénesis oral. La region del cromosoma 3p
incluye FHIT (gene fragil de la triada de la histadina) y RSSFIA, los genes de
supresores del tumor. La pérdida del heterocigoto (LOH) de la region 17p del
cromosoma Yy la mutacién del gene p53 son otras alteraciones genéticas que
ocurren en el estado avanzado de progresién de displasia al carcinoma
escamoso invasor. Las alteraciones de p53, incluyendo la mutacion o la
supresion, se asocian a inestabilidad gendémica creciente en displasia oral y
pueden acelerar el indice de alteraciones genéticas en carcinogénesis oral.
Generalmente la pérdida de material cromosémico en 9p, 3p, y 17p se
observa en las partes relativamente elevadas de lesiones displasicas,
indicando que esos acontecimientos son marcadores tempranos de la
carcinogénesis oral, mientras que las pérdidas en 13q y 8p se observan mas
con frecuencia en carcinomas que en displasia y se asocian al estado

avanzado de carcinogénesis.®

3.3.2 Caracteristicas Generales

El COCE es la neoplasia maligna mas frecuente de la cavidad oral,
representando alrededor del 90% del total de canceres orales. Aunque se
presenta en diversas localizaciones orales, es mas frecuentemente en el
labio inferior, en los bordes laterales de la lengua y en el piso de la boca. La
incidencia del COCE aumenta con la edad; la mayoria de los casos se
presenta después de los 40 afios.’*EI COCE es maés frecuente en hombres

gue en mujeres en proporcion de 2:1.
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3.3.3 Caracteristicas clinicas.

En la piel expuesta al sol el COCE aparece como una placa de color rojo
pardo y contornos netos con bordes muy poco elevados. En la piel adyacente
casi siempre hay signos de dafio actinico. La lesion invasora temprana es un
nodulo actinico, indoloro, consistente y rojo con escamas queratoticas. La
lesion profundamente invasora suele presentarse en forma de ulcera
superficial con bordes anchos, elevados y duros; en la base del tumor puede
palparse la infiltracion que se propaga .Las dimensiones de las lesiones

varian de varios milimetros a varios centimetros. %2

En la piel no expuesta, el carcinoma epidermoide invasor puede presentarse
en forma de placas de color rojo y que exudan. Las lesiones profundamente
invasoras son ulceradas. El COCE en las superficies paramucosas y mucosa

a menudo guarda relacién con &reas de leucoplasia. °*?

El COCE aparece en bordes derecho o izquierdo del bermellén de los labios
y rara vez en la linea media. En casi todos los casos las lesiones van
precedidas por periodos prolongados de queilitis actinica, seguidos por un
intervalo de ulceracién y formacién de costras recidivantes. Finalmente la
ulcera ya no cicatriza y desarrolla un borde sobreelevado, rodeado de tejido

inmaduro.

Las lesiones tempranas de la superficie lateral de la lengua suelen estar
localizadas en los tercios medio y posterior. Comunmente las lesiones
aparecen al principio como aéreas de leucoplasia que ulceran pronto y
desarrollan bordes elevados. Otras lesiones pueden empezar como zonas
localizadas de eritema o nodulares. Las lesiones avanzadas se ulceran
finalmente y producen una induracion extensa del tejido circundante,

llevando frecuentemente a inmovilidad de la lengua y alteracién del habla. =
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El aspecto clinico de las lesiones tempranas o iniciales del suelo de la boca
empiezan por lo general como un area de eritroplasia o eritroplasia moteada,
que evoluciona gradualmente a una ulceracion central de forma irregular.
Cuando las lesiones avanzan, el area se convierte en nodular e indurada e
invade los tejidos mas profundos. En las lesione avanzadas, son frecuentes

la fijacién de la lengua y la extensién sobre la encia. *3

Habitualmente, en el paladar duro, las lesiones son eritroplasicas o incluyen
una mezcla de zonas con aspecto de placas de color rojo y blanco. La

invasion suele producirse antes de ser visible la ulceracion de su superficie.
13

3.3.4 Caracteristicas histolégicas.

Es comun a todas las lesiones la presencia de invasion hacia el tejido
conjuntivo subyacente y la posibilidad de que las células malignas erosionen
los vasos linfaticos y sanguineos, haciendo posible su metéastasis.™

Aunque todos los carcinomas tienen alguna capacidad de metastéatizar, hay
una gran diversidad en el potencial metastéasico de los diversos carcinomas
de células escamosas. Este potencial esta relacionado en cierta medida con
la variedad histolégica que se encuentra en el carcinoma. La variedad
histologica se relaciona con la magnitud (grado) de la diferenciacion que
presentan las células tumorales y la similitud entre la arquitectura del tejido y

el epitelio plano estratificado normal. *

Histologicamente: segun Pindborg y otros; los carcinomas de células
escamosas son microscopicamente clasificados sobre la base de un
método que tiene en cuenta una evaluacion subjetiva del grado de
gueratinizacion, pleomorfismo celular y nuclear asi como actividad mitética.
Los grados de diferenciacion van de grado 1 que son bien diferenciados,
grado 2 moderadamente diferenciados y pobremente diferenciados que
corresponden al grado 3. %2
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e Grado 1: Presencia de puentes intercelulares menos de 2 mitosis por
campo histolégico, observandose a mayor aumento, rara presencia de
mitosis atipicas y escasas células gigantes multinucleadas,

pleomorfismo celular y nuclear muy reducido.

e Grado 2: Presencia de puentes intercelulares de; 2-4 mitosis por
campo histolégico con algunas mitosis atipicas, moderado
pleomorfismo celular y nuclear con escasas células gigantes

multinucleadas.

e Grado 3: Ausencia de puentes intercelulares mas de 4 mitosis
atipicas, pleomorfismo celular y nuclear pronunciado, frecuentes

mitosis atipicas, y frecuentes células gigantes multinucleadas.

Los COCE del labio inferior tienden a ser bien diferenciadas; los que se
presentan en los bordes laterales de la lengua suelen ser moderadamente
diferenciados y los que afectan a la regién amigdalina tienden a ser poco
diferenciados. Sin embargo sobre esta caracteristica influyen diversos
factores, como las estructuras anatOmicas, los factores ambientales y la
susceptibilidad genética todas estas variables aunadas a vy las vias de
drenaje linfatico, el grado de diferenciacion parece ser muy importante en la
determinaciéon de su velocidad de crecimiento y, en ultimo término, de su

tendencia a metastatizar. *

El COCE se observa cuando queratinocitos atipicos atraviesan la membrana
basal y proliferan descendiendo a la dermis. Las células tumorales pueden
presentar variacion de dimensiones y forma, acantolisis, multinucleacién,
hipercromasia nuclear, disqueratosis, imagenes mitéticas atipicas, Yy
formacion de perlas corneas (capas concéntricas de células escamosas con
aumento de la queratinizacion central). Variantes histolégicas poco

frecuentes incluyen tipos seudoglandular y de células fusiformes.®
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3.3.5 Factores de Riesgo

Una serie de factores parecen implicados en el desarrollo del COCE como el
consumo de tabaco y alcohol, virus, radiacion, inmunosupresion, diferencias

nutricionales, irritacion crénica.*®

La exposicion crénica a los agentes carcin6genos puede dafar genes en
forma individual asi como porciones mas grandes de material genético,
incluyendo los cromosomas. La acumulacién de tales alteraciones genéticas
puede llevar al desarrollo de lesiones premalignas y del carcinoma invasor
subsecuente. Estas alteraciones genéticas incluyen mutaciones o la
amplificacion que activan a los oncogenes que promueven supervivencia y la

proliferacién de la célula. **

3.3.6 Tabaco y DMBA

El cigarrillo es, muy probablemente, la fuente mas importante de compuestos
quimicos téxicos causante de enfermedades humanas ?°. Segin datos de la
OMS, el cigarrillo es causante de por lo menos cuatro millones de muertes
cada afio, esta cifra podria duplicarse para el afio 2020 ?°. En el afio 2000 se
calculaba que anualmente en el mundo se consumian unos 5.7 billones de

cigarrillos, en América 845337 millones de cigarrillos #’.

Se ha descrito que el consumo habitual de tabaco en sus diversas formas,
principalmente cigarrillos, puros, tabaco en pipa, es el factor mas importante
asociado con la transformacién de las células epiteliales normales de la
mucosa en carcinoma epidermoide. Los datos de investigacion sefialan que
8 de cada 10 pacientes con cancer oral habian sido grandes fumadores

durante mucho tiempo.™
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El tabaco contiene cerca de 4000 particulas, tras su combustion se detectan

6000 de las cuales 65 son posibles cancerigenos ya comprobados. *°

El humo del cigarrillo contiene cantidades importantes de cancerigenos
agentes conocidos, de posibles cancerigenos y de probables carcinbgenos

humanos.?°

Entre los principales carcind6genos se cuentan los hidrocarburos policiclicos
aromaticos como el benzo (a) pireno (BaP) y el antraceno de 7.12
dimetilbenceno (a) (DMBA); nistrosaminas (aminas aromaticas), aldehidos y
componentes inorganicos como el niquel, plomo y polonio?. Los
hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA) se forma tras la combustion
incompleta de materia organica. Los HPA causan cancer de pulmodn, traquea,
cavidad bucal, laringe y tracto digestivo cuando son administrados a

animales de laboratorio??.

El benzo (a) pireno (BaP) y el antraceno de 7.12 dimetilbenceno (a) (DMBA)
son hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) encontradas en la fraccion
del alquitran del humo del cigarrillo, tan bien como en gases del extractor y

del horno de coche.

Estos compuestos causan apoptosis celular y dafios en el ADN celular. En
principio los mecanismos reparadores logran recuperar la informacién
genética dafada, sin embargo, la exposicion crénica a los carcindbgenos
causa mutaciones en genes de control de la division, proliferacion y

crecimiento celulares.
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El COCE es el mas comun de los carcinomas de cabeza y cuello. Se ha
descrito que el consumo habitual del tabaco en sus diversas formas cigarro,
puro, 0 tabaco en pipa es el factor mas importante asociado con el COCE. El
tabaco es la primera y mas importante causa de cancer, se estima que 85-
90% de los casos de cancer de vias digestivas superiores son explicadas por
la exposicién a tabaco y el riesgo es proporcional a la intensidad de la
exposicion. Entre los principales carcinbgenos presentes en el tabaco se
cuentan los hidrocarburos policiclicos aroméaticos como el antraceno de 7.12
dimetilbenceno (a) (DMBA), este compuesto causan apoptosis celular y
dafios en el ADN celular. erbB1 es un protooncogen cuya sobreexpresion
puede contribuir al desarrollo y progresion tumoral por la accién del
cancerigeno DMBA esta alteracion representa el factor mas importante
asociado con la transformacion de las células epiteliales normales de la

mucosa en carcinoma epidermoide.

Considerando la importancia de lo antes dicho aun asi no se ha determinado
la relacién entre la exposicién a carcindgenos de tabaco como DMBA con la
expresion de erbB1 en COCE.
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5 JUSTIFICACION

En los dltimos tiempos ha existido un interés especial en erbB1 no sélo por
su posible valor pronéstico sino también porque es diana de algunos agentes
terapéuticos cuya eficacia ha sido demostrada en determinados tipos de
cancer. Dichos farmacos pueden ser de diferentes familias: ligandos-toxina
conjugadas, anticuerpos monoclonales anti-EGFR, inhibidores especificos de
TKs o inhibidores del propio RNAm “°. Entre los méas conocidos esta el
Cetuximab® (anticuerpo anti-EGFR) que ha mostrado in vitro inhibir el
crecimiento de Carcinoma Células Escamosas de Cabeza y Cuello ** y ha
dado buenos resultados en los ensayos clinicos realizados con pacientes con
Carcinoma Células Escamosas de Cabeza Cuello en estado avanzado®.
Otros ejemplos de anticuerpos que se estan empleando son EMD 72000,
hR3 o ABX-EGF. Entre los inhibidores especificos se encuentra el Iressa®
qgue inhibe especificamente la fosforilacion del dominio catalitico del receptor.
La ventaja de este farmaco es su posibilidad de administracion oral y existen
numerosos ensayos clinicos al respecto®. Otros ejemplos de farmacos
inhibidores de EGFR son SU5416, PKI166, OSI-744 Tarceva® o CI-1033."

El determinar cual seria el patréon de expresion de erbBlen neoplasias
COCEs inducidos por DMBA permitira determinar y postular medidas

estratégicas para un tratamiento futuro.
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6 HIPOTESIS EXPERIMENTAL

La exposicion a DMBA en la mucosa oral del hamster promovera el
desarrollo tumoral, el cual presentara alteraciones respecto a la expresion
erbB1.

7 OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la inmunoexpresion de erbB-1 en carcinogénesis quimica oral

inducida por DMBA en modelos hamster sirio dorado.
Obijetivos especificos:
» Determinar el efecto del DMBA sobre el crecimiento tumoral clinico.

» Determinar los cambios histolégicos inducidos por el DMBA en

animales expuestos.

» Determinar el indice de la expresion semicuantitativo y digital asistida

de erbB1 en ambos grupos.
8 VARIABLES
Variable dependiente
e Expresion de erbB1
Variables independientes
e DMBA
e Tamafo tumoral

e Grado histolégico

|



9 METODOLOGIA

Animales

Veinte hamsteres sirios dorado de 5 semanas de edad con un peso promedio
de 114g + 15 fueron divididos aleatoriamente en dos grupos equitativos,
grupo A experimental y grupo B control. Después de tres semanas de
aclimatacién los animales fueron expuestos a los componentes control y
experimental, el carrillo derecho de cada animal del grupo experimental A
fueron tratados con DMBA al 0.5% en aceite mineral. DMBA era aplicado
(lunes, miércoles y viernes) con un pincel numero 4 de pelo organico en el
carrillo derecho durante 14 semanas. Los animales del grupo B fueron
tratados con aceite mineral por aplicacion tépica en el carrillo derecho

durante 14 semanas.

Al término de las 14 semanas los animales fueron sacrificados en la camara

de gas a través de una sobredosis de cloroformo.

Muestras estudiadas

Se realizo la diseccion de la bolsa de alimento para determinar el nimero y
volumen tumoral.

Las muestras de tejido se fijaron en solucion de paraformaldehido al 4% y
para su posterior inclusion en parafina. Se realizaron cortes de 4 micras a
partir de los bloques y se montaron en portaobjetos previamente tratados con
3-aminopropiltriethoxysilano. Se realizo la tincibn con hematoxilina y eosina

para su analisis histoldgico.

Los cortes histolégicos tefiidos con hematoxilina y eosina fueron clasificados

como normales, hiperplasicos, displasicos y carcinoma. A su vez, las
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tinciones clasificadas como displasicos eran subdivididas en displasia leve,
moderada y severa; para las tinciones clasificadas como carcinoma se
subclasificaron en carcinoma bien diferenciado, moderadamente diferenciado

y pobremente diferenciado.

Andlisis inmunohistoquimico
Se realizo el desparafinado y rehidratacion de las muestras a través de

inmersiones en xilol-alcohol a diferentes concentraciones.

Posteriormente se realizo el lavado con PBS (solucién buffer de fosfatos) 1x
durante 15 para después realizar la recuperacion antigénica por medio del
buffer de citratos al 0.01M, se lavo con PBS, se inhibi6 la peroxidasa
enddgena con peroxido de hidrogeno al 5%, se lava con PBS, se bloqueo
sitios inespecificos a través de la incubacion a temperatura ambiente con
albumina al 2%, se lavo con PBS, se realizo la inmersién en triton x 100 al
0.2%, se lavo con PBS para la incubacién con el Ag primario (EGFR 1005

SC-03 rabbit policlonal) a 4°C durante toda la noche.

Se realizo lavado con PBS posteriormente se incubo 30 con el Ag secundario
y 30°con el complejo streptovidina peroxidasa para posteriormente revelar
con DAB (diaminobenzidina) y contrateilir con hematoxilina de Harris para

montar el cubreobjetos con resina hidrofobica.

Cuantificacion Inmunohistoquimica

Las diapositivas eran analizadas usando un microscopio Optico Olympus
xb40®. Para cada caso, la cuantificacién de immunotincion fue hecha por 2
diversos métodos: digital semicuantitativo y de ayuda de computadora

analisis de imagen.




De cada muestra se tomaron fotomicrografias de los pixeles 640x480 fueron
obtenidos de campos consecutivos en el objetivo 40x de 200 x200um, con
camaras digitales de Olympus C 3040®, ajustadas a estos parametros. Las
imagenes obtenidas eran analizadas por el sistema de proceso y andlisis de
proyeccion de imagen, ImageLab® (MCM Desing 2.2.4), ajustado a la escala

micrométrica (um).

Tres parametros fueron obtenidos con el programa ImagelLab®: (1)
porcentaje de células marcadas; (2) intensidad immunotincién digital, y (3)

indice digital de la expresion.
El porcentaje de las células marcadas (PCM) del tumor de origen epitelial,

para cada caso, fueron contadas por el ImageLab® mientras que el

observador las clasific6 como células positivas o negativas.

PCM = niimero de células etiquetadas x 100 = %

Total de células contadas

ImageLab® fue utilizado para cuantificar la intensidad del color. Para cada
caso, las fotomicrografias usadas para determinar el PMC eran
consideradas. El promedio de la densidad optica de estas areas era
calculada automaticamente y representa el promedio de color rojo, verde, y
azul (RGB) por el area del citoplasma analizada, expresado en unidades
Opticas por el micrometro ajustado (ou/pm2). El mismo procedimiento fue
aplicado para obtener la densidad 6ptica del fondo (DOF) de un area sin el
tejido o espacio vascular para cada fotomicrografia. El color blanco absoluto
que corresponde al maximo la densidad 6ptica (3207 ou/um2) es compuesto
por la totalidad de rojo, de verde, y el azul; y el negro es la ausencia de estos
colores. Por lo tanto, los valores de densidad o6ptica calculados por el
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programa compone una escala en la cual los valores elevados corresponden
a los colores que estan claros. Para determinar la intensidad de

inmunoexpresion digital (DOF) se uso la siguiente formula:

llgig = 320.7 — 320.7x3DO = Lou/um*
> DOF

El indice digital de la expresion (IEdig) fue obtenido por la multiplicacion del

PCM por la lldig para cada caso.

IE 4ig= PCM X Il 4g= L ou/um*
100

Analisis semicuantitativo

La fraccion del area de células marcadas era resuelta segin la ecuacion
siguiente:

ALC = total de células marcadas contadas x 100 = %

500

Los valores del area de las células marcadas (ALM) fueron categorizados en

4 categorias como sigue:
0: ausencia de células etiquetadas del tumor
1: del 0% al 10% de células etiquetadas del tumor
2: a partir del 11% al 50% y

3: mas del 50% de las células etiquetadas del tumor.



La cuantificacion de 0 a 3 fue atribuida a la intensidad immunotincion (llsg)

como sigue:
0. Ninguna coloracion
1. Débil
2. Suave
3. Fuerte

Finalmente, el indice de expresion semicuantitativo (IEsg) fue determinado
multiplicando el ACM y el llsg para categorizar de la siguiente forma: ninguna
coloracion, débil (1, 2, o 3 puntos), suave (4, 5, 6 puntos) y fuerte (7, 8 0 9

puntos).
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10 RESULTADOS

La poblacion al final del experimento fue de 10 hamsteres para el grupo
control y 8 para el grupo experimental debido a que 2 animales murieron por

causas ajenas al experimento (disputa territorial).

El peso de los animales del grupo control al inicio del experimento fue de
88.43+2.419g y del experimental de 86.23+1.29 g; al final de las 14 semanas
el grupo control peso 104.21+8.57 g y el experimental 93.03+9.46 g.

Inicio Control (g) Experimental (g)

Hembras 90.14 9.34 87.15 4.14
Machos 86.72 2.21 85.32 1.71
Promedio (DE) 88.43 2.41 86.235 1.29

Hembras 110.27 3.12 99.72 5.24
Machos 98.15 7.19 86.34 7.92
Promedio (DE) 104.21 8.57 93.03 9.46

Los animales tratados con DMBA pesaron un promedio de 2-4% menos que
los tratados con aceite mineral esto puede ser debido a la tension metabolica
causada por la inflamacién o la irritacion en la bolsa de mejilla. El peso

corporal de los animales fue registrado una vez por semana.

Las caracteristicas clinicas de la mucosa del grupo control no mostrd datos
significativos, la textura, hidratacion y coloracion fueron semejantes a la
mucosa contralateral; no asi la mucosa experimental que presento zonas

leucoeritroplasicas e inflamacién con numero variable de tumores.




El nimero total de tumores orales en las bolsas bucales experimentales fue
contado; asi como el diametro de cada tumor fue medido por medio de un
calibrador o vernier. El volumen del tumor era calculado por la férmula v = 4/3
mr® (donde r es el valor medio de las tres medidas del diametro en
milimetros).

El promedio de los tumores encontrados fue de 3.28 y el volumen tumoral fue
de 299 mm?®.

Tabla 2. Volumen tumoral promedio.

Promedio Volumen Tumoral (mm)
Tumores

3
A (DMBA) 3.28 e

Andlisis histoldgico.

Al realizar el analisis histol6gico el grupo control presento epitelio plano
estratificado de 2-4 capas de grosor con un empalizado de células basales
cubicas y cambio a células planas con presencia de ortoqueratina. El tejido
conjuntivo fue de naturaleza fibrosa densa con presencia de vasos

sanguineos.
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Imagen 1. Mucosa sana 10x.

Imagen 2. Mucosa sana 40x. Se observa epitelio
estratificado ortoqueratinizado con tejido conjuntivo
fibroso.

En el grupo experimental se desarrollaron 4 muestras con tejido displasico

severo asi como 4 carcinomas bien diferenciados.

Imagen 3. Displasia severa 10x

Imagen 4. Displasia severa 40 x. se observan células con
pleomorfismo celular y nuclear, perdida de la arquitectura
epitelial, sin presencia de células invasoras a tejido
conjuntivo.

E




Imagen 5. Carcinoma bien diferenciado 10x Imagen 6 Carcinoma bien diferenciado 40x

En las muestras con displasia epitelial severa se observo mitosis
incrementadas, alteraciones en la relacion nudcleo citoplasma,
hipercromatismo, nucleos grandes y prominentes, atipia celular e hiperplasia
basilar, pérdida de la polaridad de las células basales y pérdida o reduccion
de la adherencia de las células epiteliales.

Las muestras clasificadas como carcinoma bien diferenciado se
caracterizaron por la invasion al tejido conjuntivo subyacente, presentar
gueratinizacion, perdida de la capa basal, estratificacion celular epitelial
irregular, bajo nimero de mitosis (1-2 por campo) y presencia de mitosis
anormales, pleomorfismo celular, hipercromatismo nuclear, alteracion de la

relacion nucleo citoplasma y nucleos aumentados de volumen.

E



Inmunohistoquimica.

El analisis inmunohistoquimico de la mucosa del grupo control presento un
nivel semicuantitativo optico elevado equivalente a 9 asociado a todos los
estratos del epitelio y un indice digital de la expresion (IE dig) de 101.26

uo/pmq.

En el grupo experimental los epitelios que presentaron displasias severas
presentaron una expresion semicuantitativa de 6 equivalente a fuerte y un IE
dig de 49.42 ou/pm?.

Los cuatro carcinomas bien diferenciados presentaron una expresion

semicuantitativa de 6 equivalente a fuerte y un IE dig de 91.03 uo/pm?.

Tabla 3.Expresion de ErbB

Normal (10) Edig=101.26+/-24.15 ou/pm2
ISC=9

Displasia severa (4) E dig=49.42 +/-18.11 ou/um2
Isc=6

Carcinoma bien diferenciado (4) Edig=91.03 +/-39.14 ou/pm2
Isc= 6

E



MUCOSA SANA 10X MUCOSA SANA 40X

DISPLASIA 10X

DISPLSIA 40X

CARCINOMA BIEN DIFERENCIADO 10X CARCINOMA BIEN DIFERENCIADO 40X

E



11 DISCUSION

La carcinogénesis es el mecanismo a través del cual se desarrolla una
neoplasia maligna. La génesis y el desarrollo tumoral son el resultado de
numerosas alteraciones moleculares que se producen en nuestro ADN,
principalmente por la activacion de los oncogenes y/o la supresion de genes
supresores de tumores. Los cambios en la secuencia de estos genes puede
promover el desarrollo de tumores. 3

Muchos PAHs son considerados como carcindégenos, pues son capaces de
producir tumores en diferentes tejidos, incluido el tejido epitelial. Otros
efectos biolégicos sobre diferentes organismos pueden incluir efectos
adversos en la reproduccion y el desarrollo del sistema inmunolégico. Varios
HAPs, entre los que se incluyen dimeteilbenzo[alantraceno, han sido
utilizados como herramientas experimentales para causar tumores en los
animales de laboratorio que han respirado estas sustancias en el aire, que
las han consumido o que han entrado en contacto directo con las mismas a
través de la piel o mucosas durante largos periodos de tiempo. Esto es
debido a que estudios realizados en los seres humanos demuestran que las
personas expuestas a través de la respiracion o el contacto de la piel durante
largos periodos de tiempo con mezclas que contienen HAPs y otros
compuestos también pueden desarrollar neoplasias.®’ Los animales hembras
gue se alimentaron con altos niveles de benzo[a]pireno durante el embarazo
tuvieron problemas reproductivos, asi como los tuvieron sus crias. Las crias
de las ratonas embarazadas que se alimentaron con benzo[a]pireno también
mostraron otros efectos dafinos, como defectos congénitos y disminucion del
peso corporal. En los seres humanos se podrian presentar efectos similares,
pero no disponemos de informacién para demostrar que estos efectos
ocurren. Los estudios realizados en animales han demostrado que los HAPs
pueden causar efectos dafiinos en la piel, los fluidos corporales y el sistema
que utiliza el cuerpo para combatir las enfermedades después de
exposiciones tanto a corto como a largo plazo. Estos efectos no se han

",

observado en los seres humanos. *’




Al final de las 14 semanas el grupo control pesaron 104.21+8.57 g y el
experimental 93.03+9.46 g. Los animales tratados con DMBA pesaron un
promedio de 2-4% menos que los tratados con aceite mineral esto puede ser
debido a la tension metabdlica causada por la inflamacién o la irritacion en la

30 31

bolsa de mejilla como lo explican Zheng Sun y Ning Li en sus

respectivos articulos.

El humo del cigarrillo ha sido probado para la carcinogenicidad en animales
ya sea por la inhalacién y por el uso tépico del condensado entre otras
maneras. La exposicion de hamsteres y de ratas al humo entero da lugar a la
induccion de los tumores malignos del tracto respiratorio. El condensado del
humo del cigarrillo induce canceres de piel en ratones y conejos después de
su aplicacion en la piel, y canceres de pulmén en ratas después de la
inyeccion intrapulmonar. EI humo del cigarrillo contiene muchos productos
quimicos sabidos para producir el cAncer en animales y/o seres humanos. Se
sabe que aproximadamente 4000 quimicos diferentes se encuentran en el

tabaco y que 40-100ng de DMBA por cigarrillo son liberados en el humo.*?

La génesis y el desarrollo tumoral son el resultado de numerosas
alteraciones moleculares que se producen en nuestro ADN y en donde estan
implicados los oncogenes, que a través de variaciones en su secuencia de

nucleétidos adquieren capacidades generadoras de tumores. **

La carcinogénesis puede comenzar por la iniciacién o activacion cuando el
ADN de la célula o de una poblacion de células se dafia por la exposicion a
factores carcinogénicos, tanto enddogenos como exogenos; la sensibilidad de
las células mutadas respecto a su microambiente puede alterarse e iniciarse

un crecimiento mas rapido que en las células no alteradas.**
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La promocion tumoral se caracteriza por una expansion clonal selectiva de
las células iniciantes, como resultado de la expresién alterada de los genes.?*
La células que progresan entran en una etapa de transformacion donde otras
mutaciones serdn acumuladas, ya sea para promover estados de

hiperproliferacion, inflamacion y remodelacion tisular.®*

La progresion del tumor se producira cuando coincidan los factores
implicados en la iniciacion y promocion del mismo. Parece ser que el cancer
se desarrolla de forma gradual, a partir de células ligeramente aberrantes, y
se caracteriza por una acumulacion de alteraciones en los genes encargados
de la regulacion de la homeostasis celular, como los oncogenes, genes
supresores de tumores y los genes reparadores de ADN.** Sin embargo en
muchas de las ocasiones la deteccién de una neoplasia se realiza cuando ya

existe una presencia tumoral.

Debido a su accesibilidad y facil manejo, la bolsa bucal del hamster es un
modelo excelente para la induccion del carcinoma de células escamosas a
través de agentes carcindégenos quimicos. El uso del 7,12 dimetilbenceno (a)
antraceno (DMBA) a la bolsa de mejilla del hamster sirio es capaz de
producir el COCE que es histolégicamente similar al COCE oral humano y

emular la exposicién a quimicos derivados del tabaco.>

En nuestro estudio el nimero promedio de tumores encontrados fue de 3.28
y el volumen tumoral fue de 299 mm?®. Esto confirma el potencial neoplasico

de los hidrocarburos aromaticos policiclicos, como el DMBA.

Al realizar el analisis histoldgico, en el grupo experimental el resultado fue de
4 muestras con tejido displasico severo asi como 4 carcinomas bien

diferenciados.
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Aproximadamente un 50% de los carcinomas epidermoides se desarrollan
sobre un epitelio previamente alterado. Entendemos por lesion precancerosa
un tejido morfolégicamente alterado en el cual la aparicion de cancer es mas
probable que en su homdlogo normal. De acuerdo a su clasificacion clinica
las lesiones precancerosas pueden ser leucoplasia, eritroplasia, quelitis
actinica y palatitis nicotinica; por su clasificacion histolégica pueden ser
displasia epitelial leve, displasia epitelial moderada y displasia epitelial
severa. Una condicion precancerosa es un estado sistémico generalizado
que predispone a un riesgo mayor de padecer cancer. Estas condiciones
precancerosas pueden ser: liguen plano, disfagia sideropenica, fibrosis oral
submucosa, sifilis, lupus eritematoso discoide, xeroderma pigmentoso,

inmunosupresién, epidermélisis bullosa y disqueratosis congénita.®

El potencial de malignizacion de estos estados llamados "potencialmente
cancerosos”, ya que la progresion hacia la malignidad no parece ser
inevitable, viene determinado por la presencia de displasia epitelial,
entendiéndose por esta la combinacién variable de una serie de fenbmenos
microscopicos indicativos de un desorden de la maduracién epitelial y una
alteracion de la proliferacion celular. Los rasgos que identifican una displasia
epitelial se clasifican en alteraciones arquitectonicas y alteraciones

celulares.® 3¢

Ante estimulos como el tabaco o el alcohol se puede inducir el desarrollo de
estas lesiones asi como promover gue estas lesiones evolucionen a un
carcinoma invasor. Otro punto importante es la susceptibilidad genética,
sexo, dieta, inmunosupresion, infecciones (bacterianas, virales y micaticas),

irritantes locales, radiaciones vy factores socioeconémicos y ocupacionales*
46, 47
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Actualmente se ha intentado explicar la conducta y forma de una neoplasia
mas alla de su componente clinico o histologico. La busqueda de moléculas
gue nos permitan fenotipificar y asociar variables como el grado histologico al
ndamero y forma de expresion de estas es una de las ambiciones de la
oncologia oral moderna, no obstante esta meta serd alcanzada hasta que
ampliemos nuestro conocimiento sobre la neoplasia en este caso el

carcinoma oral de células escamosas.

El receptor erbBl el cual pertenece a la familia de los Receptores EGF-
Familia (EGFR), que son proto-oncogenes virales, es un receptor
transmembrana que traduce sefiales tanto del exterior como del interior de la
célula y juega un papel importante en numerosos procesos que afectan a la
evolucion tumoral, crecimiento, progresion, diferenciacion, inhibicién de

apoptosis y desarrollo de metastasis.*

En este estudio pudimos encontrar que la expresion de erbB1 en el grupo
control fue de 101.26+24.15 uo/um?. El grupo experimental con displasias
severas expreso 49.42+18.11 uo/um?. En las muestras que solo desarrollan
displasias severas tienen una disminucion de la expresion respecto al
control. Esto puede ser debido a la expresion de otro miembro de la familia
erbB, ya que erbB1 no es el tnico miembro de la familia EGFR, de modo que
las uniones diméricas con los otros miembros de la familia se hayan
expresado en mayor numero disminuyendo asi la expresion de erbBl.
Interesantemente la expresion en las muestras que desarrollaron carcinomas
bien diferenciados la expresion fue de 91.03+39.14uo/um?; esta recuperacion
en la expresion de la expresion de erbB1 en las células transformadas puede
ser debida al hecho de que las células transformadas no han perdido su

capacidad proliferativa.
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12 CONCLUSION

La exposicion a DMBA promovi6 menor peso en los animales
experimentales, esto pudo ser debido a la tensiébn metabdlica causada por la
inflamacion o la irritacion en la bolsa de los hamsteres como resultado de la
formacion de tumores, cambios en el sistema inmunologico o a nivel

sistémico.

Se confirmo que los HPA que se encuentran en el tabaco como el DMBA

contribuyen al desarrollo y progresién tumoral.

EL receptor del factor de crecimiento epitelial o EGFR se expresa

diferencialmente segun el estado histolégico.

La familia erbB, en particular erbB1 participa en roles fundamentales tales
como la embriogénesis, diferenciacion, maduracion, mantenimiento,
regeneracion celular, tisular y organica. Su papel en carcinogénesis ha sido
demostrado. Por lo que aproximaciones a sus aspectos moleculares y
celulares son un gran campo de investigacion que podria tener aplicacion
terapéutica futura, al incrementar el conocimiento en el area de la oncologia

oral.

)
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