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1. Resumen.

Expresion de a-SMA, TGF-1 Y MT1-MMP en el microambiente de displasia epitelial oral y

carcinoma oral de células escamosas

Introduccion. Los organismos multicelulares estdn constituidos por células y matriz extracelular (Werb et
al 1997). Bajo condiciones fisioldgicas, las células toman el control para cambiar su microambiente y asi
satisfacer sus necesidades, cuando las células pierden el control sobre el microambiente, este se organiza
incorrectamente afectando el comportamiento de ellas; la repeticion o acumulacién de eventos puede
resultar en enfermedades como el cancer, fibrosis, artritis y aterosclerosis. La evidencia indica que el
desarrollo y progresion del cancer no solo dependera de sus caracteristicas genéticas sino también de las
interacciones con el microambiente, donde las células neopldsicas malignas pueden alterar el estroma
subyacente y a su vez, las células estromales pueden promover la progresidon del cancer, favoreciendo la
diseminacion y la invasidn (Sternlicht et al 2011,Itho et al 2006). Actualmente, se encuentra en estudios la

interaccidn entre las células epiteliales y estromales como elemento esencial para la progresion tumoral.

Objetivo. Determinar la expresion de los marcadores a-SMA, TGF- B1 y MT1-MMP a través de reacciones

inmunohistoquimicas en displasias epiteliales orales y carcinoma oral de células escamosas.

Materiales y métodos. Se seleccionaron 74 muestras de pacientes con displasia oral y 68 con COCEs del
Departamento de Patologia bucal de la Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacidon de la Facultad de
Odontologia, UNAM. Las displasias se clasificaron segun los criterios de malignidad de la OMS y los COCE
por la gradificacion de Broders. Se realizéd inmunohistoquimica para a-SMA, TGF- 1 y MT1-MMP. Las

reacciones de inmunohistoquimica se analizaron con Imagel y ACDSee.

Resultados. De las muestras analizadas en el estudio de pudo determinar que: 25 displasias fueron de bajo
grado, 49 de alto grado, 36 COCEs bien diferenciados, 22 moderadamente diferenciados y 10 poco
diferenciados. La expresion de los filamentos de a-SMA en los miofibroblastos del estroma de las displasias
epiteliales de bajo grado fue negativa; mientras que en las de alto grado el 48% presentd una expresion
leve. Los COCEs poco diferenciados tuvieron una mayor expresion de a-SMA en el 100% de los casos,
mientras que los de moderadamente y bien diferenciados fueron positivos en un 95% y 83%
respectivamente. El TGF-B1 y la MT1-MMP se expresaron tanto en el estroma como en las células
neoplasicas en las displasias y COCEs. La expresidn de estos marcadores en el microambiente de displasias

epiteliales y COCE incrementa significativamente con respecto a la severidad y desdiferenciacion celular.
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2. Antecedentes.

Por muchos anos, se considerd que los tumores malignos estaban conformados
Unicamente por células transformadas que adquieren proliferaciéon auténoma, asi como
capacidades de supervivencia e invasion. Sin embargo, en los ultimos afios, se ha
establecido que los tumores malignos son sistemas complejos que incluyen; las células
neopldsicas, las células estromales asociadas al tumor y a los componentes de la matriz
extracelular, como citocinas y quimiocinas; todos estos componentes incrementan la
complejidad del microambiente tumoral.>® Uno de los elementos criticos del estroma
tumoral que contribuyen de manera sustancial al depdsito de la matriz extracelular de
los tumores sdlidos son los fibroblastos asociados a cancer (FAC) o miofibroblastos. En
diferentes tipos de céncer, la presencia de miofibroblastos aunado a la secrecién de
factores a partir de estas mismas células se ha correlacionado con un mal pron(')stico.3
Los tumores malignos de mama se encuentran entre las primeras enfermedades
estudiadas en relacién con el proceso de diferenciacidn fibroblasto - miofibroblasto y se

utilizaron rapidamente como fuente de miofibroblastos para la investigacion in vitro.*

Los primeros reportes sobre los cambios en el fenotipo que adquieren los fibroblastos
en el estroma tumoral, similares a los observados en los fibroblastos durante el proceso
de cicatrizacion, se iniciaron en los anos 70. Los miofibroblastos fueron descritos por
Gibbiani en 1979; como fibroblastos modificados con caracteristicas de células
musculares lisas presentes en el tejido de granulacién durante el proceso de cicatrizacién
de heridas, lo que llevd a considerar que estas células tienen un papel importante en la
produccién de fuerzas contractiles que estan implicadas en este proceso.>® Gibbiani et.
al analizaron la expresion de las proteinas a-SMA, miosina y desmina en el tejido de
granulacion durante la curacion de heridas abiertas en rata por medio de microscopia
electrénica e inmunohistoquimica. Los microfilamentos de alfa actina de los fibroblastos

estaban ausentes 4 dias después de realizada la herida, acumulandose gradualmente.
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A partir del dia 6 hasta el dia 15; eran evidentes en aproximadamente el 70% de las
células miofibroblasticas, posteriormente decrecian estos filamentos. Con estos
resultados ellos llegaron a la conclusién que los miofibroblastos se desarrollan
gradualmente a partir de fibroblastos del tejido de granulacién y expresan
temporalmente un marcador de diferenciacion de musculo liso.” Previo a Gibbiani en
1986, Scalli et. al. demostraron la presencia de microfilamentos de alfa actina musculo
liso en un cultivo mixto de fibroblastos dérmicos de rata y fibroblastos de embridn de

pollo.®

En 1988 Sapinno et. al. utilizaron un anticuerpo monoclonal de ratén para el
reconocimiento de alfa actina de musculo liso, permitiéndoles asi estudiar las
caracteristicas de diferenciacion de musculo liso en las células del estroma desmoplasico
que soporta a los tumores mamarios; realizaron inmunohistoquimica a una serie de
tejidos humanos de tumores malignos y no malignos de mama; observaron expresion de
alfa actina de musculo liso en las células del componente desmopldsico en los 11
carcinomas de mama, mientras que no existié expresidn en las células del estroma de los
tejidos de mama histolégicamente definido como normal. Las lesiones benignas
mostraron una amplia variedad de inmunoexpresion, que fue desde un minimo de
células positivas hasta casi la totalidad de las células estromales positivas, estos

resultados dependian del tipo de lesion.

Olumi et al. en 1999 describieron el papel que tenian los miofibroblastos para dirigir e
iniciar la progresiéon de los tumores prostaticos en un modelo animal. En el mismo afio,
Sternlicht et. al. demostraron por primera vez que la metaloproteinasa 3; molécula de la
matriz extracelular secretada por los fibroblastos que se expresa durante el desarrollo de
la glandula mamaria normal y en la involucion mamaria poslactancia, puede actuar como
promotor "natural" del tumor en la carcinogénesis de mama, también jugando un papel

9,10,11,12

en la transicion epitelio-mesénquima. La primera evidencia acerca del papel de

los miofibroblastos en el carcinoma oral de células escamosas fue demostrada por Barth
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et. al. reportando un cambio de fenotipo de fibrocitos CD34" hacia células positivas a a-
SMA. Lewis et. al. demostraron poco después que esta transdiferenciacién estd inducida
por el factor de crecimiento transformante beta 1 y factor de crecimiento de

hepatocitos, lo cual promueve la invasién in vitro.”****

Por otra parte; la degradaciéon de los componentes de la matriz extracelular (MEC) es
esencial para que las células neoplasicas invadan los tejidos circundantes y para formar
focos de metastasis en drganos distantes y nddulos linfaticos. Este proceso de invasion
involucra a multiples enzimas proteoliticas, conocidas como: metaloproteinasas (MMPs),
las cuales son secretadas por las células neopldsicas y sus sustratos. Yoshizaki et. al
reportaron la expresion de MT1-MMP en la superficie de las células tumorales, mientras
que los fibroblastos cercanos a estas células presentaron una expresién leve. La MT1-
MMP se expresé tanto en carcinomas de estadios tempranos como avanzados. Los
carcinomas que expresaron intensamente MT1-MMP fueron asociados a un menor
grado de diferenciacién celular *°. Kurahara et. al reportaron incremento en la expresién
de MT1-MMP en células neoplasicas de carcinomas altamente invasivos y con metastasis
extensas. Zhang et al demostraron in vitro que la produccion de MT1-MMP por los
fibroblastos es la responsable de la degradaciéon de la colagena tipo |, asi como la
reduccion en la expresién de esta MMP reduce el potencial de crecimiento e invasion

tumoral.

Pagina | 4



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

3. MARCO TEORICO

3.1. Displasia Epitelial Oral

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica a las lesiones orales con predisposicion a
transformacién maligna como trastornos potencialmente malignos (TPM) entre los cuales
encuentran la leucoplasia, eritroplasia, fibrosis submucosa, etc. La deteccidn clinica de estas
lesiones es trascendente, considerando la supervivencia de los pacientes, debido a que estas
lesiones histolégicamente pueden presentar un amplio espectro de alteraciones
citoarquitectdnicas que van desde una displasia de bajo grado hasta un carcinoma in situ y/o

carcinoma invasor.®

Las estimaciones de la incidencia y prevalencia de los TPMs varian ampliamente entre las
localidades y poblaciones geogréficas, sin embargo estas estimaciones sugieren una cifra
global entre el 2% y 3%. La distribucion por edad y sexo de los TPMs depende
principalmente del estilo de vida, ubicacion geografica y la etnia. En los paises desarrollados,
la leucoplasia generalmente se presenta entre la cuarta y la séptima década de vida, pero en
los paises en desarrollo se encuentra de 5-10 afios antes. Las mujeres son cominmente
menos afectadas, lo que podria sugerir un mayor uso de agentes carcinogénicos en los

hombres.}”" 8

La identificacion clinica e histopatoldgica de los TPMs es motivo de controversia entre
médicos y odontélogos, debido a su comportamiento bioldgico incierto y riesgo de
transformacién maligna. Se considera que el 40% de los trastornos potencialmente malignos
permanecen sin cambios, el 20 % pueden involucionar, y 20 % sufrird transformacion
maligna, pero estas estimaciones son relativas, ya que la historia natural de la enfermedad

17,18,1 . e . sy .
71819 En una revisidn sistematica reciente se reporta que el 12%

sigue siendo desconocida.
de los trastornos potencialmente malignos sufren transformacidn maligna en un promedio

de 4.3 afios.”°
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La displasia epitelial oral (DEO) se define como una serie de cambios arquitecténicos y
atipias citolégicas presentes en el epitelio escamoso de la mucosa oral, que estan asociados
con una alta probabilidad de progresidon a carcinoma de células escamosas. La DEO es el
término empleado para diagnosticar histolégicamente a los TPMs 2%; sin embargo, evaluar el
riesgo de la transformacién maligna es un reto. Por lo que el diagndstico precoz de estas

lesiones es una prioridad para reducir la morbilidad y la mortalidad de los pacientes.?

Los TPMs histopatoldgicamente cubren un amplio espectro, los cuales son gradificados de
acuerdo a los cambios preneopldsicos y severidad que presenta el epitelio. A través de los
afos, se han propuesto diferentes esquemas de gradificaciéon, a menudo sujeto a una
significativa variabilidad interobservador.?® Los tres esquemas de clasificacion referidos por
la OMS son: Displasia epitelial, Neoplasia escamosa intraepitelial (SIN) y la clasificacion de
Ljubljana, de las cuales la clasificacion SIN esta basada en una modificacion de lesiones
premalignas de cérvix y la clasificacion de Ljubljana en neoplasias de laringe, por lo que la
OMS en el 2017 realiza una modificacion de los criterios diagndsticos para la displasia
epitelial24, estableciendo un sistema binario de gradificacion donde las lesiones que
tradicionalmente correspondian a displasia leve se categorizaron como displasia de bajo
grado, mientras que las displasia clasificadas como moderadas, severas y/o carcinoma en
situ se categorizan como displasia de alto grado (Figura 1). Cabe destacar que la displasia es
un término histolégico que denota la presencia de caracteristicas histoldgicas y citoldgicas
sugestivas de malignidad; una mucosa con displasia epitelial tiene un mayor riesgo de

. . 2
desarrollar un carcinoma en comparacién con la mucosa normal. >

Pagina | 6



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

P -

Figura 1. Esquema de los cambios citoarquitecténicos que se observan en las
displasias de bajo grado (A) y en las displasias de alto grado (B).23

En la tabla 1 se describen los cambios arquitectdnicos y citomorfoldgicas que se emplean
para definir a las displasias de bajo y alto grado * En general, el sistema de gradificacién es
una acumulacién cualitativa y cuantitativa de caracteristicas citoldgicas que establece la

severidad de los cambios para determinar el grado.

Tablal. Criterios de displasia
Displasia de bajo grado Arquitectura e En general la estratificacion esta conservada.
e Hiperplasia bacilar
e Acantosis
Citomorfologia e Pleomorfismo leve
e Relacidn nucleo-citoplasma incrementada
e Disqueratosis individual
e Mitosis normales delimitadas al tercio inferior
del epitelio
Displasia de alto grado Arquitectura e Pérdida de la maduracidn y estratificacion
e Pleomorfismo celular en mas de la mitad del
epitelio, suele ser severo
e Membrana basal intacta y clavos epiteliales
en gota
Citomorfologia e Disqueratosis grupal
e Pleomorfismo marcado con variaciones en la
forma y tamafo celular 'y nuclear;
hipercromatismo, incremento en el tamafio y
numero de nucleolos
e Pérdida de la relacidn nicleo-citoplasma
e Incremento de mitosis atipicas en cualquier
estrato del epitelio

Tomado de Thompson L.
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3.2. Carcinoma oral de células escamosas

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) se ha convertido en un problema de
salud y se considerara como una epidemia en el ultimo siglo; con una incidencia anual de
300,000 casos en todo el mundo y una tasa de mortalidad a 5 afios en menos del 50% de

26,27

éstos debido al diagndstico tardio. El COCE es la neoplasia maligna mds frecuente en

cavidad oral representando alrededor del 90% y ocupando el 8° lugar de todos los

carcinomas en la economia del cuerpo humano.?®?*

Se define como una neoplasia
epitelial maligna, invasiva con distintos grados de diferenciacién escamosa y con

propensién a metastasis ganglionares tempranas y extensas.*

Las zonas anatomicas principalmente afectadas son: bordes laterales de lengua, piso de
boca, encia, paladar y mucosa bucal; estos datos varian significativamente con respecto

al drea geografica debido a los habitos de consumo de carcinégenos.>*

El tabaquismoy
el consumo de alcohol son los principales factores de riesgo asociados al desarrollo de
COCE. Ademas, el habito de mascar tabaco, la exposicion a la radiacion, el VPH, asi como
la deficiencia inmune han sido implicados.**** Existen registros de disminucion en el
numero de COCE asociados al tabaco, sobre todo en los paises donde las campaiias
contra el habito tabaquico han sido implementadas exitosamente. A pesar de la
disminucion observada en la incidencia del COCE, es inquietante la tendencia hacia el
aumento en el nimero de casos en lengua y orofaringe en pacientes jévenes, mujeres y
personas sin exposicién a los factores de riesgo tradicionales; sin embargo, la infeccién
con el virus del papiloma humano explica el aumento de pacientes con cancer

. 2
orofaringeo. 2°*°

El COCE es una enfermedad que generalmente se presenta en pacientes después de la

quinta década de la vida. La edad promedio de presentacién en la poblacidn asidtica es

52 afios en comparacion con 65 afos en la poblacién norteamericana.*®
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Otros estudios reportaron que del 4 al 6% de los COCEs de lengua ocurren en pacientes

jovenes entre los 20 a 40 afios de edad. *’

En todo el mundo, la incidencia de cancer de cabeza y cuello es mayor en hombres en
comparacion con mujeres. Segun la Agencia Internacional para la Investigacién del
Cancer en 2008 la incidencia media global por edad de cancer oral y faringe excluyendo
la nasofaringe fue de 8,7 / 100.000 habitantes para varones, en comparacion con 3.3
para mujeres’®; esto puede ser debido al mayor consumo de alcohol y tabaco en los
hombres, sin embargo; el cancer oral estd aumentando significativamente en mujeres en
algunas partes del mundo, en un metaandlisis realizado en Buenos Aires, Argentina
mostré que la proporcién hombre/mujer era de 1.24: 1 durante el periodo 1992- 2000
comparada con 7.1: 1 en el periodo 1950-1970, demostrando un alarmante incremento
en el nimero de casos femeninos.> La incidencia de COCE en las mujeres es mayor o
igual a la de los hombres en las zonas de alta frecuencia, como algunas regiones de la

India, donde mascar el betel y nuez de areca es comun entre las mujeres. *°

En las ultimas dos décadas, el diagndstico y tratamiento de esta enfermedad ha
mejorado, sin embargo la tasas de supervivencia a largo plazo no han aumentado
significativamente. Los factores prondsticos especificos que se utilizan para el COCE son:
el sitio de origen del tumor primario, el tamafo tumoral, invasion a la cadena ganglionar
cervical y metastasis a distancia. El comportamiento bioldgico del COCE esta relacionado
a su heterogeneidad; por ejemplo, los tumores del mismo estadio clinico a menudo
muestran diferencias en el curso clinico y la respuesta al tratamiento.”* No obstante, es
de suma importancia considerar otros parametros, especialmente sus caracteristicas
histopatoldgicas, como factores que condicionan de forma decisiva el comportamiento y

por tanto el prondstico y tratamiento.*
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Durante muchos afios la estadificacion TNM se ha utilizado como un indicador clinico de
la respuesta estimada a la terapia y supervivencia. El tamaifo del tumor se ha
considerado un factor prondstico especialmente fiable; sin embargo, hay muchos
pacientes que mueren a pesar de que la neoplasia se estadificé clinicamente en estadio |
y Il. En dichos pacientes la evaluacidn de la estadificacion clinica y citomorfologia del
COCE podria servir como una medida precisa para predecir el prondéstico y determinar el

tratamiento. 3

La clasificacién de Broders se basa en la cantidad de la poblacion celular de la neoplasia
que semeja al epitelio escamoso normal; proporcionando asi una escala cuantitativa.*
Este sistema de clasificacion agrupa al COCE como bien diferenciado o grado | cuando las
células tienen gran produccién de queratina o el 25 % de las células neopldsicas estan
indiferenciadas, el grado Il o moderadamente diferenciado presenta queratinizacién y
pleomorfismo moderado o el 50% de las células neoplasicas estan indiferenciadas,
mientras que el grado Ill o poco diferenciado tiene escasa o nula queratinizacion,

anaplasia y el 75% de las células neoplasicas estan indiferenciadas.***°
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3.3. Microambiente tumoral

Los organismos multicelulares estan constituidos por células y matriz extracelular (MEC);
donde las células tienen un papel fundamental en el funcionamiento de los tejidos y la
MEC es esencial para el mantenimiento de la arquitectura de los mismos; ésta ultima
proporciona andamios, sefiales de supervivencia y es un reservorio de factores de
crecimiento, controlando asi el ambiente celular local 47; debido a que las células estdn
directamente unidas a la MEC a través de receptores en la superficie celular, los cambios
en el microambiente inmediato como: degradacién o la deposiciéon de diferentes
componentes de la MEC; afectaran criticamente al comportamiento celular y al
funcionamiento de los tejidos.48 Bajo condiciones fisioldgicas, las células toman el control
para cambiar su microambiente y asi satisfacer sus necesidades, cuando las células
pierden el control sobre el microambiente, este se organiza incorrectamente afectando
el comportamiento de ellas; la repeticion o acumulacion de eventos puede resultar en
enfermedades como el cancer, fibrosis, artritis y aterosclerosis.*® La evidencia indica que
el desarrollo y progresion del cancer no solo dependerd de sus caracteristicas genéticas
sino también de las interacciones con el microambiente, donde las células neoplasicas
malignas pueden alterar el estroma subyacente y a su vez, las células estromales pueden

promover la progresion del cancer, favoreciendo la diseminacién y la invasion.

El desarrollo del tumor es causado por una acumulacién de alteraciones genéticas;
conduciendo a una dominancia clonal heterogénea del componente de invasion de
células malignas.®® La interaccién entre las células epiteliales y mesenquimatosas es
fundamental para la progresion tumoral (Figura 2). El papel del estroma tumoral es un
punto clave y se ha convertido en un objetivo potencial para el tratamiento de

. .. , . 1
intervencion terapéutico.’

Pagina | 11



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Vaso sanguineo

Factor de
crecimiento
Nutrientes
Oxigeno

Factores
angiogéncios

2

" Degradacién
de MEC

Factores de
crecimiento

Figura 2. L a interaccion entre las células tumorales y el estroma en el
COCE desencadena la sobreexpresion de factores de crecimiento que
promueven el crecimiento del tumor, angiogénesis, degradacion de la MEC
facilitando la invasién y metdstasis. >

El microambiente tumoral esta conformado por las células neoplasicas, células epiteliales
adyacentes, estroma, células del sistema inmune y la matriz extracelular (Figura 3). Los
elementos celulares del microambiente tumoral a menudo coevolucionan con la
neoplasia, donde los fibroblastos estromales, linfocitos T, macréfagos y otros tipos
celulares desarrollan fenotipos anormales como una respuesta desorganizada ante la

neoplasia.’*>?

Pagina | 12



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Células epiteliales Tumor
normales " )

Célula endotelial n & 7 A6 ® Linfocito
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® Factor de cremiento ..\ Receptor de factor de crecimiento
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Figura 3. El microambiente comprende a diferentes elementos estromales en
. s , s . 54
adicién con las células neoplasicas.
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3.4. Fibroblastos asociados a cancer o miofibroblastos

Posterior al dafio tisular, los fibroblastos se diferencian a un tipo celular que adquiere
capacidades contractiles y secretoras, los miofibroblastos; los cuales en condiciones
normales contribuyen al proceso de reparaciéon del tejido durante la cicatrizacién. Cuando la
contraccion y secrecién de proteinas de la MEC es excesiva la funcién organica puede verse
severamente afectada como en las cicatrices hipertréficas, escleroderma, fibrosis renal y el

cancer.”

Los miofibroblastos son células multifuncionales que estdn presentes en tejido normal, como
en septos alveolares, criptas intestinales y estroma de médula 6sea.” Recientemente, los
miofibroblastos son considerados células con un fenotipo hibrido con caracteristicas de
fibroblasto y célula de musculo liso.”® Estas células derivan de diferentes progenitores
mesenquimales tanto en procesos fisioldgicos como patolégicos, por ejemplo; durante el
proceso de reparacion los fibroblastos quiescentes, pericitos y células de musculo liso de
paredes vasculares son fuentes celulares para la diferenciacién miofibroblastica (Figura
4)°""% La transicion epitelio-mesénquima o endotelio-mesénquima es una importante
fuente de miofibroblastos, en la cual las células epiteliales o endoteliales diferenciadas
pierden la expresion de proteinas como E (epitelial) y EV (endotelio vascular) caderina,
CD31, ocluyente 1, mucina 1, desmoplaquinas y citoqueratina 18, y comienzan a expresar
marcadores mesenquimales como vimentina, proteina especifica de fibroblasto 1, a-SMA, N-

>980 5a requieren al menos tres eventos para

caderina, coldgena tipo |y lll, fibronectina, etc.
generar la diferenciacion miofibroblastica y son: 1) acumulacidon de TGF-B1, 2) presencia de

proteinas especializadas de la MEC como la fibronectina ED-A y 3) estrés extracelular.>
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mesenquimales
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L**
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Figura 4. Multiples fuentes celulares para la diferenciaciéon miofibroblastica en el
adulto. *

El cambio de fenotipo que presentan los fibroblastos en el estroma tumoral se ha estudiado
desde 1970 y se han considerado como un componente fundamental del mismo estroma
sobre todo en tumores sélidos como el carcinoma de mama, carcinoma hepatocelular y
melanoma. Han recibido diferentes nombres como: fibroblastos peritumorales, fibroblastos
estromales reactivos, fibroblastos asociados a cancer o miofibroblastos. Morfolégicamente,
los miofibroblastos estan caracterizados por la presencia de microfilamentos de actina
asociados a proteinas contractiles como la miosina no muscular, estas estructuras se
denominan fibras de estrés. Los microfilamentos de actina terminan en la superficie del
miofibroblasto en el fibronexo, que es un complejo de adhesién especializado con integrinas
transmembrana que se unen internamente con la actina y extracelularmente con la
fibronectina. Estas estructuras proveen un sistema de mecano-transduccién, por lo que la
fuerza generada por las fibras de estrés es trasmitida a los componentes de la MEC y
viceversa. Otra caracteristica importante de los miofibroblastos es que estan unidos

directamente unos a otros por medio de uniones comunicantes (Figura 5).5’56'61'62
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<> Adhesiones focales

Nicdeo — B Actina citoplasmatica cortical
Actina citoplasmaética
Alfa-SMA

"---.".. Fibronectina

e —_— Fibronectina ED-A

Fibroblasto

Tension mecanica

Diferenciacion miofibroblastica

TGF-beta 1
Fibronectina ED-A
Tension mecanica

Proto-miofibroblasto

Figura 5. Modelo bifésico de diferenciacién miofibroblastica.”

Estd documentado que los miofibroblastos son participantes activos en el proceso de

6364 | a trans-diferenciacién de

tumorogénesis, promoviendo el crecimiento y metdastasis.
fibroblasto a miofibroblasto es un evento crucial y temprano en el proceso de
carcinogénesis y estd mediado por factores de crecimiento y citocinas expresadas por las
células tumorales. Los factores genéticos y epigenéticos son capaces de afectar tanto al

epitelio y ldmina propia; se asume que la carcinogénesis es posible debido a una respuesta

aberrante entre ambos componentes (Figura 6).%
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PROGRESION TUMORAL

Citocinas Estrégenos

Factores de crecimiento

Figura 6. El miofibroblasto o fibroblasto asociado a cancer ejerce multiples efectos en
todos los estadios del desarrollo tumoral asi como diversos eventos
. . . .y . 90
microambientales que contribuyen a la progresién del cancer.
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3.5. Factor de crecimiento transformante beta-1 (TGF-B1)

La familia de citocinas del factor de crecimiento transformante 3 (TGF-) comprende a TGF-
B1, TGF-B2 y TGF-B3, factores de crecimiento y diferenciacion tales como activinas, inhibinas
y proteinas morfogéneticas dseas (BMPs). Estas moléculas juegan un papel critico como
reguladores multifuncionales de la proliferacidn y diferenciacidon de una amplia variedad de

tipos celulares durante el desarrollo normaly anormal.®®®’

Todos los miembros de la familia TGF-B comparten motivos proteicos estructurales
conservados v las vias de sefializacion se realizan por mecanismos similares. La sefializacién
se inicia por unién al o del ligando a complejos tetraméricos formados por dos receptores de
tipo | y dos receptores de tipo I, los cuales poseen actividad de serina-treonina vy tirosina

cinasa.

El TGF-B1 es un regulador de las actividades celulares con diversos efectos bioldgicos,
sintetizado por diferentes células incluyendo linfocitos, macréfagos, fibroblastos, miocitos,
condrocitos, astrocitos, células epiteliales, células de placenta y plaquetas, asi como por

algunas células tumorales (Figura 7).
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Figura 7. TGF-B1 es sintetizado por diversos tipos celulares y regula las actividades
celulares con diversos efectos bioldgicos.”

El TGF-B1 puede actuar como un mitégeno indirecto sobre células mesenquimales o como
estimulador de la sintesis de proteinas de la MEC, es también un potente inhibidor de la
proliferacion de células epiteliales, linfoides, endoteliales y mieloides. A partir de los estadios
tempranos de la carcinogénesis, el TGF-B1 actua como un supresor tumoral; sin embargo,
con la progresién tumoral las células presentan una sobreproduccion de este factor lo que
provoca un incremento en la proliferacién e invasidn celular asi como en la metastasis. Se
han detectado cantidades elevadas de TGF-B1 en plasma en pacientes con cancer y se ha
empleado como un predictor temprano de metdstasis. La presencia de este factor en el
microambiente tumoral promueve el crecimiento del tumor mediante el acondicionamiento
del estroma mejorando el soporte y angiogénesis, asi como disminuyendo la vigilancia

inmunoldgica. 68,69,70

Pagina | 19



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

En diversas investigaciones se ha descrito el papel clave que tiene el TGF-f1 en la
diferenciacion miofibroblastica tanto in vivo como in vitro, mediante la induccién a la
expresion de filamentos de a-SMA asi como uno de los principales promotores de la
transicidn epitelio mesénquima. La diferenciaciéon miofibroblastica inducida por TGF-B1 esta
mediada por vias de sefializacidon dependientes de Smad y no dependientes de Smad. L El
TGF-B1 generalmente se libera en una forma biolégicamente latente (L-TGF- B1), que se
almacena en la matriz extracelular, mediante el factor de unién a L-TGF-B1. Después de la
escision del factor de unién, el TGF-B1 se convierte en su forma activa, la cual se une a los
receptores transmembranales tipo | y Il conduciendo al ensamblaje de un complejo receptor
con actividad serina / treonina (Figura 8). La subunidad del receptor tipo | se une y activa
una serie de Smad. Estos posteriormente forman un complejo transcripcional con co-Smads
para trasladarse al nucleo y activar la transcripciéon de los genes diana. La ruta de
sefializacion de Smad es responsable del aumento de la expresién de PAI-1, colageno tipo |y
a-SMA. Se ha identificado un elemento de respuesta a TGF-B1 que tiene una secuencia
diferente a la conocida para la unién de Smad en el promotor de a-SMA y parece ser
esencial para la expresidn de esta proteina en los miofibroblastos, sin embargo se desconoce

el mecanismo por el cual se da la activacion.’
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Figura 8. Modelo de la via de transduccion de sefial inducida por el TGF-Bl.66
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3.6. Metaloproteinasa de membrana tipo 1 (MMP-T1 o0 MMP14)

La membrana basal y el estroma tumoral son barreras fisicas y quimicas que detienen el
crecimiento del tumor, evitando su diseminacién. Durante la carcinogénesis esta barrera es
degradada e interrumpida por las células malignas facilitando la invasion y migracion,
adquiriendo movilidad para emigrar por la red vascular y colonizar sitios a distancia. Para
gue esto suceda, las células neopldsicas malignas deben: 1) desarrollar la capacidad de

. .. . 53
movilidad; 2) alterar la adhesién celular y 3) remodelar la matriz extracelular.

El principal sistema enzimatico implicado en los procesos de invasion y metastasis del COCE
es la familia de las metaloproteinasas (MMP), estas endopeptidasas proteoliticas estan
involucradas en la remodelaciéon de la estructura de la matriz extracelular (MEC) asi como de
la trasmision de sefiales entre células. De este modo, las MMPs controlan y regulan la
migracion celular, proliferacion, apoptosis, invasion tumoral, diseminacién y angiogénesis.”?
Las MMPs se describen como enzimas con multi-dominios dependientes de zinc, cuya
funcién principal es degradar los componentes de la MEC.”® De acuerdo a sus diferencias
estructurales, éstas se han clasificado en colagenasas, gelatinasas, estromelisinas,
matricilinas y MMPs asociadas a membrana.”* Las MMPs solubles son secretadas por las
células en el medio extracelular y pueden difundirse a sitios lejanos. Por lo tanto, se piensa
gue este tipo de MMPs son Utiles para la degradacion de la MEC en dreas mas amplias, por
ejemplo, en la resorcién de tejido. Por otra parte, las MT-MMPs se expresan en la superficie
celular como proteinas transmembrana de tipo | o proteinas ancladas a
glicosilfosfatidilinositol (GPI), debido a esto, sélo pueden actuar en el espacio pericelular.75'76
La distribucion estricta de las MT-MMPs proporciona a estas enzimas una propiedad
funcional Unica, ya que pueden alterar el microambiente inmediato que rodea a las células.”’

Recientemente se ha dado atencidon a la MT1-MMP; porque esta enzima afecta las

funciones celulares en forma variable. Como todas las proteinas, la produccién intracelular
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de MMPs puede ser regulada a nivel transcripcional, mientras que la expresidon es regulada

por factores de crecimiento, hormonas, etc.

La metaloproteinasa de membrana tipo 1 (MT1- MMP) es una enzima proteolitica

pericelular dirigida contra los componentes de la MEC; comparte una estructura comun con

otros miembros de la familia MMPs, formada por un pre/pro péptido, un dominio catalitico,

una region bisagra, un dominio hemopexina, una regién de tallo, un dominio
. . . . 75,77,78,79 H

transmembrana y una cola citopldsmica (Figura 9). Al igual que otras MMPs, la

enzima se produce como zimégeno y requiere una etapa de activacion para eliminar

proteoliticamente el propéptido.®>!

De este modo, la activacién de MT1-MMP tiene lugar
durante la secrecion en el aparato de Golgi, y la enzima se expresa en la superficie celular en
su forma activa.®? La MT1-MMP puede degradar una serie de macromoléculas de la MEC
incluyendo las colagenas I, Il y Ill, gelatina, lamininas 1 y 5, fibronectina, vitronectina,

agrecano, fibrina y lumicano.®*%*#>%

Las MMP 2 y 13 pueden ser activadas por medio de la
MT1-MMP ¥y la expresion de MT1-MMP sobre la superficie celular, junto con las MMP que
activa, generan un amplio espectro de enzimas proteoliticas en el espacio pericelular y que
permite cambios en el microambiente celular que pueden resultar en modificacién de la

funcién celular (Figura 10).

Region bisagra Dominio transmembrana

Propéptido

Péptido
senal

Dominio catalitico 252 .
Dominio hemopexina

Cola citoplasmatica

Motivo furina

Figura 9. Estructura basica de la MT1-MMP."
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En una amplia variedad de tipos celulares, la MT1-MMP se emplea para activar el entorno y
promover la remodelacién del tejido, invasién y metdstasis. La sobreexpresion de la MT1-
MMP en tumores malignos esta relacionada con un mal prondstico y baja sobrevida; debido
a que ésta enzima mejorala capacidad de invasion de las células tumorales en ensayos
de migracion en Matrigel. El silenciamiento del gen de MT1-MMP por medio de RNA de
interferencia en células tumorales provoca la disminuciéon de expresién, siendo esto
suficiente para inhibir significativamente la invasiéon en Matrigel. Estos hallazgos sugieren

que la MT1-MMP en efecto es un elemento critico de la maquinaria de invasion.

Invasién y migracién celular

Activacién por:

ProMMP-2
ProMMP-13 A
Coldgeno W Laminina 5
M \
Sindecan 1
Zn
/ / \\
?/I \\ Membrana plasmatica
/ \
’ \ Citoplasma
i 1
©r
\
v

GenVEGFA T

Ncleo
Figura 10. Funciones bioldgicas de MT1-MMP las cuales promueven la migracion e

. .z 76
invasion celular.
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4. Planteamiento del problema.

El COCE sigue siendo una enfermedad mortal y deformante a pesar de los avances en el
manejo terapéutico. La intervencion temprana durante el proceso de la carcinogénesis,
mejora los resultados y podria reducir sustancialmente la morbilidad y la mortalidad.
Aunque la deteccidn clinica de los trastornos potencialmente malignos es relativamente
sencilla, la principal problematica es que la progresion a COCE es impredecible, y que los
tumores malignos pueden surgir en el mismo sitio donde previamente se identificd la
lesion precursora o como un carcinoma de novo en sitios distintos.

Durante la progresion y la invasidon de un carcinoma, las células neoplasicas activan el
tejido conjuntivo subyacente, generando asi un estroma fenotipicamente alterado vy
especifico, que probablemente influya en la migracion y en el patrdn de invasiéon de las
células neoplasicas malignas. La identificacion del intercambio de citocinas como el TGF-
B1, proteinas de la matriz extracelular como a-SMA y enzimas como la MT1-MMP entre
las células estromales y las neopldsicas promueven directamente el crecimiento,
proliferacion y supervivencia de las mismas, y la protedlisis local de la matriz extracelular
ayudando a la invasién tumoral asi como al proceso de carcinogénesis de TPMs hacia
COCE.

5. Justificacion.

La interaccidon entre las células epiteliales y mesenquimatosas es fundamental para la
progresiéon tumoral. El papel del estroma y del parénquima tumoral es un punto clave
gue se ha convertido en un objeto potencial para determinar el prondstico y tratamiento
de los pacientes con DEO y COCE.

6. Pregunta de investigacion.

¢Cuales son las diferencias en la inmunoexpresién de a-SMA, TGF- B1 y MT1-MMP en el
microambiente de las displasias epiteliales orales y el COCE?

7. Hipotesis.

La inmunoexpresion de a-SMA, TGF- 1 y MT1-MMP se encuentra incrementada durante
el proceso de carcinogénesis en los diferentes grados de DEO y COCE.

8. Objetivo general.

Determinar la expresion de los marcadores a-SMA, TGF- 1 y MT1-MMP a través de
reacciones inmunohistoquimicas en DEO y COCE.
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9. Objetivos especificos.

e Determinar la prevalencia de los COCEs y DEO por edad, sexo y localizacién.

e Establecer el grado de diferenciacion de los COCEs segun la clasificacion de
Broders.

e Establecer el grado de diferenciacion de las displasias segun la clasificacién de la
OMS.

e Determinar la intensidad de inmunoexpresion de a-SMA, TGF-f1 y MT1-MMP en
los diferentes grados de displasias orales.

e Determinar la intensidad de inmunoexpresion de a-SMA, TGF-f1 y MT1-MMP en
los diferentes grados COCE.

e |dentificar la distribucion de la poblacion de miofibroblastos en las displasias
orales y el COCE con el inmunomarcador a-SMA.

e Cuantificar la poblacion de miofibroblastos en las displasias orales y el COCE con
el inmunomarcador a-SMA.

e Comparar el inmunofenotipo de los diferentes grados de displasia con respecto al
COCE.

10. Disefo del estudio.
10.1. Tipo de estudio.
Se realizé un estudio observacional transversal analitico prospectivo.

10.2. Universo de estudio.

Todos los casos con diagndstico histopatoldgico de displasia epitelial leve, moderada
o severa y carcinoma oral de células escamosas del Laboratorio de Patologia Clinica y
Experimental de la Division de Estudios de Posgrado de Investigacion de la Facultad
de Odontologia UNAM.

10.3. Tamano de la muestra.

La seleccion de la muestra fue la total disponible. Se revisaron las solicitudes y los
diagndsticos histopatoldgicos del archivo del laboratorio del afio 2005 al 2015,
basados en el diagnéstico emitido por los patélogos bucales adscritos; se obtuvieron
115 displasias epiteliales orales y 110 COCEs. Se solicitaron vy localizaron las laminillas
de los casos, las cuales fueron revaloradas para corroborar el diagndstico de acuerdo
a los criterios diagndsticos seleccionados: criterios de malignidad de la OMS para las
displasias epiteliales y la clasificacidon de Broders para los COCEs.
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10.4. Criterios de inclusion.
e Bloques de parafina con diagndstico histopatoldgico de displasia epitelial y
COCE.
e COCE cuyo tratamiento primario haya sido reseccién quirurgica.
e COCE localizado en cavidad bucal exceptuando los labios.
e Bloques de parafina con suficiente cantidad de tejido para realizar los cortes
histoldgicos.
10.5. Criterios de exclusion.
e COCE con tratamiento de radioterapia y quimioterapia adyuvantes.
e Bloques de parafina con insuficiente material bioldgico para realizar los cortes
histolégicos.
11. Variables.
Variable Definicidn conceptual Definicidn operacional Categoria

Carcinoma oral de
células escamosas
Independiente
cualitativa

Neoplasia epitelial invasiva
con variedad en los grados de
diferenciacion escamosa con
predisposicion a metastasis
temprana y

, . 20s 30
nodulos linfaticos.

extensa a

Clasificacion de Broders

Grado |: 25% de las células
malignas estan diferenciadas.
Grado Il: 50% de las células
malignas estan indiferenciadas.
Grado lll: 75% de las células

malignas estan indiferenciadas.

Clasificacién de
Broders

1.Grado |
2.Grado Il
3.Grado lll

Displasia epitelial
Independiente
cualitativa

Se definen como epitelio
alterado  con una mayor
probabilidad para la
progresién a carcinoma de
células escamosas. El epitelio
alterado muestra una
variedad de cambios
ggtolégicos y arquitecténicos.

Clasificacion de la OMS 2017:

Displasia de bajo grado:
Alteraciones en la arquitectura
limitadas al tercio inferior del
epitelio acompanado de atipia
citoldgica.

Displasia de alto grado:

Alteraciones en la arquitectura en
mas de dos tercios del epitelio con
atipias citoldgicas asociadas.

Clasificacion de la
OMS 2017:

1.Bajo grado
2.Alto grado
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Expresidon de a- SMA Proteina que se encuentra Se tomaron como células positivas
Dependiente formando los microfilamentos las que presentaron tincion de
cualitativa del citoesqueleto, consta de 6 color marron, categorizadas de
isoformas, que varian en la acuerdo a su intensidad de 1. Nula
secuencia de aminodcidos, pero | expresion. 2. Leve
tienen la misma masa Se tomaron en cuenta tres 3. Moderada
molecular de 42KDa.®® parametros para su analisis. 4. Severa
e  Porcentaje de células
positivas.
e Intensidad del
inmunomarcaje.
indice de la expresién
Expresidon de TGF-f1 Proteina homodimérica Se tomaron como células positivas
Dependiente producida por plaquetas, las que presentaron tincion de
cualitativa células endoteliales, linfocitos, color marrén, categorizadas de
etc, que participa en la acuerdo a su intensidad de 1. Nula
regulacion de la proliferaciény | expresion. 2. Leve
diferenciacion de una amplia Se tomaron en cuenta tres 3. Moderada
variedad de tipos celulares. 8 parametros para su analisis. 4. Severa
e  Porcentaje de células
positivas.
e Intensidad del
inmunomarcaje.
indice de la expresion
Expresion de MT1- Metaloproteasa Se tomaron como células positivas
MMP . transmembrana que juega un | |35 que presentaron tincion de 1. Nula
Depfend.lente papel |mPortante en I.a color marrén, categorizadas de 2. Lleve
cualitativa remodelaciéon de la matriz ] ) 3. Moderada
extracelular, directamente acuerd.o, a su intensidad de 4. Severa
mediante la degradaciéon de | €Xpresion.
varios de sus componentes y la | Se tomaron en cuenta tres
activacién indirectamente por | parametros para su andlisis.
pro- MMP2. e  Porcentaje de células
positivas.
e Intensidad del
inmunomarcaje.
indice de la expresién
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12. Materiales y métodos.
12.1. Histoquimica.

Se solicitaron cortes histologicos de 4 um de grosor con un total de 5 lamillas; de las cuales 1
se empled para la tincién de rutina con H&E y cuatro para realizar la técnica de
inmunohistoquimica para cada uno de los marcadores seleccionados. Las laminillas tefidas
con H&E se utilizaron para el analisis histopatolégico de la determinacién del tipo de
displasia y el grado de diferenciacion de los COCEs. Se disefiaron dos formatos de
recoleccién de datos (Anexo 1 y 2) para cada una de las entidades a estudiar, los cuales se
utilizaron para realizar la prueba de concordancia inter e intra observador entre la tutora y la
alumna, la comparacién de los datos se realizd mediante la prueba estadistica Kappa. Para la
estandarizacién se seleccionaron 14 displasias epiteliales orales y 14 COCEs al azar. Las
observaciones se realizaron con un fotomicroscopio Leica DM750 y el software Leica LAZ y se

determinaron los criterios de cada una de las clasificaciones anteriormente mencionadas.

12.2. Inmunohistoquimica

La técnica de tincion de inmunohistoquimica se estandarizé para cada uno de los
anticuerpos y determinar la dilucion adecuada. Se utilizaron como controles positivos:
intestino delgado, colon y amigdala. El procedimiento consistié en desparafinar en xilol las
laminillas y rehidratar en bafios secuenciales de alcohol a diferentes concentraciones y lavar
en agua destilada desionizada, se realizé la recuperacion antigénica en buffer de citratos con
pH 6 al 0.1M vy se llevd al horno de microondas por 5 minutos a potencia 100 y 15 minutos a
potencia 50 en bafio maria. Se realizaron 3 lavados con PBS (buffer fosfato salino) cada uno
por 3 minutos, se inhibid la actividad de la peroxidasa enddgena con peréxido de hidrégeno
al 3% incubandolos por 20 minutos en camara himeda; se hicieron 3 lavados de PBS por 3
minutos y enseguida se permeabilizd con Triton-X10 al 0.2% durante 20 minutos y se lavaron

nuevamente 3 veces con PBS de 3 minutos. Posteriormente se realizé la incubacion para el

Pagina | 29



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

bloqueo de marcaje inespecifico con PBS-albumina al 0.2% durante 20 minutos en camara
himeda, se realizaron 3 lavados de PBS de 3 minutos. Se colocaron los anticuerpos
primarios (SMA, Vimentina, TGFB1, MT1-MMP) a diferentes diluciones (1:50, 1:100,
1:200,1:400) durante toda la noche a 4°C. Después de la incubacion con el anticuerpo

primario se realizaron 3 lavados de 3 minutos para incubar el anticuerpo secundario.

El anticuerpo secundario utilizado fue anti-mouse/rabbit que se incubé por 20 minutos a
temperatura ambiente y 3 lavados en PBS de 3 minutos, se prosiguié a la incubacidon con HRP
en camara hiumeda por 10 minutos seguido de 3 lavados con PBS de 3 minutos. Se empled
diaminobencidina (DAB) como cromdgeno y se colocd a cada tejido durante 5 minutos.
Después de aplicar el cromdégeno se lavaron las laminillas con agua corriente para realizar la
contratincion con hematoxilina y ser de nuevo lavados con agua corriente y deshidratados

con alcohol y xilol a diferentes concentraciones para el montaje con resina hidrofébica.

En la Tabla 3 se muestran los clonas y diluciones de los anticuerpos primarios que seran
utilizados. En la Tabla 4 se muestran los tejidos que se utilizaron como control positivo y los

anticuerpos que se les aplicé.

Tabla 3. Clona y dilucion de los anticuerpos primarios

Alfa-SMA SC-53015 1:400
Vimentina 6023 1:400
TGF beta 1 SC-146 1:200
MT1-MMP SC-30074 1:800
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Tabla 4. Controles positivos

Tejido Anticuerpo aplicado
Intestino delgado Alfa — SMA
Amigdala Vimentina
Amigdala TGF beta 1
Colon MT1-MMP
12.3. Analisis de la inmunoreaccion

La inmunoreaccién de las células se analizé por medio del programa ImagenJ® versién 1.46,
ajustado a la escala micrométrica, en un microscopio éptico de la marca Leica DM750 con
camara digital para el analisis de imagen por computadora seleccionado para fines de este
estudio, el niUmero total de células por campo, el porcentaje de células positivas, la densidad

Optica de inmunomarcaje vy el indice digital de la expresion.

Se tomaron 5 fotomicrografias a 40x, en las cuales se contd el numero de células con
inmunoexpresidn positiva (citoplasmatica y/o membranal) en el estroma y parénquima asi
como en las displasias epiteliales asi como de los COCEs; utilizando para tal fin la
herramienta “Multi point”. Las imdgenes con inmunoexpresidon positiva se convirtieron a
escala de grises y cambio de pixelaje a 2.0 para obtener la densidad dptica (DO). De acuerdo
a la densidad dptica se gradificaron en: 13-50 DO como inmunoexpresién intensa; 51-89 DO

como moderada; 90-150 leve vy los valores por encima de 150 fueron considerados nulos.

12.4. Analisis estadistico
Se utilizé una prueba de analisis estadistico no paramétrica de Kruskas Wallis para la
comparacion del numero de células positivas a los inmunomarcadores entre los multiples
grupos. Para las comparaciones entre los grupos se utilizd una prueba Post hoc (U de Man-
Whitney con correccién de Bonferroni). Se consideré significativo un valor de p de 0.05. El

software que se utilizd para el analisis de fue SPSS Statistics Version 22.
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13. Resultados

Del periodo comprendido de 2010-2015 en el Laboratorio de Patologia Clinica y
Experimental de la DEPel FO, UNAM tuvimos un registro histopatolégico de un total de 115
DEO vy 110 COCEs.

En las displasias epiteliales orales el promedio de edad de los pacientes fue de 58 afios
+16.06, con una minima de 21 afios y una maxima de 91. Los pacientes menores de 45 afios
correspondieron al 19.1% y los mayores de 45 afios representaron el 80.8%; de los cuales, 58
casos (50.4%) correspondid al sexo femenino (promedio de edad 59.1 afios +14.8, rango 23 a
91 aiios), 57 casos (49.6%) al masculino (promedio de edad 56.9 afios +17.2, rango 21 a 86
afios). Las regiones anatémicas involucradas fueron: 50 casos (43.5%) en borde lateral de
lengua, 28 (24.3%) en encia, 19 (16.5%) en mucosa yugal, 11(9.6%) en paladar y 7 (6.1%) en
piso de boca. En cuanto al diagndstico histopatoldgico 44 (39.1%) fueron displasias
epiteliales de bajo grado mientras que 70 (60.8%) correspondieron a displasias de alto

grado.

En los carcinomas orales de células escamosas el promedio de edad de los pacientes fue de
64 anos 116.6, con una edad minima de 19 afios y maxima de 98 afios. Los pacientes
menores de 45 afios correspondieron al 14.5% y los mayores de 45 afios representaron el
85.4%. De ellos, 61 (55.4%) fueron sexo femenino (promedio de edad 64.7 aios +14.3, rango
26 a 95 afios), y 49 (44.5%) del sexo masculino (promedio de edad de 63 afios +19.2, rango
19 a 98 aios). Las zonas anatdmicas involucradas fueron: borde lateral de lengua 53 casos
(48.2%), encia 33 (30%), mucosa yugal 10 (9.1%), 10 (9.1%) en paladar y 4 (3.6%) en piso de
boca. En relacion al diagndstico histopatolégico 71 casos (64.5) correspondieron a COCE bien

diferenciado, 29 (26.4%) moderadamente diferenciado y 10 (9.1%) poco diferenciado.
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Para este estudio se seleccionaron 74 casos de DEO y 68 casos de COCEs que cumplieron con
los criterios de inclusion. Las observaciones histoldgicas fueron realizadas por la tutora
(observador 1) y alumna (observador 2), y registradas y analizadas (anexos 1 y 2) de
acuerdo a los pardmetros establecidos para displasias (criterios de malignidad de la OMS) y
los COCEs (Clasificacion de Broders) respectivamente. Se utilizd la prueba coeficiente Kappa
para valorar la concordancia intra e interobservador. El observador 1 obtuvo un valor kappa
de concordancia intraobservador de 0,90, mientras que el observador 2 fue de 0,89. Los
valores interobservador del observador 1 con respecto al observador 2 para las displasias

fueron de 0,88 y para los carcinomas de 0,91.

13.1. Inmunoexpresion de a-SMA en displasia epitelial oral y carcinoma oral de

células escamosas.

La proteina a-SMA presentd diversos grados de expresion en las displasias epiteliales asi
como en los COCEs. Las displasias epiteliales de bajo grado (DBG) tuvieron una expresion
nula en la totalidad de los casos (25); con excepcién de la capa muscular de los vasos
sanguineos que fungid como control positivo interno; mientras que para las displasias
epiteliales de alto grado (DAG) el 34% (17 casos) tuvieron expresion positiva: 94% (16 casos)
expreso levemente la proteina y 1 caso tuvo una expresion moderada, dicha expresién
correspondid a un patrdén subepitelial de células aisladas. En los COCEs bien diferenciados el
55.5% (20 casos) tuvieron expresion positiva citoplasmatica en las células estromales en una
disposicién alrededor de las islas de células neopldsicas; de los cuales, el 55% (11 casos)
tuvo una intensidad de expresion leve, 35% (7 casos) fueron moderadamente positivos y el
15% (3 casos) intensamente positivos. El 68.1% (15 casos) de COCEs diagnosticados como
moderadamente diferenciado mostraron positividad; siendo el 26.6% (4 casos) levemente
positivos, 22.7% (5 casos) moderadamente positivos y el 40% (6 casos) intensamente

positivos. Por ultimo, el 100% (10 casos) de los COCEs poco diferenciados fueron positivos a
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la proteina, expresandose de forma moderada el 30% (3 casos) e intensamente el 70% (7
casos). Los 68 COCEs, independientemente de su grado de diferenciacion mostraron el
mismo patron de distribucion de miofibroblastos alrededor de las islas de células epiteliales.

En la figura 11 se muestra la expresidon de a-SMA en las displasias y COCEs.

Figura 11. Intensidad y distribucidn de la expresidon de a-SMA en las DBG (A), DAG (B),
COCE bien diferenciado (C), COCE moderadamente diferenciado (D) y COCE poco
diferenciado (E).
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Tabla 5. Expresion de a-SMA en el total de las lesiones en estudio.

Grupos

Displasia bajo grado
Displasia alto grado

COCE bien
diferenciado
COCE
moderadamente
diferenciado
COCE poco
diferenciado

N Casos positivos Expresion Expresion
a-SMA leve a-SMA moderada a-SMA

25 0 0 0

49 17 16 1
(34%) (94%) (5.8%)

36 20 11 7
(55.5%) (55%) (35%)

22 15 4 5
(68.1%) (26.6%) (22.7%)

10 10 0 3
(100%) (30%)

Expresion intensa
o-SMA

3
(15%)
6
(40%)

7
(70%)

Nulo= 0 células positivas, leve=1-33% células positivas, moderado=34-66% células positivas, intenso=67-

100% células positivas.

Fuente directa

La prueba de U-Mann Whitney mostré diferencias estadisticamente significativas en la

expresion de a-SMA entre los diferentes grados de displasia epitelial oral. La expresiéon de o-

SMA fue significativamente (p=0.0001) mas elevada en la DAG con respecto a las de DBG.

Grdfica 1.
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Grafica 1. Intensidad de expresidn de a-SMA en DBG y DAG.
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La prueba de Kruskal-Wallis mostré diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de a-SMA entre los diferentes grados de COCE (p= 0.0001). La expresion de a-SMA
fue significativamente mas alta en COCE moderadamente y poco diferenciado en

comparacion con el bien diferenciado (p = 0.0001). Grdfica 2.

a-SMA

p=0.0001

N
1

Intensidad

=
1

Grédfica 2. Intensidad de expresion de a-SMA en COCE.
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13.2.Andlisis de la inmunoexpresién de MMP-14 en displasias epiteliales orales y

carcinoma oral de célula escamosas

La expresion de la proteina de membrana MMP-14 en las DBG fue positiva en el 92% de la

muestra (23 casos) con una intensidad leve y una distribucion predominantemente mixta

(epitelio y estroma) en el 73.9% (17 casos), 13.04% (3 casos) con expresion epitelial y 13.04%

(3 casos) con expresiéon estromal. Las DAG fueron positivas en el 77.5% (38 casos), con una

expresion leve en las células epiteliales en el 50% (19 casos), el 42.1% (16 casos) tuvo una

expresion tanto en las células epiteliales como en las mesenquimatosas y el 7.8% (3 casos)

expreso la proteina en un patrén estromal. En la Figura 12 se muestran la inmunoexpresion

de la MMP-14 en las displasias epiteliales orales.

JNE

N

MMP14 400x

P74 i

-* * oM
T

MMP14 400x

-

Figura 12 . Patron e intensidad de expresion de MMP14 en las DBG en una disposicion
membranal y citoplasmatica en las células epiteliales (A). En las DAG observamos un patrén

citoplasmatico con expresién moderada (B).
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La intensidad de expresion para la MMP14, media y desviacion estandar (DE) de la densidad

Optica de las DBG y DAG se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Expresion de MMP14 en displasias epiteliales orales

Intensidad, Media y DE

Intensidad de expresion

Media densidad dptica

Desviacion estandar

Nulo=-,Leve=+,Moderado=++,Intenso=+++

DBG

DAG

++
78.8
+14.6

Fuente directa

En el analisis estddisco de U-Mann Whitney entre las DBG y DAG se encontré diferencia

estadisticamente significativa (p=0.0001) para la expresion de MMP14, siendo mayor la

intensidad de expresion en las DAG. Grdfica 3.
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Grifica 3. Intensidad de expresién de MMP14 en displasias epiteliales orales.
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Los COCEs bien diferenciados expresaron positivamente la MMP14 en el 83% (30 casos) con
una intensidad en su mayoria moderada. La distribucidn del inmunomarcaje fue mixta en
un 50% (15 casos), 43.3% (13 casos) con un patrén epitelial y 6.6% (2 casos) estromal. El
100% (22 casos) de los COCEs moderadamente diferenciados fueron positivos a la MMP14
con una expresion moderada. El patron de expresion fue mixto en el 63% (14 casos), 22.7%
en las células epiteliales y solo el 9% en el estroma tumoral. El COCE poco diferenciado
tuvo una expresién intensa en el 100% (10 casos) los cuales mostraron un patréon de
distribucién exclusivamente mixto. En la figura 13 y tabla 7 se muestran los resultados

obtenidos en la inmunoexpresiéon de la MMP14 en los COCEs.

Figura 13. COCE bien diferenciado con expresion moderada en células neoplasicas y estromales (A),
COCE moderadamente diferenciado con expresién moderada en células neoplasicas (B) y COCE

poco diferenciado con expresion intensa en patrén mixto (C).
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Tabla 7. Expresion de MMP14 en COCEs

Intensidad, Media y DE Bien diferenciado Moderadamente Poco diferenciado

diferenciado

Intensidad de expresion ++ ++ +++
Media densidad dptica 59.5 60.37 30.44
Desviacion estandar +12.1 +13.2 +10.1

Nulo=-,Leve=+,Moderado=++,Intenso=+++

Fuente directa

La prueba de Kruskal-Wallis mostréd diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de MMP14 entre los diferentes grados de COCE. La expresion de MMP14 fue
significativamente mas alta en COCE poco diferenciado en comparacién con el bien

diferenciado (p = 0.0032). Grdfica 4.

MMP14

p=0.0032

Intensidad

Grafica 4. Intensidad de expresion de MMP14 en los COCEs.
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13.3. Analisis de la inmunoexpresion de TGF-B1 en displasias epiteliales orales y

carcinoma oral de célula escamosas

La expresion de la proteina TGF-B1 en las DBG fue positiva en el 60% (15 casos), de los cuales
el 40% (6 casos) presento una patron de expresion epitelial, el 33.3% (5 casos) una
distribucion mixta y el 20% (3 casos) se expresd en el estroma. La intensidad de expresion
fue leve en el 100% de los casos positivos. Las DAG expresaron una intensidad moderada de
TGF-B1 en el 47% (23 casos) con una distribucidn en células epiteliales del 52% (12 casos),
26% (6 casos) en un patron mixto y el 17.3% (4 casos) en células del estroma. En la figura
14 y tabla 8 se muestran los resultados obtenidos de la inmunoexpresion de la TGF-B1 en las

displasias epiteliales orales de bajo y alto grado.

TGF-B1 400x &5 3 TGF-B1  400x

Figura 14. Patrén e intensidad de expresién de TGF-Bl en las DBG en una disposicidn
citoplasmatica leve en las células epiteliales (A). En las DAG observamos un patrén citoplasmatico

con expresion de moderada (B).
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Tabla 8. Expresion de TGF-B1 en displasias epiteliales orales

Intensidad, Media y DE DBG DAG

Intensidad de expresion + ++

Media densidad dptica 116.3 71.5
Desviacion estandar t14.6 +10.6

Nulo=-,Leve=+,Moderado=++,Intenso=+++

Fuente directa

En las DAG en comparaciéon con las DBG se encontré una mayor diferencia estadisticamente

significativa (p=0.0001) en la intensidad de expresion de TGF-B1. Grdfica 5.

TGF-B1

25- p=0.0001
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1.0+

Intensidad
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Grafica 5. Intensidad de expresidon de TGF-B1 en las displasias epiteliales orales.
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Los COCEs bien diferenciados mostraro expresion moderada de TGF-f1 en el 69% (25 casos)
con un patrén de distribucidn principalmente epitelial en el 56% (14 casos), el 28% (7 casos)
se expresaron en el estroma y epitelio, y el 16% (4 casos) con una distribucion
exclusivamente en el estroma. Expresion positiva para la proteina TGF-f1 en los COCEs con
diferenciacién moderada se observd en el 91% (20 casos) con un intensidad de expresion
moderada y una distribucidn mixta en el 75% (15 casos), seguido del 15% (3 casos) con
inmunomarcaje en las células neoplasicas y 10% (2 casos) en las células estromales. El 100%
(10 casos) de los COCEs poco diferenciados expresaron intensamente la proteina TGF-B1 en
los siguientes patrones de distribuciéon; mixto en el 80% (8 casos) y el 20% (2 casos) en las
células neoplasicas. En la figura 15 y tabla 9 se muestran los resultados obtenidos de la

inmunoexpresion de la TGF-B1 en los diferentes grados de diferenciacién del COCE.

Figura 15. COCE bien diferenciado con expresién leve en células neoplasicas (A), COCE
moderadamente diferenciado con expresion moderada en células neoplasicas (B) y COCE poco
diferenciado con expresid intensa en patron mixto (C).
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Tabla 9. Expresion de TGF-B1 segun el grado de diferenciacion del COCE.

Intensidad, Media y DE Bien diferenciado Moderadamente Poco diferenciado

diferenciado

Intensidad de expresion + ++ +++
Media densidad dptica 89.6 45.8 29.1
Desviacion estandar +11.3 18 17.2

Nulo=-,Leve=+,Moderado=++,Intenso=+++

Fuente directa

La prueba de Kruskal-Wallis mostrd diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de TGF-B1 entre los grados de COCEs, siendo la diferencia mas significativa

(p=0.0039) entre el COCE bien diferenciado versus el COCE poco diferenciado. Grdfica 6.

TGF-p1

31 p=0.0039

Intensidad

Gréfica 6. Intensidad de expresién de TGF-B1 en los grados de COCE.
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14. Discusion.

El cancer habia sido considerado como una enfermedad que consiste en células
transformadas que adquieren capacidades ilimitadas y autdnomas de proliferacidn, invasion
y supervivencia. En consecuencia, las estrategias terapéuticas contra el cancer se han

centrado y se han limitado a dirigirse a la propia célula tumoral.

Sin embargo, la evidencia actual indica que para tener un control efectivo del cancer, éste
debe ser considerado como una enfermedad que implica complejas interacciones
multicelulares entre las células neoplasicas y estromales. Por lo cual, se propuso el concepto
de microambiente tumoral como parte integrante y esencial del tejido neopldsico;
conformado por diversos tipos de celulares, incluyendo fibroblastos, miofibroblastos, células
endoteliales, pericitos, neutrdfilos, eosindfilos, basofilos, células cebadas, linfocitos T y B,
macréfagos y células dendriticas.”® Numerosas investigaciones han demostrado el papel
esencial de los miofibroblastos, macrdfagos y células endoteliales, en la promocion,
crecimiento y progresién del tumor. Mientras que la mayoria de los componentes celulares
del sistema inmunoldgico son capaces de rechazar tumores, en el microambiente tumoral,
basicamente, son esclavizados por las células neoplasicas para promover el crecimiento
tumoral y la invasién. Por estas razones, el conocimiento y el control de microambiente
tumoral es esencial para una mejor comprension de la biologia del cancer y desarrollo de

nuevos enfoques terapéuticos.gz'93

Chaudhary et al. evaluaron y compararon la presencia de miofibroblastos en el estroma
tumoral de 37 COCEs, 15 carcinomas verrucosos (CV), 15 DBG, 15 DAG y 15 muestras de
mucosa normal. Histopatolégicamente, tuvieron 20 casos de COCE bien diferenciado y 17 de
moderadamente diferenciado.”® En nuestro estudio tuvimos 36 COCEs bien diferenciados, 22

moderadamente diferenciados y 10 poco diferenciados; 25 DBG y 49 DAG. Ellos realizaron
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inmunohistoquimica utilizando el anticuerpo a-SMA demostrando la ausencia de
miofibroblastos en el estroma de la mucosa normal y las DBG. El 97.29% de los COCEs
tuvieron expresioén positiva para a-SMA, asi como el 86.6% de los CV y las DAG en un 46.6%.
Mencionan que la expresidn de las DAG fue positiva en un patrén focal y que la disposicidon
de las células positivas en el COCE y CV fue predominantemente alrededor de los nidos de
células neoplasicas. Contrario a lo reportado por ellos, nosotros encontramos que las DBG
fueron negativas para la proteina a-SMA exceptuando la capa muscular de los vasos
sanguineos. El 34% de las DAG fueron positivas en un patrén focal subepitelial, los
miofibroblastos que rodeaban las islas de células neoplasicas fueron positivos en el 66.1% de
los COCEs a diferencia de lo reportado por Chaudhary, de los cuales los bien diferenciados
fueron positivos el 55.5%, 68.1% de los moderadamente diferenciados y el 100% de los poco
diferenciados. En ambos estudios, la expresion miofibroblastica fue nula en las DBG,
observandose expresion en DAG, CV y COCE. Esto refuerza aun mas la hipdtesis de que las
células epiteliales y estromales mutadas asi como las interacciones epitelio-mesénquima

alteradas pueden ser igualmente responsables de la induccién de la carcinogénesis.

Kellerman et al. demostraron la presencia de miofibroblastos en el estroma de COCEs por
medio de inmunohistoquimica en una muestra de 38 pacientes, de los cuales el 60.52% (23
n) tuvieron positividad a la proteina a-SMA, de estos, el 47.82% mostraron una expresion
escasa y el 51.1% una expresidon abundante la cual se correlacioné significativamente con el
estadio de la enfermedad, la recurrencia regional y potencial de proliferacién de las células
tumorales, asocidndose asi la presencia de miofibroblastos con una mal prondstico y una
enfermedad mas agresiva. También realizaron cultivos de lineas celulares de COCE vy
fibroblastos orales en las que demostraron que las células tumorales inducen Ia
transdiferenciacién de fibroblasto a miofibroblasto por medio de la secrecién de TGF-p1.**
Nuestros resultados fueron similares a lo reportado en un 66.1% de COCEs con expresion de

a-SMA y se observd un aumento significativo de la expresion con respecto al grado de

diferenciacion celular del COCE. La intensidad de expresién del TGF-B1 igualmente aumento

Pagina | 46



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

de forma significativa entre los COCEs bien diferenciados (expresion leve) y poco

diferenciados (expresion intensa).

Gupta et al. evaluaron y compararon la distribucién de miofibroblastos con anti a-SMA en
mucosa bucal normal, leucoplasia oral, fibrosis submucosa y COCE donde encontraron que el
100% y el 85% de las muestras de mucosa bucal normal y leucoplasia, respectivamente
fueron negativas al anticuerpo, mientras que el 81% de las fibrosis submucosas orales
mostraron un indice de expresion en el 21-40% de los miofibroblastos y el 100% de los
COCEs fueron positivos con diversos indices de expresion desde 1-20% (3n), 21-40%
(11n),41-60% (7n) y >60% (4n).”* Sin embargo los autores no especifican el diagndstico
histopatoldgico (DEO, carcinoma in situ o carcinoma invasor) de las lesiones clinicas
(leucoplasia oral y fibrosis submucosa) impidiendo asociar la expresiéon de miofibroblastos
con una enfermedad mas agresiva. Nosotros obtuvimos que el 100% de las DBG fueron
negativas evidenciando una ausencia de miofibroblastos, sin embargo, se mostré un
incremento en la expresidén directamente proporcional de miofibroblastos con respecto al
proceso de carcinogénesis, donde el 34% de las DAG y el 55.5% de los COCEs bien
diferenciados se expresaron en el 33% de los miofibroblastos, el 68.1% de los COCEs
moderadamente diferenciados fueron positivos en el 34-60% y el 100% de los COCEs poco
diferenciados mostraron -positividad en el 67-100% de los miofibroblastos, resultados que

coinciden con nuestro estudio.

Seifi et al. analizaron la frecuencia y distribucidon de miofibroblastos con a-SMA en displasia
epitelial, hiperqueratosis y COCE, destacando que existid una expresion de miofibroblastos
en el 67% de los COCEs en un patron alrededor de las islas de células neoplasicas, 22% de las
displasias fueron positivas en un patron focal y el 6% de las hiperqueratosis expresaron la

proteina de forma escasa.” En nuestra investigacion los porcentajes de casos positivos de
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COCE asi como el patrén de distribucion coinciden con los autores; confirmando con ambos
estudios que la poblacién de miofibroblastos asi como su distribucién en el estroma tumoral

estan relacionadas con la progresidn, invasidn tumoral y proceso de carcinogénesis.

Por otra parte, Yoshizaki et. al analizaron por medio de inmunohistoquimica la expresién de
MMP-14 en 27 muestras de carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello; de los
cuales 11 correspondian a cavidad oral. La MMP14 se expreso en las células neopldsicas en
el 89% de la muestra, mientras que las células estromales peritumorales tuvieron una
expresion escasa. También observaron un aumento estadisticamente significativo (p <0.05)
de la expresién de MMP-14 con respecto al grado de diferenciacién entre los COCEs bieny
moderadamente diferenciados contra los poco diferenciados.”> De acuerdo a nuestro
estudio el 91% de los COCEs mostraron positividad a MMP-14 con una distribucidon mixta
(células neoplasicas y estromales), mientras que el aumento de expresién moderada de los
COCEs bien y moderadamente diferenciados fue significativo comparado con la expresion

intensa de los COCEs poco diferenciados.

Kurahara et. al estudiaron la expresion de MMP14 en biopsias de COCEs para determinar si
esta proteina esta asociada a las caracteristicas clinico patoldgicas de los carcinomas. El
76.3% de las muestras fueron positivas a MMP14 en las células tumorales, ademas de
encontrar diferencias significativas (p <0.01) en el aumento de la expresién de la proteina
asociado con el grado de invasién y metastasis ganglionares.96 En el presente estudio, se
obtuvo una patrén de expresidn con distribucién en las células neoplasicas como estromales
asi como una aumento en la expresidn con respecto a un menor grado de diferenciacién de

las neoplasias.

Zhang et. al examinaron el papel de la MMP 2, 9 y 14 derivada de fibroblastos en el

crecimiento e invasién tumoral de los carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello in
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vivo e in vitro. Ellos demostraron la influencia de la MMP14 derivada de fibroblastos contra
la colagena tipo | durante el crecimiento e invasion tumoral in vivo, mientras que la pérdida
de la expresiéon de la proteina disminuye los procesos anteriormente mencionados.”” En
nuestro estudio observamos un patréon de expresién de MMP14 mixto, es decir, tanto en las
células tumorales como en las células estromales en los COCEs bien y moderadamente

diferenciados.

De Vicente et. al determinaron la asociacién de la expresién de la MMP7 y MMP14 con la
progresién del COCE y su uso como indicador prondstico. Los resultados de su estudio
sugieren que estas dos proteasas son marcadores Utiles para determinar la progresién
tumoral y quizas ayuden a identificar a pacientes que puedan beneficiarse con tratamientos

con inhibidores de MMPs.**

De acuerdo a la busqueda vy revision de la literatura realizada durante nuestra investigacion,
no encontramos estudios sobre la expresion de la MMP14 en las displasias epiteliales orales.
Nosotros demostramos una expresion de intensidad leve en el 92% y 77.5% de las DBG y
DAG respectivamente. Ambos grados de displasia mostraron un patrén de distribucién
predominantemente mixto. Okada et. al reportaron la expresién de MMP14 en los
fibroblastos del tejido de granulacién en el proceso de cicatrizacién de heridas en ratas.™?®
Sin embargo, en nuestro estudio, el aumento paulatino en la intensidad de la expresion de la
MMP14 se relaciona con el grado de desdiferenciacion, sugiriendo asi una modificacién,
remodelacién y pérdida del microambiente pericelular llevando a la célula epitelial a la

pérdida de proteinas de adhesion y diferenciacion, lo que podria relacionarse con el proceso

de carcinogénesis.
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La proteina TGF-B1 es un miembro de la familia de citocinas que regula una amplia variedad
de procesos celulares, incluyendo proliferacién, diferenciacion, motilidad, sintesis de matriz

99100101 5 evidencia cientifica sugiere

extracelular, angiogénesis y respuesta inmnunolégica.
que la modificacién o cambios en la via de sefializacién de TGF-B1 contribuye al desarrollo de
varios tipos de cancer. Sin embargo, se han descrito efectos contrarios de la proteina
indicando un papel dual, actuando como inhibidor de proliferaciéon en estadios tempranos
pero, también contribuyendo a la progresién e invasién en estadios avanzados.'0%'%1% Ep
otros estudios, el aumento en los niveles de TGF-f1 han sido asociados con un mal
prondstico. Otras investigaciones han demostrado que la disminucién en la expresion de
TGF-B1 se asocian a progresion tumoral, pérdida de la diferenciacion celular vy

. . ;. / . 105,1
comportamiento biolégico mas agresivo. %1%

Chen et. al realizaron un estudio para determinar el papel del TGF-f1 en el COCE mediante
inmunohistoquimica con anti-TGFf1 obteniendo expresion de este anticuerpo en el 62% de
los COCEs con incremento significativo en las areas tumorales con respecto al tejido
adyacente no neoplasico, asi mismo, encontraron correlacién positiva entre la expresion de
esta proteina con la incidencia de metdstasis ganglionares y la recurrencia de la enfermedad;
también realizaron estudios en cultivos celulares de COCE (SCC4 y SCC25) los cuales fueron
transfectadas con un vector de TGF-B1 asi como un silenciador de la misma proteina,
demostrando que la expresidon de TGF-B1 en las lineas celulares tiene efectos significativos
sobre la proliferacién celular y la expresién de MMP9, factor de crecimiento de endotelio
vascular; mientras que el silenciamiento de la proteina con el vector o con el anti- TGF-1
inhiben la invasién, habilidad de movilidad e induce a las células neoplasicas a incrementar

sus caracteristicas epiteliales aumentando la expresién de E-cadherina. '’
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Salvadori et. al analizaron el contenido de Ki-67, TGF-B1 y elastina en 96 casos de queilitis
actinica (QA) y 176 carcinomas de células escamosas de labio inferior (CCELI) por medio de
inmunohistoquimica. EI 100% de los casos de QA y CCELI fueron positivos a TGF-B1
citoplasmaticamente tanto en el parénquima como estroma. Encontraron una correlacion
inversa entre los queratinocitos positivos y el grado de displasia y CCELI, donde los casos mas
severos de displasia y carcinoma presentaban un menor grado de inmunomarcaje tanto en
las células epiteliales como en las estromales.'® Sin embargo, en otro estudio Glick et. al
determinaron que la pérdida o disminucion de la expresién de TGF-f1 en las células
tumorales es sustituida por un aumento de la expresion en las células estromales de
carcinomas de ratén y humano mejorando la capacidad de proliferacion de las células
neoplasicas.'® Bae et. al demostraron que la sobreexpresién de TGF-B1 en los carcinomas
de células escamosas de cabezay cuello se correlaciona con estadios avanzados y reduccion
en la supervivencia; ademads, promueve la tumorogénesis de forma paracrina incrementando

la angiogénesis e inflamacion.**°

En nuestros resultados observamos que el TGF-B1 se expresd levemente en el epitelio en el
60% (15 casos) de las DBG; mientras que en las DAG solo el 47% (23 casos) con una
positividad moderada en la misma poblacidn celular. Con respecto a los COCEs observamos
un aumento gradual en la intensidad de expresion del TGF-B1 asi como un cambio en el
patron de expresion, siendo en los COCEs bien diferenciados predominantemente en las
células epiteliales 56% (14 casos) a un patron mixto (epitelio/estroma) en el COCE
moderadamente en el 75% (15 casos) y en el poco diferenciado 80% (8 casos). Estos datos
sugieren, como en otras publicaciones, que la sobreexpresion de TGF-B1 estd asociada a
estadios mas avanzados de COCE, asi como un cambio en la localizacién de la expresion
disminuyendo en el epitelio e incrementando en las células estromales, siendo estas ultimas
cruciales para favorecer el microambiente tumoral con la secrecion de MMPs, asi como

citocinas relacionadas con la angiogénesis.
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15. Conclusiones

e En nuestros resultados encontramos una prevalencia mayor de COCE en mujeres que
en hombres.

e La expresion de a-SMA en el estroma de displasias epiteliales y COCE incrementa
significativamente con respecto a la severidad y desdiferenciacién celular.

e La influencia de los miofibroblastos en el microambiente tumoral mejora y favorece
la invasién y metdstasis de los COCEs, por lo que la transdiferenciacién de fibroblasto
a miofibroblasto podria ser usado como factor prondstico asi como en la toma de
decisidn en el tratamiento para displasias epiteliales y COCEs.

e La expresion de MMP14 y TGF-B1 en las displasias orales indica el inicio de la
modificacion de la MEC del microambiente favoreciendo la severidad de la displasia.

e La expresion de TGF-B1 serviria como una molécula predictora, asi como un blanco
en el tratamiento de displasiasy COCEs.

e La expresidon de estas moléculas podrian servir como métodos auxiliares para
determinar el comportamiento bioldgico de las displasias epiteliales orales y COCEs

aunado a los métodos histolégicos.
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17. Anexos

17.1. Anexo 1l

Formato para la estandarizacién de displasias epiteliales orales

N*® DE CASO
Datosarquitecturales
1. ESTRATIFICAION EPITELIAL IRREGULAR

2. HIPERPLASIABASILAR Y PERDIDADE | Slown )
LA POLARIDAD | XTe SO B
3. CRESTAS EPITELIALES ANOMALAS S S

NO LA DN INANANASIININNA, ( )

MENOS DE4 MITOSIS POR 10 CAMPOS DE
ALTO PODER S
40 MAS MITOSIS POR 10 CAMPOS DEALTO
PODER
5. MITOSIS SUPERFICIALES ANORMALES | SI

4. AUMENTO EN EL NUMERO DE MITOSIS

CADAIANANNANNANANNANINISNSINNSR, ( )

CADCAIN NN INIA NN NN, ( )

No CADAIANANA NN A INANANAISINSINA, [

6. DISQUERATOSIS Y PERLAS DE Sl
QUERATINA EN CLAVOS EPITELIALES
Datoscitologicos

CADCADCA DA A DADADADN AN AN NANN, ( )

NO AN NN NN NI NNV, [ )

7. PLEOMORFISMO CELULAR sl e
NO Lsesnsesersenseasersesenscascasensecn |

8. PLEOMORFISMO NUCLEAR [ |
NO . sersersenseaseaseasescnscnsceseasesce |

9. VARIACIONES EN EL TAMANO sl e
NUCLEAR NO ..osnsensessessessessescnsensessessscn |

10. VARIACIONES EN EL TAMANO CELULAR | SI

LA N NI NN, (

No LANAINANANNNN NN INANANASIINANA, [

11. AUMENTO EN LA PROPORCION sl e
NUCLEO CITOPLASMA NO rnsersessessessessescnsensssessencs |
12. AUMENTO DEL NUMERO/TAMANO DE | Sl ..osoesrnsenseascscrcnscsensensesca |
NUCLEOLOS NO .. oessensenserseseasensmmsensorsenseaca, |

13. HIPERCROMATISMO NUCLEAR Sl

|

e | e | | | | | e

NO CAIAINANANNNNANNANAINANANASIININA, [

DIAGNOSTICO FINAL

2 C. arquitecturales+ 3 C. citologicos DISPLASIAEPITELIALLEVE.......cooe... [ )
4 C. arquitecturales+ 6 C. citologicos DISPLASIA EPITELIAL MIODERADA ..covvveewee [ )
6 C. arquitecturales+ 8 C. citologicos DISPLASIAEPITELIALSEVERA........cccoeo.. [ )
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Estandarizacion FIT (H&E)

Carcinoma oral de células escamosas

N°de Casos | Numerode | Patron de invasion Profundidad tumoral de Grado de Pleomorfismo nuclear Infiltrado inflamatorio
mitosis invasion queratinizacion
#FO 1. Nulol 1. Cercano a vasos 1. Ldmina propia 1. Mas del 75% 1. Menos del 25% 1 Leve
2. Leve 0-1 2. Rodea vasos y nervios | 2. Misculo y glandula 2. Hasta un 50% 2. Del 25 al 75% 2. Moderado
3. Moderado 2-5 | 3. Infiltra vasos y nervios | 3. Invade hueso 3. Menos del 25% 3. Mas del 75% 3. Severo

4. Severa mas de

5

300D ap uoideziiepuelss e| eded 0jew.o

TLT

7 oxauy

c
Z
<
m
o
4]
O
>
o
=z
>
@]
o
=
>
—
>
C
—
o
Z
@)
<
>
=]
m
<
m
=
(@]
o




	Portada
	Índice
	1. Resumen
	2. Antecedentes
	3. Marco Teórico
	4. Planteamiento del Problema   5. Justificación   6. Pregunta de Investigación   7. Hipótesis   8. Objetivo General
	9. Objetivos Específicos   10. Diseño del Estudio
	11. Variables
	12. Materiales y Métodos
	13. Resultados
	14. Discusión
	15. Conclusión
	16. Referencias Bibliográficas
	17. Anexos

