@’“_%’@ UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMADE , 4 &
Y MEXICO i )
' \l UNAM ’

1904

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

EXPRESION DE CD105 COMO MARCADOR DE
ANGIOGENESIS ENTRE EL CARCINOMA ORAL DE
CELULAS ESCAMOSAS Y DISPLASIAS ORALES.

TESINA
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
CIRUJANA DENTISTA

PRESENTA:

VICTORIA ISABEL NAVA LEYVA

TUTORA: Mtra. CARLA MONSERRAT RAMIREZ MARTINEZ

MEXICO, Cd. Mx. 2018




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



LF
'“;g
[ N

1904

Estas lineas estdn dedicadas a mis grandes tesoros; mis padres Héctor y Blanca Iris que,
con su amot, confianza y trabajo, me han impulsado para llegar a hacer lo que hoy soy, a
ensefiarme que hay que amar lo que haces y que cada dia es una meta mds en esta vida, que

aiin lejos siempre estdn junto a mi en cada paso que doy.

Gracias papi por tu ayuda para conmigo, por inculcarme que estudiando se abren las
puertas del camino, pero sobre todo por darme todo tu carifio y tantos valores, te admiro y

eres mi gran ejemplo a sequir, tanto profesionalmente, como padre y como persona.

Mami, mi agradecimiento por cada dia estar al pie del cafion conmigo, por ensefiarme que
hay que luchar por nuestros suefios, que hay que ser fuertes para superarnos cada dia,
gracias por ser la mujer que se desveld, que se preocupd, que me vio [lorar, que me vio reir,

que me conoce completamente, gracias mamd por ser mi confidente y mi gran amiga.

Gracias papds por todo lo que me han dado, me siento muy feliz de decirles que estdn a un
paso de terminar esto que hemos iniciando juntos, gracias de todo corazdn por confiar en su

peque, los amo.

A mis hermanos Héctor e Iris, por hacer de mi vida la mejor, por sus locuras, por su carifio,
por cada momento inolvidable, pero sobre todo por apoyarme cada dia, hermano gracias por
impulsarme a salir adelante, y por ensefiarme que hay que ser constantes para lograr lo que
te propones, a mi hermana mi complice y confidente, mi amiga y mi consejera, la que me
ensefio y me dio la pauta a esta arte de la odontologia, y sé que juntas lograremos hacer un
gran equipo, como siempre lo hemos hecho, gracias hermanos por ser mis compaiieros del
alma, de vida y de corazon, que juntos como lo hemos hecho haremos que nuestros suefios y

metas se cumplan, con el amor que esta familia se tiene.



LF
'“;g
[ N

1904

A mi abuelito Chago y a mis tres dngeles del cielo, Carlos, Noy y Guille, que fueron y son

pilares fundamentales para mi existir.

A mi compatiero de vida Ulises, gracias por impulsarme cada dia a salir adelante, tu ayuda
ha sido fundamental en este gran paso que doy, gracias por tus consejos y amot, pero sobre
todo gracias por hacerme mejor persona. Eres parte de mi motivacion en cada suefio y meta

que tengo. jTe amo!

A mis amigas, que sé que estdn y estardn en todo momento, Anahi, Dulce, Karen, Lexyy
Monchis gracias por siempre brindarme una sonrisa, por ayudarme con sus palabras y

consejos, pero sobre todo por compartir conmigo el valor de la amistad.

A mi querida UNAM, por abrirme las puertas del saber y darme el trofeo mds preciado: ser

Cirujana Dentista.

Una mencion especial a la Mtra. Carla Monserrat Ramirez Martinez, por su apoyo,
tiempo y dedicacién en la realizacion de este trabajo, de igual manera gracias al personal e
instalaciones del laboratorio de Patologia Clinica y Experimental DEPel de la Facultad

de Odontologia UNAM, por brindarme los recursos para que este trabajo fuera realizado.

A todos y a cada una de las personas que confiaron, y contribuyeron a mi formacién

personal y profesional, que con sus conocimientos, consejos y apoyo lleque hasta aqui.

Solo me resta decir gracias a dios, a la vida y a mi familia por permitirme terminar esta

meta, y sé que es el principio de algo mejor, ;Vamos por lo que sigue!

Con carifio Victoria Isabel Nava Leyva



1904
INDICE
1. INTRODUGCCION ...ttt 7
2. MARCO TEORICO ...ttt 8
2.1 ANQIOGENESIS ...ttt e e ettt e e ettt e e e e e e e e e s bbb e e e e e e e e e e aans 8
2.1.1 DEfINICION oot 8
2.1.2 Células implicadas en la angiogénesis ..........ccccvvvvvieiieeeeeeeeeninnnnnnn, 8
2.1.3 Papel en el carcinoma oral de células escamosas........................ 9
2.1.4 Medicion de angiogeNESIS .........cceuvuiiiiiieeeeiiieiiiiee e 11
2.2 ENdOglina (CDL05) ..o 18
2.2.1 DEFINICION .cceeiiiiiiiee et 18
2.2.2 CD105 como marcador angiogeniCO ........ccuvveeeeeeeeeeiiiivrinieeeeenns 19

2.2.3 Relacion con carcinoma oral de células escamosas

Y diSplasias Orales ............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 20

2.3 DiSPIasi@s Orales ............uuuuuummiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 21
2.3.1 DEfINICION oo 21
2.3.2 ClaSIfiCaCION ... 21
2.4 Carcinoma oral de células eScamosas ..........cc.eevveeeeeriiiiiiiiiiieeeeeeeeee 25
2.4.1 DEFINICION .cooeiiiiiiie e 25
2.4.2 EPIAEMIOIOgIA ...uuieieeeiiiieeece e 25
2.4.3 ELOIOQIa.....cooeeiiiiii i 25
2.4.4 LOCAlIZACION ...t 26
2.4.5 Caracteristicas CliNICAS .........ccuviiiiiieeeiiiieee e 26

2.4.6 Histopatologia ... ...oeeeeeeiiieece e 27



2.4.7 Métodos de diagndstico en el carcinoma oral

de CElUIas ESCAMOSAS..........uuuiiiiiiieeiieiieiiiee e 30

2.4.8 Trat@mMIENTO ........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiieii e 36

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ... 37
4, JUSTIFICACION ..ottt 37
5. PREGUNTA DE INVESTIGACION .....coooviieieieieceeeeeeeeeeee e, 37
B. HIPOTESIS ...ttt 38
7. OBJIETIVOS ..o eenaas 38
7.1 ODbJEtiVO gENEIAL......ccii e e e 38
7.2 Objetivos €SPECITICOS .....covvieiiiii e e 38
8. DISENO DE ESTUDIO ...ocuveueeieeeeeeeeeeeeeee ettt 38
8.1 TIPO AE ESTUAIO......ceeiiiriicieter e 38
8.2UNIVErSO 0@ EStUIO ..o 38
8.4 MUESLIa 08 ESTUIO.........c.cuiieiiciicice e 38
8.5 CriterioS de INCIUSION.......ccoiiiiiiiiieiiec e 39
8.6 Criterio de elimiNacioN............ccuuiiiiiiiie e 39
8.7 Criterio de XCIUSION .......ccoiiiiiiiiiiiiiiie e 39
9. MATERIALES Y METODO......c.oiiiiieieeeeeete ettt 39
9.1 HiSTOQUIMMICA ...ttt 39
9.2 Inmunohistoquimica (IHQ) .......oeeeiiiiiieiiee e 40
9.3 Analisis de iINMUNOEXPIESION .........uuuuuuruuuiiiiiiiiiiiiiiiiiaiiiiienaaeneeieenaaeeaeaes 42

9.4 ANALISIS @StAAISICO ...neneee e 43



mmm
uvn\l;lim.i\ y
o
1904
10. RESULTADOS .ottt e ettt e e e e e e e 45
L1, DISCUSION ...ttt 46
12. CONCLUSIONES ...cooeee oottt e e e 47

13. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....cceoiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 48



ety
ol

1904

1. INTRODUCCION

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es una neoplasia maligna
que se origina de las células escamosas del epitelio que recubre la mucosa y
es la mas frecuente de la cavidad bucal.

Previo al desarrollo de COCE se pueden presentar en la mucosa oral
determinadas alteraciones morfolégicas, dentro de los cuales, algunas pueden
tener un potencial aumentado que pueden sufrir transformaciones malignas,
la serie de alteraciones celulares y tisulares compatibles con COCE, estan
restringidas al epitelio, denominada displasia epitelial, mientras mas severa es

la displasia epitelial, mayor probabilidad de transformacion maligna.

Por otro parte, la angiogénesis es uno de los principales factores en la
progresion de COCE, mediante la cuantificacién de tejido, la angiogénesis se
realiza contando micro vasos sanguineos; densidad microvascular (MVD), en
un area determinada por inmunohistoquimica en los que endoglina (CD105),
es un potente marcador angiogénico pleiotropico expresado en células
endoteliales activadas durante la angiogénesis y se considera un marcador
especifico para la deteccién de la angiogénesis tumoral, y puede ser un
indicador pronéstico importante para la resultado en una serie de neoplasias.

El presente estudio pretende analizar la expresion del marcador CD105 en
muestras de COCE bien diferenciado, intermedio y mal diferenciado, asi como
displasias leves y severas, para evaluar la correlacion de MVD determinadas
por este marcador y ver si puede ser un elemente favorable y de utilidad para

el diagnadstico diferencial de estas neoplasias.

7|Péagina
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2. MARCO TEORICO

2.1 ANGIOGENESIS
2.1.1 Definicién

La angiogénesis, es el proceso de formacién de nueva microvasculatural, es
decir, que se puede dar mediante dos procesos; ya sea por la movilizacion de
las células precursoras endoteliales desde la médula 0sea hacia el sitio de

estimulo angiogénico, o desde microvasculatura existente.?

Esta es un componente muy importante en muchos procesos bioldgicos, tanto
en condiciones fisiolégicas, como la proliferacion del endometrio, la formacion
del cuerpo luteo y la embriogénesis, y como en condiciones patoldgicas; en la
artritis reumatoide, la retinopatia diabética y en neoplasicas malignas y

benignas.'?

La angiogénesis corresponde a un fendbmeno estrictamente regulado que

puede ocurrir durante toda la vida.?
2.1.2 Células implicadas en la angiogénesis.

La angiogénesis es un proceso dinamico y cuidadosamente equilibrado que
comienza con la vasodilatacion, el aumento de la permeabilidad vascular y la
degradacion de la matriz extracelular (MEC) en respuesta a un estimulo
angiogénico como la hipoxia, que activa al factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF). Las células endoteliales (EC) activadas proliferan y migran
hacia el estimulo angiogénico, formando una red que posteriormente
maduraran adquiriendo un lumen. Después se reclutan pericitos y células del

musculo liso para estabilizar el vaso naciente en estado de reposo.*

Por lo tanto, la comunicaciéon adecuada célula-célula entre EC, pericitos y
células del musculo liso es fundamental para la remodelacion vascular y la

maduracién.* Figura 1

8|Pdagina
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Figura 1 Proceso de angiogénesis.®

El proceso de formacion de nuevos vasos esta mediada por el equilibrio de
diversas moléculas que actian como reguladores positivos y negativos. Las
principales moléculas de accién positiva incluyen el factor basico de
crecimiento de fibroblastos, VEGF, interleucina-8 (II-8), factor de crecimiento
derivado de plaquetas y factor de crecimiento de hepatocitos.® Los
principales inhibidores angiogénicos incluyen trombospondina-1, factor-4
plaquetario, angiostatina, endostatina, interferén alfa IFN-a e inhibidores

tisulares de metaloproteinasas.?!
2.1.3 Papel en el carcinoma oral de células escamosas.

La angiogénesis tumoral consiste en una serie de complejos pasos

consecutivos, en la cual la homeostasis entra moléculas de regulacion

9|Pagina
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positivas y negativas se pierde, propiciando que la sefalizacion
proangiogénica se encuentra incrementada. Por lo tanto, se trata de un
proceso esencial tanto para el crecimiento y nutricion del propio tumor como

para el desarrollo de metastasis a distancia.®

El crecimiento tumoral se da en dos fases separadas®
e Fase prevascular

El tumor se desarrolla sin neovascularizacién. Rara vez sobrepasan los 2 a 3

mm?, suelen ser lesiones asintomaticas.*® Figura 2
e [Fase angiogeénica

Cuando el tumor necesita un crecimiento mayor de 2 a 3 mm?® este se
vasculariza. A partir de este momento cambian las perspectivas clinicas, el
tumor se convierte en clinicamente detectable, sintomatico, hace metastasis y

aumenta su grado de malignidad.® Figura 2

FASE PREVASCULAR FASE ANGIOGENICA

Tumor

Células
normales

Suministro de

Vaso sanguineo
9 sangre al tumor

Figura 2 Crecimiento tumoral.”
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Los vasos sanguineos son un componente importante del estroma tumoral y
por lo tanto la angiogénesis es un factor predictor del prondstico en muchas
neoplasias humanas y tanto es asi, que se considera una correlacion
importante entre el nimero y la densidad de los vasos sanguineos con los
estados metastasicos, tamafio del tumor, tipo histolégico y por consiguiente
grado de malignidad tumoral.® En la regién de cabeza y cuello el carcinoma de
células escamosas corresponde al tumor maligno mas frecuente y constituye

una amenaza para la salud publica.®

La angiogénesis es uno de los principales factores en la progresion del COCE.®
La cuantificacién de la angiogénesis tisular se puede realizar con la densidad
microvascular (MVD) que consiste en medir el nUmero de vasos en un area
determinada, previa tincion de inmunohistoquimica. Para este fin se ha
utilizado una gama de anticuerpos para la tincion de las paredes de los vasos,

la mayoria de los cuales estan dirigidos a epitopes de las células endoteliales.?
2.1.4 Medicion de angiogénesis

La densidad microvascular (MVD) se define como el nimero de vasos

pequefios en una determinada area tumoral.®

La MVD consiste en utilizar una tinciobn de inmounohistoquimica con
marcadores endoteliales para identificar las paredes del vaso, y mas
recientemente puede incorporar otras manchas secundarias para las células
musculares que estan asociadas con estos vasos. Una vez que se identifican
las estructuras vasculares, se determina una medicion de la densidad de
microvasos usando una medicion del area compuesta de la vasculatura

general.®

Para la evaluacion de la MVD se determinan principalmente mediante los

siguientes tres enfoques®:

11|Padgina
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l. Andlisis de "puntos calientes" o Hot Spot

Es un método para medir la densidad vascular maxima en una muestra. En la
mayoria de los estudios, las regiones altamente vascularizadas se
seleccionaron a bajo aumento (x 40 o x 100), y los microvasos se contaran
usando un campo de alta potencia (x 200 o x 400). Muchos investigadores
evalian MVD en al menos tres campos no superpuestos y consideraron el

nivel medio o mediano como el MVD final.® Figura 3

Las ventajas de este enfoque son su simplicidad y relativa facilidad. De hecho,
el enfoque de "punto caliente" es el método mas popular y comun para evaluar

el estado angiogénico de muchos tipos de tumores sélidos.®

Figura 3 Hot Spot.10

El andlisis de las imagenes histologicas se realiza con una herramienta
llamada Image J el cual es un programa desarrollado en el National Institutes
of Health (NIH), donde se hace un procesamiento de imagenes de codigo

abierto para disminuir la subjetividad al analizar los datos. 11

Image J puede calcular el area y las estadisticas de valor de densidades
Opticas de selecciones, puede medir distancias y angulos,

crear histogramas de densidad y gréaficos de linea de perfil 1011

12|Padgina
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Es compatible con las funciones estandar de procesamiento de imagenes tales

como operaciones loégicas y aritméticas entre imagenes, manipulacion de

contraste, analisis de Fourier, nitidez, suavizado, deteccién de bordes y

también se proporcionan herramientas para ampliar y desplazar imagenes.

(Figura 4)*
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Figura 4 Programa Image J.
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Il. Técnica de conteo de Chalkley.

Este método se sugiri6 como el método principal para la evaluacion
inmunohistoquimica de la angiogénesis en 1943. La reticula de Chalkley es
una lente fisica sobre la cual se colocan 25 puntos aleatoriamente (Figura 5)°,
y el recuento de Chalkley se calcula como la cantidad de puntos que golpean
los vasos tefiidos. Este método de conteo se recomendd en un informe de
consenso internacional, porque es un método relativamente simple que es

aceptable para el uso clinico diario.®

La variabilidad de los resultados entre los observadores es menor que la de
otros métodos. Con base en estos hechos, apoyamos la opinion de que el
método de Chalkley es confiable y versatil para contar el MVD en los tejidos
cancerosos. Sin embargo, la frecuencia de uso de este método es menor que

la de otros métodos. Figura °

Figura 5 Un ejemplo de la técnica de Chalkley. Un circulo dividido en cuartos y
poblado con 25 puntos. Se contaron los puntos en la reticula que golpeaban los
vasos tefidos.

14| Pdagina
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[l Analisis de imagenes aleatorias y automéaticas / semiautomaticas.

Un enfoque aleatorio para la evaluacion MVD es util para las muestras con un
area grande y para muchos tejidos. Sin embargo, dicho método es propenso
a grandes variaciones en los datos intraobservadores y una falta de objetividad
no cientifica. Por lo tanto, para apoyar dicha debilidad, se desarrollaron
métodos de conteo automaticos / semiautométicos que utilizan analisis de
imagenes digitales y software de computadora. La seleccion del area de
medicion y la deteccién de microvasos son claramente objetivos, ya que las
areas tematicas se eligen al azar y los vasos con tincion positiva se detectan

por un método que es menos dependiente de la experiencia del observador.®

Ademas, este analisis automatizado de imagenes puede medir varios
parametros de microvasos, incluyendo el &rea del vaso, el espesor de la pared
del vaso y la compacidad del vaso, al mismo tiempo.®

Los analisis de MVD en tejidos de cancer humano generalmente se han
llevado a cabo con muestras fijadas en formalina y embebidas en
parafina. Ademas, para la mayoria de los tumores soélidos, las muestras

deshidratadas quirGrgicamente se usan cominmente para contar el MVD.®°

Como hemos mencionado la MVD corresponde una forma de cuantificacion
directa de la microvasculatura tumoral, y se ha evaluado mediante tincion con

anticuerpos pan-endoteliales como el factor de von Willebrand, CD34 y CD31.°
e Factor de von Willebrand

El factor de von Willebran (VWF) es una glicoproteina que regula la adhesion
de las plaquetas, que se sintetiza y almacena en células endoteliales. Este

factor se usa como marcador endotelial en tejidos humanos.®

15| Pdagina
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VWF forma parte del sistema de la coagulacion que se encarga del transporte
de factor VIl en la sangre, por tanto, si existe poca cantidad de VWF,
la adhesion y agregacion plaqguetarias se afectan, los niveles de factor VIII
pueden disminuir, se tarda mas en formar un coagulo de sangre y todo ello

resulta una prolongacién de sangrado.''? Figura 6

. . erythrocyte
* thrombocyte (platelet)

dimeric subunit
(stretched)

C1-CK

l platelet
GPIb

D'D3

collagen

P
A2 unfolded

Figura 6 Papel y estructura del Factor VWF.13

El VWF fue el primer marcador especifico de endotelio que se utilizé para
determinar la presencia de microvasos en estudios de diagndstico
inmunohistoquimico. Se ha demostrado que es un marcador de tumores
vasculares en multiples érganos. Por otro lado, el VWF es el marcador vascular
menos sensible de los que se utilizan habitualmente, siendo positivo en el 50-
75% de los tumores vasculares. Ademas, al no producirse exclusivamente en
las células endoteliales y circular en el suero, puede encontrarse en zonas de

necrosis y hemorragias.?

16 |Pagina
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CD34 se conoce como antigeno de célula progenitora mieloide y con
frecuencia se detecta en varios tipos de células, como células inflamatorias,
células linfaticas y células endoteliales. Ademas, existe la opinién de que CD34
se expresa en células endoteliales de vasos pequefos, pero no de grandes.
Segun estas observaciones, el anticuerpo anti-CD34 podria ser un marcador

sensible para detectar los vasos recién formados en los tejidos cancerosos.®

Debe notarse el hecho de que CD34 a menudo tifie algunas células
endoteliales linfaticas. Es decir, los vasos tefiidos con CD34 podrian contribuir
a una MVD falsamente elevada en los tejidos cancerosos. Ademas, aunque
CD34 se detecta en vasos pequefios, se encuentra en vasculaturas recién

formadas y preexistentes.®
e CD31

CD31 es una glicoproteina transmembrana que también se conoce como
PECAM-1. Se ha informado que CD31 se detecta en vasos preexistentes y
recién formados en tejidos cancerosos. Por lo tanto, todavia se usa

ampliamente para medir la MVD en tejidos cancerosos humanos.®*?

Ademas de las células endoteliales, CD31 también existe en las membranas
de las plaquetas, las células plasmaticas y los macréfagos. Una porcidén de un
microvasos se ve como un pequefio punto, y a menudo es dificil distinguir un
microvasos del tumor, y se debe prestar atencion al hecho de que la tincidon
puede reducirse parcialmente mediante la recuperacion de antigenos de

microondas.®

17 |Péagina
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Aun cuando todos estos marcadores panendoteliales son Utiles para identificar
a las células endoteliales, no son capaces de discernir entre las células de la
vasculatura pre existente y las recién formadas. Por lo tanto, se ha buscado

nuevos marcadores especificos para nuevos vasos neoformados.!?

CD105 ha demostrado poseer ventaja sobre otros marcadores para evidenciar

las células endoteliales recién formadas.?1?

2.2 ENDOGLINA (CD105)
2.2.1 Definicién

La endoglina (ENG o CD105) es una glicoproteina transmembranal de 180
kDa, que pertenece a la superfamilia del factor de crecimiento transformante 3
esencial para la angiogénesis y el desarrollo vascular, se expresa
predominantemente en células endoteliales y tiene funciones esenciales en el

desarrollo vascular.14

Estructuralmente posee un dominio extracelular grande, un dominio
transmembranal, hidrofébico y un dominio intracelular corto. EI dominio
extracelular contiene un tripéptido Arg-Gly-Asp (RGD) y cuatro sitios de
glicosilacién unidos a Ny una region de glicosilacion unida a O. ElI dominio
intracelular contiene muchos residuos de serina y treonina, algunos de los

cuales son sitios de fosforilacion.®

Existen dos isoformas de CD105 que son L y S, se diferencian entre si por la
longitud del dominio intracelular, la distribucién tisular, el grado de fosforilacion
y por la cola citoplasmica. 4% L-Endoglina contiene 47 amino&cidos en la cola
citoplasmica, tiene un alto grado de fosforilacion y se expresa
predominantemente en células endoteliales Figura 7, mientras que S-

endoglina contiene solo 14 amino&cidos.*®
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Ambas isoformas estan fosforiladas constitutivamente y es probable que esto

se deba al receptor TGF-B constitutivamente activo tipo Il (TGF-BR2).1415
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intracytoplasmic
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Figura 7 Estructura L-Endoglinal®

También se identific6 una forma soluble de endoglina en los sueros de
pacientes sanos y con cancer. Se han observado niveles elevados de
endoglina soluble en sueros de pacientes con enfermedades como el
melanoma metastasico y pacientes con cancer de mama con riesgo de

metastasis.®

En humanos, el gen CD105 esta ubicado en el cromosoma 9934 y esta

organizado en 14 exones.4

2.2.2 CD105 como marcador angiogeénico.

Entre las moléculas de superficie expresadas en las células endoteliales, la
endoglina (CD105) estd emergiendo como un objetivo para la terapia contra el

cancer.14
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Se expresa en las células endoteliales activadas durante la angiogénesis, por
lo que se considera un marcador especifico en la progresion tumoral.9 Posee
ciertas ventajas sobre otros marcadores pan-endoteliales usados
comunmente (CD31, CD34, Factor VIIl), ya que se une a las células
endoteliales activadas que participan en la angiogénesis tumoral, pero la

expresion es deébil / negativa en el endotelio vascular de los tejidos normales.
17,18

2.2.3 Relacion de CD105 con carcinoma oral de células escamosas y

displasias orales.

El carcinoma oral de células escamosas corresponde a una neoplasia maligna
de estirpe epitelial, caracterizada por la proliferacion celular incontrolada.15
Existen multiples procesos que estan asociados con la progresién tumoral, uno
de ellos es la angiogénesis, que representa un factor esencial para el
crecimiento tumoral y la metastasis.'® La angiogénesis se cuantifica mediante
la densidad microvascular que se basa en una evaluacion
inmunohistoquimica. Valores alterados en esta medicion se han asociado a un

mal prondstico en diversos tipos de cancer.®

Investigaciones resientes indican que CD105 se expresa intensamente en la
vasculatura tumoral, y puede ser un indicador prondstico importante para el

resultado en una serie de tumores malignos.3 20
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2.3 DISPLASIAS ORALES
2.3.1 Definicién

El término “displasia”, que proviene del griego y significa “mala forma” o “mal
modelo” 2! La displasia es la existencia de una combinacién variable de
fendmenos microscopicos indicativos de un desorden de la maduracion
epitelial y de una alteracion de la proliferacion celular, que puede ser en

algunos casos reversible.?? 23

Las anormalidades incluyen cambios de tamafio y configuracion de la célula
junto con cambios de su nucleo, asi como disposicion irregular de las células

en el tejido. %4
2.3.2 Clasificacion

La Organizacion Mundial de las Salud del 2005 (OMS) clasifico las displasias
orales en leve, moderado y severo, y agrega de la misma al carcinoma in situ
(C|S). 22,25

e Displasia leve
En general, la perturbacién arquitecténica limitada al tercio inferior del epitelio
acompafado de atipia citologica, define los criterios minimos de displasia
(Figura 8)%25. 26

Figura 8 Fotomicrografia en HyE: se observa cambios estructurales en el tercio inferior del
epitelio indicativos de displasia leve.
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e Displasia moderada
Disturbios arquitectonicos que se extienden al tercio medio del epitelio.

También presenta aumento en la atipia citolégica (Figura 9).212526

Figura 9 Fotomicrografia en HyE: se observa crestas epiteliales romas, alargadas y atipia
cito-nuclear confinada en el tercio medio e inferior del epitelio.

e Displasia severa
El reconocimiento de la displasia severa comienza con mas de dos tercios del
epitelio, mostrando perturbaciones arquitectdnicas y atipia citologica

incrementada (Figura 10).2125 26

Figura 10 Fotomicrografia en HyE: se observa alteraciones epiteliales que afectan a todo el
grosor epitelial.
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El concepto tedrico de carcinoma in situ es que la transformacion maligna

ocurrig, pero la invasién no esta presente. Presenta cambio estructural en el

espesor completo del epitelio, atipia celular, asi como mitosis aumentadas y

atipicas.?!

La OMS reconoce ciertos criterios que permiten clasificar a los diferentes tipos

de displasia de manera objetiva y que se basan en las modificaciones

citoldégicas y de arquitectura Tabla 1.26

ARQUITECTURA

CITOLOGIA

Variacion anormal en el tamafio nuclear
(anisonucleosis)

Variacion anormal en la forma nuclear
(polimorfismo nuclear)

Variacion anormal en el tamafio de las
células (anisocitosis)

Variacion anormal en la forma celular
(polimorfismo celular)

Incremento del tamafio nuclear.

Figuras mitéticas atipicas.

Incremento del nimero y el tamafio de los
nucledlos.

Hipercromatismo nuclear.

Tabla 1 Criterio usado en el diagnéstico de displasias mucosa en la cavidad oral.
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Ademas de la OMS, existen dos sistemas de clasificacion para las displasias

orales que son las siguientes?®:

La clasificacion de neoplasias intraepitelailes escamosas (SIN) es similar a la
de la OMS, exceptuado que en esta la displasia severa y carcinoma in situ se

combinan como SIN 3 Tabla 2.%5

La clasificacion Ljubljana en el afio 1971, relaciona los diferentes tipos de

displasia con el seguimiento clinico del paciente Tabla 2. %°

Clasificacién de Neoplasias Clasificacién de Ljubljana: Lesiones

la OMS 2005 intraepiteliales intraepiteliales escamosas (SIL)

escamosas (SIN)

SIN 1. Hiperplasia de células basales/ parabasales.

No requiere seguimiento cercano.

SIN 2. Hiperplasia atipica. Seguimiento cercano
SIN 3*** Hiperplasia atipica. Cirugia
SIN 3*** Carcinoma in situ. Cirugia y radioterapia.

Tabla 2 Clasificacion displasias epiteliales

Aun cuando existen diferentes clasificaciones para las displasias orales, la
clasificacion de la OMS del 2005 es la mas utilizada y en la cual nos basaremos

en este trabajo.
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2.4 CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS
2.4.1 Definicién

El carcinoma oral de células escamosas (COCE), también denominado
carcinoma espinocelular o carcinoma epidermoide, se define como una

neoplasia de estirpe epitelial 2627
2.4.2 Epidemiologia

Corresponde a la octava neoplasia epitelial maligna mas comdn,
representando el 90% de los tumores malignos en cavidad oral.?*
Generalmente se presenta en personas mayores de 40 afios, aunque se han

reportado casos en poblacién de jovenes.?’

<40 ainos

Mayor frecuencia
mujeres

Figura 11 Epidemiologia de COCE en México. Propiedad del autor.

2.4.3 Etiologia

La etiologia del carcinoma escamoso es multifactorial siendo los factores de
riesgo mas importantes el tabaquismo, el alcoholismo, sifilis, infecciones por

virus del papiloma humano (VPH), liquen plano bucal, radiacion, deficiencias
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nutricionales, inmunosupresion (VIH), enfermedades preexistentes, higiene

bucal deficiente, entre otros.27:28. 29
2.4.4 Localizacion

Los sitios méas frecuentemente afectados son la lengua (borde lateral y
ventral), paladar blando, labio inferior, piso de boca y area retromolar (Figura
12)_27, 30

Figura 12 Localizacion COCE.

2.4.5 Caracteristicas clinicas

En el estadio temprano puede aparecer como una lesién eritematosa
(eritroplasia) asintomatica o una lesién blanca (leucoplasia), o ambas
(eritroleucoplasia).?” Puede también aparecer como una erosion, una ulcera
pequefia, un nédulo, o una lesién periodontal. En estadios avanzados puede
presentarse como un aumento de volumen con superficie ulcerada, bordes

elevados, indurado a la palpacion y fijo a planos profundos.3! Figura 13
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Figura 13 Caracteristicas Clinicas. a) Fotografia extradral, vista frontal de la paciente. b)
Fotografia intraoral lateral de la lesién y c¢) Vista a detalle de la lesién en tercio medio y
posterior de la lengua.3?

2.4.6 Histopatologia

El carcinoma de células escamosas se caracteriza por presentar displasia
epitelial severa, con presencia de pleomorfismo celular, pleomorfimo nuclear,
mitosis incrementadas y anormales, nucléolos prominentes, queratinizacion

individual, perlas de queratina, y pérdida de estratificacion.3! Figura 14

Figura 14 Fotomicrografia en HyE, aumento 10x: muestra el componente neoplasico del
COCE.3?
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El grado de diferenciacion histolégica del carcinoma de células escamosas de
la cavidad oral, se obtuvo de acuerdo a la clasificacion histolégica segun

Broders modificada por la OMS en 2005 los cuales son; (Tabla 3)32

Grados de diferenciacion histopatoldgica

Bien diferenciado Histolégicamente son muy similares al
epitelio €SCcamoso. Las células
neoplasicas conservan la capacidad de
formar queratina, formando perlas o
globos coérneos dentro de unos limites
bien definidos. Las mitosis son
moderadas y hay escasas atipias
celulares. Frecuentemente aparece un

infiltrado peritumoral.

Moderadamente El nimero de mitosis aumenta y la
diferenciado 0 queratinizacion celular va disminuyendo,
intermedio dejando de formar globos coérneos y

gueratinizandose células de forma
aislada. El infitrado tumoral va
disminuyendo.
Poco 0 mal Los celulares neoplasicas pierden su
diferenciado semejanza con las células de las que
derivan 'y se rompe la adhesion
intercelular facilitando las metastasis.

Tabla 3 Grados de diferenciacion histologica.
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Con el propésito de realizar una estimacion mas precisa acerca del
comportamiento biolégico de esta neoplasia, Bryne, publicod el sistema de
graduacion del FIT, en la cual, un pequefio nimero de variables histologicas
son aplicadas a la zona de interfase entre el tumor y el huésped,
demostrando ser util en el prondstico de la neoplasia. El sistema de graduacion
del frente de invasion tumoral (FIT) evalla cuatro parametros morfoldgicos,
otorgandole a cada uno una puntuacion de 1 a 4, determinando el grado de
malignidad para cada tumor (puntuaciones altas sugieren un tumor

indiferenciado)343>

Los parametros contemplan: grado de queratinizacion, polimorfismo nuclear,
patron de invasion y respuesta inflamatoria, donde el patron de invasion
muestra la forma en que la neoplasia se infiltra y desarrolla hacia los tejidos

adyacentes, y la respuesta inflamatoria refleja la reaccion inmunolégica del

individuo contra la neoplasia (Tabla 4)%

Caracteristicas Score por puntaje
morfolbgicas 2
Bordes bien Cordones y Pequefios Disociacion
delimitados bandas grupos o celular
infiltrativos. cordones de  marcaday
células desorganizada
infiltrativas en pequefos
(n>15) grupos y/o
células solas.
Marcada Moderada Leve Ausente

Tabla 4 Clasificacién de los parametros patrén de invasién y respuesta inflamatoria segun el
sistema de graduacion propuesta por Bryne.

Actualmente la consideracion de la biologia tumoral, especificamente sus

caracteristicas histologicas, ha sido utilizada para realizar un diagndstico
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precoz del COCE, teniendo un papel fundamental en su prondstico. Las
caracteristicas histoldgicas del COCE pueden diferir ampliamente de un area
a otra dentro del mismo tumor, por lo que se cree que la informacién pronostica
mas util puede ser deducida del FIT, zona donde residen las células tumorales

mas agresivas, considerandose la regiéon mas representativa de la neoplasia.®®

2.4.7 Métodos de diagnostico en el carcinoma oral de células escamosas.

Para un diagnéstico temprano e importante para el COCE debe incluirse un
examen exhaustivo de cabeza y cuello, los tejidos blandos y duros dentro de
la cavidad oral, con una evaluacion detallada de los ganglios linfaticos
cervicales para determinar su ubicacién, tamafio, movilidad, textura vy
sensibilidad. Una deteccion temprana de una lesion de la mucosa oral facilitara
el diagndéstico en una etapa inicial; esto implica pasos claves para tratamientos
necesarios, mejores resultados y menos invasivos, asi como también de

menor costo y sobre todo una disminucién de la morbilidad y la mortalidad.3®

Las técnicas auxiliares de diagnéstico incluyen colorante azul de toluidina (kit
de cancer oral), técnicas citoldgicas exfoliativas, diagndstico salival y sistemas

de imagenes opticas.3°
e Tincidn con azul de toluidina

El azul de toluidina (también conocido como cloruro de tolonio) se ha
utilizado para ayudar en la deteccién y seleccién del sitio de biopsia, para

evaluar los margenes del COCE de la mucosa oral.3¢

Cuando se aplica tépicamente en forma de enjuague o hisopo, este colorante
vital metacromatico tifie los tejidos con rapida division celular, incluidos los

tejidos epiteliales inflamatorios, regenerativos y neoplasicos, el tejido
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conectivo expuesto y las células epiteliales que albergan cambios atipicos de
ADN.36

El azul de toluidina es 100% sensible para identificar lesiones malignas en
cavidad oral. Su uso puede ayudar a identificar lesiones sospechosas que
alerten al odontologo para remitirlo a médicos especialistas que le otorguen un

diagndstico y plan de tratamiento adecuado.®¢ Figura 15

Figura 15 a) Leucoplasia en la superficie ventral de la lengua. b) Tincion azul de
toluidina en areas limitadas de la leucoplasia.3’

e Citologia de cepillo

La citologia con pincel permite la recoleccion de todo el grosor del tejido
epitelial de la mucosa con el fin de examinar la morfologia de las células
descamadas bajo un microscopio 6ptico, siendo un método minimamente
invasivo y bien tolerado. Su uso ha sido recomendado en la practica clinica

para pacientes en los que la biopsia puede no ser posible.3® Figura 16
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Figura 16 Citologia exfoliativa®®

e Diagndstico optico

El principio de funcionamiento de estos sistemas se basa principalmente en la
presencia de cambios metabdlicos o estructurales anormales en las
propiedades Opticas de los tejidos que se produce durante el desarrollo de la
neoplasia oral. Las imagenes fluorescentes se basan en concentraciones de
fluoréforos, enlaces cruzados de colageno fluorescente, caracteristicas de
dispersion tisular, propiedades de absorcion de hemoglobina y espesor del
tejido.3¢

Cuando se exponen a diversas formas de luz o energia, los tejidos de la
mucosa revelan diferentes absorbancias y perfiles fluorescentes que pueden
ayudar en la deteccién de tejido displasico. Son utiles para detectar zonas

propicias para biopsia, y asi facilitar el diagnostico de COCE.3¢
e Biomarcadores salivales

La deteccion de biomarcadores de cancer junto con citologia exfoliativa
corresponden a métodos no invasivos para diagnosticar el COCE. Algunos de

los biomarcadores encontrados en el flujo salival de pacientes con COCE son
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8-oxoguanina ADN glicosilada, acido hidroxieicosatetraenoico, carbonilos,
ciclina D1, cistatina truncada SA-I, Cyfra 21-1. La proteina fosfatasa dual
especifica 1 (DUSP1), endotelina-1, fosfato sérico, galectinas 1, 3y 7, inhibidor
de la proteasa serina mamaria (Maspin), interleucina 1 beta, interleucina 8,
Ki67, lactato deshidrogenasa, proteina M2BP, metaloproteinasas 2 y 9,

proteina p53, proteina de unidn a calcio (S100P), proteina autotrasportadora

1 (SAT1), telomerasa y transferrinas para evaluar el potencial maligno del
COCE (Tabla 5)36:3°

BIOMARCADOR TECNICA OBSERVACIONES
ELISA Disminuye.
Cromatografia de gases, Aumentan, estan involucrados

espectrometria de masas y la enlos procesos de metastasis

dilucién de isétopos estables. e invasion tumoral

Oxidacioén de proteinas Aumentados, indica dafio

oxidativo de proteinas.

ELISA Aumenta, se relaciona con la
progresion celular y mal

prondstico.

SELDITOF Aumenta, se relaciona con

estadios de tumor

ELISA Se relacionada con la

recurrencia

PCR Se aumentan en el cancer

oral.
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Fosfato sérico

Galectinas 1,3y 7

Interleucina 1 beta

Interleucina 8

Metaloproteinasas 2y 9

ELISA

ELISA

Analisis inmunohistoquimico

ELISA

ELISA- PCR

ELISA- PCR

ELISA

Espectrofotometria

ELISA

ELISA

PCR
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Buen marcador para

diagnosticar liquen plano
Disminuye

Aumentada, relacionadas con

la progresién del tumor.

Su disminucién se relaciona
con el crecimiento, progresion

y metastasis.

Se aumentan en el cancer

oral.

Se aumentan en el céancer
oral.

Aumentan, relacionadas con
la progresion celular y mal

pronostico

Indicador de necrosis celular,
se relaciona con el mal

pronéstico y la recurrencia.

Se eleva principalmente en
estadios Brinkmann, 2012

iniciales del cancer oral.

Aumentan, relacionada con la

metastasis.

Su disminucion se asocia a la
capacidad de aberraciones

celulares.
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Western Blot Se aumenta en el cancer oral,
Espectrometria de masas se relaciona con la progresion,

metastasis y angiogénesis.

PCR Se aumentan en el cancer
oral.
Telomerasa PCR Biomarcador de cancer pero
ELISA no diferencia estadio de la
lesion.
Transferrina Eco-2D El aumento de los niveles
MALDI-TOF salivales de transferrina se
Western Blot y ELISA correlaciona con el tamafio y

etapa del tumor.

Tabla 5 Biomarcadores salivales y técnicas empleadas para su andlisis.

e Biopsia de mucosa oral

La biopsia y el estudio histopatologico de la muestra sigue siendo considerado
como el mejor método de diagndstico de cancer de mucosa oral. Este método
permite determinar el tipo histolégico de cancer, el grado de diferenciacion
celular, la cohesion entre células neoplasicas, los limites del tumor y otros
parametros como grado de proliferacion celular, si se analiza con técnicas de

inmunohistoquimica.3®

Ante la sospecha de cancer se debe tomar una biopsia incisional que incluya
tejido aparentemente sano y afectado; la biopsia excisional debe evitarse ya
qgue no incluira un margen suficiente y si la lesion es maligna, el sitio afectado
y el caracter de la lesibn serdn poco claros para el cirujano o el

radioterapeuta.3® Figura 17
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BIOPSIA EXCISIONAL BIOPSIA INCISIONAL

Tumour Subcutaneous

tissue Skin Tumour

Fascia Muscle

Marginal resection

[ |

Tumour ,I

Tumour

Figura 17 Biopsia excisional e incisional.*°

2.4.8 Tratamiento

Debido a su complejidad, para el tratamiento de esta, se debe tomar en cuenta
si se encuentra en un estadio temprano o avanzado (segun la estadificacion T
(tumor) N (metastasis a ganglios linfaticos), M (metéstasis a distancia), la
localizacion la cavidad bucal (labio, proceso alveolar y trigono retromolar, piso
de boca, lengua, paladar duro, mucosa bucal), edad y el estado general del

paciente. 2930

El tratamiento incluye varias modalidades, entre las que se encuentran la

extirpacién quirdrgica, radioterapia, quimioterapia o ambos tratamientos.3°

Los canceres en estadios temprano, presentan una supervivencia a dos afios
en el 90% de casos diagnosticados, utilizando la terapia de cirugia vy
radioterapia, en cambio casos de canceres avanzados presentan una
supervivencia a dos afos, unicamente en el 45% de los casos, tratandose con

una combinacioén de cirugia, radioterapia y quimioterapia.°
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las displasias orales son alteraciones morfolégicas que dependiendo de su
estadio se correlacionan con la capacidad de malignidad y pueden tener el

riesgo de desarrollar COCE.

Un pronostico temprano se desarrolla proporcionalmente a la supervivencia de
los pacientes, por lo tanto, es importante el predecir este proceso utilizando
moléculas expresadas en etapas tempranas de carcinogénesis. La expresion
de CD105 en la vasculatura tumoral, podria ser un indicador importante de

agresividad en neoplasias epiteliales.

4. JUSTIFICACION

El COCE es la neoplasia maligna mas frecuente, representando el 90% de los
tumores malignos en la cavidad bucal. Actualmente existen habitos
perniciosos que han intervenido en la mayor prevalencia de COCE en
personas jovenes. Esto hace que la deteccién temprana de este tipo de
lesiones repercuta en el tratamiento y prondéstico de los pacientes afectados.
Se sabe que la angiogénesis juega un papel importante tanto en el crecimiento
como capacidad metastasica de las células tumorales, por lo que evaluarla

podria ser Gtil como marcador temprano de la transformaciéon maligna.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la expresion de CD105 como marcador de angiogénesis en las

displasias orales y el carcinoma oral de células escamosas?
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6. HIPOTESIS

La expresion de CD105 serd mayor en los carcinomas orales de células

escamosas que en las displasias orales.

7. OBJETIVOS
7.1  Objetivo general

Medir la expresion de CD105 como marcador de angiogénesis del carcinoma

oral de células escamosas y las displasias orales.

7.2 Objetivos especificos.
1. Identificar la expresion de CD105 entre los diferentes grados de COCE.
2. Determinar la expresion de CD105 entre las diferentes displasias.

3. Comparar la expresién de CD105 entre los COCE vy displasias orales.

8. DISENO DE ESTUDIO
8.1 Tipo de estudio

Observacional, transversal y retrospectivo.
8.2 Universo de estudio

Todos los carcinomas orales de células escamosas y displasias orales de
DEPel Clinica Medicina Bucal UNAM desde 2013 hasta 2017.

8.3 Muestra de estudio

Nueve casos de COCE, tres de cada grado (bajo, intermedio y alto), y seis
casos de displasias orales, tres de cada grado; (leve y severa), de DEPel
Clinica Medicina Bucal UNAM.
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8.4  Criterios de inclusion

1. Todos los casos que cuenten con bloque de parafina y con suficiente tejido
para su analisis.

2. Los casos que en HyE se confirme el diagnostico de COCE vy displasias
orales.

8.5 Criterios de eliminacion
Casos donde no exista suficiente estroma

8.6  Criterios de exclusion
1. Casos que no cuenten con bloque de parafina.

2. Casos que no tengan suficiente tejido para valoracion.

9. MATERIAL Y METODO

9.1 Histoquimica

A los 15 casos obtenidos de DEPel Clinica Medicina Bucal UNAM se les
realizo 1 corte histolégico a 5um para un total de 15 cortes para el anticuerpo
en estudio. Se observaron al microscopio Optico Leica DM750 las laminillas
tefiidas con HyE para confirmar el diagnéstico de COCE vy displasias,
determinando las zonas con mayor cantidad de estroma y realizar la

estandarizacién tutora-alumna.

Se gradificaron histopatolégicamente las lesiones con el fin de clasificar al
COCE en bien diferenciado, intermedio y mal diferenciado, y displasias orales
en leve y severa. Para este fin se utilizaran tablas de recoleccién de datos por
cada una de las lesiones a estudiar basadas en la clasificacion de la OMS
2017. Tabla 6
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Carcinoma oral de células escamosas Displasias orales

Grado | Bien diferenciado Displasia bajo grado

Grado Il Intermedio Displasia alto grado
Grado lll Mal diferenciado

Tabla 6 Clasificacion de COCE y displasias orales.

Previo a la lectura microscopica, se realiz6 el analisis de concordancia Kappa
de Cohen turora-alumna por triplicado utilizado las mismas tablas de
recoleccion de datos; obteniendo un valor de kappa .91 interobservador y .93

intraobservador que indica una fuerza de concordancia casi perfecta.

9.1 Inmunohistoquimica (IHQ)

Previo a la realizacién de la técnica de IHQ, se recibié entrenamiento y se
estandariz6 la técnica para el anticuerpo y se determind la dilucién a utilizar y

se estableci6 una dilucion 1:600 para CD105.

El procedimiento para IHQ fue realizado de acuerdo a la reportado por
Goldstein y Watkins en 2008. Primero las laminillas se desparafinaron en 3
bafios de xilol durante 15 minutos y rehidratacion en 2 bafios en alcohol de
100%, seguidos de 2 mas en alcohol de 96% durante 3 minutos cada uno.
Posteriormente se lavaron con agua destilada desionizada y se realiz6 la
recuperacion antigénica utilizando un buffer de citratos con Ph 6 al 0.1 My se
llevo en bafio de agua al horno de microondas durante 5 minutos a potencia

800W y posteriormente 15 minutos mas a potencia 400 W.

Se realizaron 3 lavados con Buffer de fosfato (PBS) por 3 minutos cada uno y
se inhibid la actividad de la peroxidasa enddgena con perdxido de hidrégeno

al 3% incubandolo durante 20 minutos en camara hiumeda; y transcurrido el

40| Pdgina



ety
ol

1904

tiempo se hicieron 3 lavado de PBS por 3 minutos mas. Se delimito la muestra
con lapiz hidrofébico y enseguida se permeabilizé con Triton-X10 al 0.2%
durante 20 minutos. Se lavdé nuevamente con PBS 3 veces durante otros 3
minutos. Posteriormente se realiz6 el bloque del marcaje inespecifico con
PBS-albumina al 0.2% durante 20 minutos en camara humeda y se realizaron

3 lavados de PBS de 3 minutos.

Se coloco el anticuerpo primario CD105 marca Santa Cruz ®Biotechnology,
esta operacion se realizdé por separado para cada uno de los anticuerpos.
Después de la incubacién con el anticuerpo primario se realizaron 3 lavado de
3 minutos para colocar el anticuerpo secundario anti-mouse/rabbit en camara
himeda por 20 minutos a temperatura ambiente de 3 lavados en PBS de 3

minutos cada uno.

Se prosiguié a la incubacién de la peroxidasa de rabano (HRP) en camara
hameda por 10 minutos seguido de 3 lavados con PBS de 3 minutos. Se
empled diaminobencidina (DAB) como cromdégeno y se coloco a cada tejido
durante 3 minutos. Después de aplicar el cromédgeno se lavaron las laminillas
con agua corriente, se dejaron en agua destilada desionizada durante 1

minuto.

Se realiz6 la contratincién con hematoxilina de Mayers durante 10 minutos y
posteriormente se lavaron con agua corriente. Se realizé la deshidratacion de
los tejidos con alcohol de diferentes concentraciones y xilol para realizar el

montaje con resina hidrofdbica.

Se utilizaron controles positivos y negativos; como control positivo de CD105
riidn. El control negativo se obtuvo por la omision del anticuerpo primario

sustituido por PBS en los tejidos anteriores. Tabla 7
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1:600

SC-20632
Rabbit
Polyclonal IgG

Tabla 7 control positivo, diluciones y clonas del anticuerpo.

9.2 Analisis de inmunoexpresion

Para evaluar la expresion inmunohistiquimica y debido a las diferentes
técnicas metodologicas utilizadas para la obtencion de muestras de DEPel
Clinica Medicina Bucal UNAM; el analisis de imagenes se realizé con el Leica

Las-Ez e Image J.

Se tomaron fotografias de los casos del Departamento de Patologia, Medicina
Bucal y Maxilofacial con el programa Leica Las-Ez version 3.2.0. Se
seleccionaron los campos de mayor inmunoreaccion a 40 aumentos y se

volvieron tomar fotografias a 200 aumentos para realizar el conteo vascular.

Las fotografias fueron analizadas con el software ACDSee 10 photo Manager
colocandoles una cuadricula de medicion en donde cada 0.025cm
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correspondia a una micra, esto se realizé con el fin de hacer una medicion
vascular cuantitativa objetiva. Una vez colocada la cuadricula se procedio a la
cuantificacion vascular con ayuda del software ImageJ® version 1.46
previamente calibrado. Se realiz6 a convertir las fotografias a escala de grises
y cambio pixelaje a 2.0 obteniendo las densidades Opticas. En la figura 18 se

muestra la secuencia metodologia disefiada y utilizada en este estudio.

Seleccién de hot spot
40x

ADERIO-LEICA

Fotografia a 200x
Conteo de vasos

sanguineos

Andlisis de
Inmunoexpresion

IOV
ADERIO-LEICA

ACDSEE

Asignacioén de
cuadricula

Figura 18 Imagen que muestra el procedimiento realizado para la cuantificacién vascular.

9.3 Analisis estadistico

Para la cuantificacién de vasos sanguineos se utilizd mediana como medida
de tendencia central y rango intercuartilar como medida de dispersién. Se
realizé analisis estadistico no paramétrico Kruskal- Wallis con pruebas post
hoc U de Mann Withney y Dunn para determinar la diferencia en la
cuantificacion entre los grados histolégicos del COCE bien diferenciado,
intermedio y mal diferenciado, y de las displasias leves y severas, asi como

para comparar los distintos valores obtenidos con el anticuerpo. El software
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qgue se utilizé para el analisis de los datos fue SPSS Statistics Version 22 y

para la obtencion de graficas GraphPad Prism5 version 5.04. Figura 19y 20

COCE COCE COCE
bien diferenciado intermedio mal diferenciado

Figura 19 Fotomicrografia inmunohistoquimica CD105. A) COCE de bajo grado, B) COCE
grado intermedio, C) COCE de alto grado. Fuente directa.

Displasia Displasia
bajo grado alto grado

W ;;«"-&V,w’_l Noe o

-

Figura 20 Fotomicrografia inmunohistoquimica CD105. A) Displasia de bajo grado, B)

Displasia de alto grado. Fuente directa
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10. RESULTADOS

COCE BIEN COCE MAL COCE DISPLASIA DISPLASIA
DIFERENCIADO DIFERENCIADO INTERMEDIO BAJO ALTO

GRADO GRADO
# de 20 28 44 4 15
vVasos

Tabla 8 Conteo de vasos sanguineos de medianas.

Debido a que el conteo de vasos sanguineos se realizé en medianas tabla 8,
se realizé un analisis estadistico no paramétrico para la diferencia entre

grupos.

Al realizar la prueba de Kruskal-Wallis, encontramos una diferencia
estadisticamente significativa (p 0.01), al comparar los diferentes grados
histologicos del COCE. Se realiz6 prueba de post hoc Dunn para identificar
que grupo poseia mayor diferencia. Se obtuvo una p 0.018 al comparar el
COCE bien diferenciado con el COCE poco diferenciado, una p 0.025 al
comparar COCE bien diferenciado con COCE intermedio y una p 0.025 de
COCE intermedio del COCE poco diferenciado.

En cuanto a las displasias, se realizé una prueba estadistica no paramétrica
para la comparacion de dos grupos. En el analisis de U de Mann Whitney
indico que no existe diferencia estadisticamente significativa al comparar el

conto de vasos de las displasias leves con las displasias severas (p 0.22).
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11. DISCUSION

El carcinoma oral de células escamosas es el cancer oral mas comun que ha

sido identificado como una amenaza para la salud publica en nuestro pais.

Saavedra nos dice en su estudio que la importancia de la angiogénesis en el
crecimiento tumoral solido esta bien reconocida. La angiogénesis tumoral se
considera el resultado de un desequilibrio entre los factores pro y anti-
angiogénicos producidos, tanto por la malignidad como por las células

normales.

Khalili y Marioni menciona que endoglina (CD105) es una glicoproteina
inducida por hipoxia asociada a la proliferaciébn que parece ser clinicamente
mayor a otros marcadores en la evaluacion selectiva de la angiogénesis

tumoral.

Varios estudios han revelado una regulacion de CD105 en una amplia gama
de endotelios tumorales. Desde 2002, la expresion de CD105 endotelial
también se ha investigado de forma retrospectiva en pacientes con carcinoma

oral de células escamosas.

Por lo tanto, la angiogénesis y la actividad proliferativa desempefian papeles
clave en el crecimiento tumoral, asi la evaluacién de la angiogénesis en COCE
ayuda a predecir el pronostico del tumor; sin embargo, hay hallazgos
contradictorios ante displasias que no son realmente favorables. Estas
contradicciones pueden estar relacionadas con las diferencias en los métodos
de cuantificacion para el endotelio tefiido y el anticuerpo utilizado como

marcador de angiogénesis
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De acuerdo a nuestro estudio se sugieren que la endoglina (CD105) es un
potente marcador de neovascularizacion que nos permite discernir entre los
diferentes grados de carcinomas orales de células escamosas. Al estudiar los
diferentes tipos de displasias no encontramos ninguna diferencia entre ellas,
esto puede ser debido a que las displasias corresponden a un cambio en la
estructura del epitelio que no propicia una alteracion en el tejido conjuntivo

adyacentes.

Basados en nuestros resultados sugieren que CD105 se podria utilizar de
forma independiente como un marcador de prondstico clinico, ya que es muy
especifico en el COCE. Ademas, el aumento de la positividad de CD105 se
correlaciona directamente con una mayor densidad microvascular del tumor y

esto esta relacionada con el prondstico en el grado de diferenciacion de COCE

12. CONCLUSION

La expresibn de CD105 en carcinoma oral de células escamosas es
positivamente mientras que para displasias no es recomendada, ya que no hay
diferencias significativas.

Por lo tanto, endoglina tiene un papel significativo en el desarrollo de COCE y
podria ser relativamente mas especifico que los marcadores endoteliales
comunes. Asi que la MVD es capaz de distinguir la diferenciacion de COCE
en bien, intermedio o mal diferenciado debido a que la cuantificacion vascular

es proporcional al grado del COCE, por este marcador.

Se necesitan estudios con una muestra mayor que permitan corroborar los

resultados obtenidos.
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