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1. RESUMEN

INTRODUCCION

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) representa el tipo mas
comun de malignidad en la cavidad oral. Entre los tratamientos de primera
linea para el cancer esta la quimioterapia, sin embargo, presenta poca
especificidad y altos efectos secundarios, por ello, un nuevo enfoque
podria ser la terapia dirigida debido a que presenta alta selectividad a las
células cancerosas. El receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) juega un papel clave en numerosos procesos que afectan el
crecimiento tumoral, la progresion, la diferenciacion, la invasion, la

metastasis y la inhibicion de la apoptosis.

OBJETIVO

Identificar la inmunoexpresion de EGFR en el carcinoma oral de células

escamaosas.

METODOLOGIA

Se observd la expresion de EGFR a través de la técnica de
inmunohistoquimica en 3 muestras del Departamento de Patologia y
Medicina Bucal de la Facultad de Odontologia de la UNAM.

RESULTADOS.

Se incluyeron 3 muestras de COCE del Departamento de Patologia,
Medicina Bucal y Maxilofacial de la Division de Estudios de Posgrado e
Investigacion, de la Facultad de Odontologia para la técnica de
inmunohistoquimica. A través del microscopio Optico se determind la
localizacion, el porcentaje de células positivas y la intensidad de EGFR en

cada muestra.



CONCLUSIONES

La expresion de EGFR puede ayudar como marcador prondstico en el
COCE, sin embargo, sugerimos que se realicen estudios en un mayor

ndamero de muestras para identificar su comportamiento en este tumor.



2. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud define el término cancer como un
amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del
cuerpo. El cancer supone un problema de salud a nivel mundial y es una
de las causas mas importantes de mortalidad. Las células cancerosas
proliferan sin medida, ajenas al control de los organismos, por medio de
mitosis repetidas y anOmalas extendiéndose mas alla de los limites
normales e invadiendo partes adyacentes del cuerpo, propagandose a
otros oOrganos. El cancer es una enfermedad multifactorial, entre los
factores que contribuyen a su desarrollo incluyen antecedentes genéticos
y exposicion cronica a diversos agentes ambientales. Todos estos
factores conducen a la acumulacion de cambios moleculares en las
células, lo que contribuye al inicio de la carcinogénesis. La cirugia, la
quimioterapia y la irradiacién son los principales enfoques terapéuticos
para el cancer, siendo la quimioterapia un componente importante del
tratamiento para los pacientes con cancer. Sin embargo, su éxito es
limitado debido a la falta de selectividad de las células tumorales sobre las
células normales, lo que resulta en concentraciones insuficientes del
farmaco en los tumores, toxicidad sistémica y la aparicion de células
tumorales resistentes a los farmacos. La terapia dirigida esta ganando
importancia debido a su especificidad hacia las células cancerosas, al
tiempo que evita la toxicidad para las células fuera del objetivo, identificar
los posibles blancos terapéuticos para el COCE es indispensable para el
éxito de la misma. Por esta razén, el objetivo de este trabajo es identificar

la inmunoexpresion de EGFR en el carcinoma oral de células escamosas.



3. FUNDAMENTO TEORICO

El cancer oral es un grave problema que estd aumentando en
practicamente todo el mundo. Es mas comun en pacientes de 50 afios en
adelante y en muchos paises es mas frecuente en hombres que en
mujeres, esto se debe a habitos de riesgo o exposicion al sol como parte
algunas profesiones. El 90% de los tumores malignos primarios son
Carcinomas Orales de Células Escamosas, siendo mas frecuente en
borde lateral de la lengua y su tratamiento dependera del estadio en el

gue se encuentre la lesion.

3.1 CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es el tumor maligno de origen
epitelial mas frecuente en la cavidad oral y supone del 2 al 3% de todas las
neoplasias y méas del 90% de los canceres orales. La etiologia del cancer oral es
multifactorial, siendo los factores de riesgo méas importantes el consumo de
tabaco y de alcohol, los cuales sinérgicamente aumentan el riesgo hasta en un
50%.

El COCE puede aparecer en cualquier parte de la cavidad oral, siendo
mas frecuente en la lengua (Imagen 1. A y B) principalmente en los

bordes laterales y superficie ventral, seguido del piso de la boca y menos

frecuente en mucosa yugal, encia y paladar duro. ©




3.2 ETIOLOGIA

El cancer oral es una enfermedad multifactorial donde la exposicion

constante a estimulos cancerigenos (quimicos, fisicos y virales) inducen a
la mucosa oral condicionada genética y sistémicamente a presentar
cancer. Esto da como resultado una patogenia compleja ya que la
presencia de los factores de riesgo por si mismos no representan una

sentencia de la presencia de la enfermedad.

Fumar es la causa mas importante del cancer oral, existe un aumento del
riesgo dependiendo de la dosis, el consumo de alcohol combinado con el
tabaquismo aumenta el riesgo, se menciona que es un riesgo 35 veces

mayor de desarrollar cancer. 423

3.2.1 Tabaco

El tabaco consta de mas de 5000 sustancias quimicas distintas, las cuales

han demostrado que muchas de ellas son carcinogénicas. Los
hidrocarburos arométicos policiclicos, las nitrosaminas y otras sustancias
quimicas del tabaco se activan metabolicamente con enzimas que
promueven la excrecion. Sin embargo se menciona que los metabolitos
reactivos forman ductos en el ADN como el alcohol y que al no repararse

adecuadamente provocan mutaciones y anomalias genéticas. ¥

También se habla de que el consumo de tabaco esta asociado con la
inflamacion de los tejidos que se exponen y que producen citosinas,
qguimiocinas y factores del crecimiento que contribuyen a la proliferacion,

angiogénesis y por ultimo a la carcinogénesis. @

El tabaco masticado que se usa en algunas poblaciones de Asia y el
Pacifico también forma parte de los agentes etiolégicos del cancer oral. El
efecto de los cigarrillos electronicos sobre el riesgo de COCE sigue

siendo desconocido y sera evidente en los préximos afios.®



3.2.2 Alcohol

Como se menciona anteriormente el alcohol en conjunto con el tabaco es
un riesgo mas elevado ya que el alcohol se metaboliza a acetaldehido el
cual forma ductos de ADN e interfieren en su reparacion, ademas de que
puede servir como solvente para carcind0genos y asi favorecer la
exposicion de células epiteliales a estas sustancias, otro mecanismo que
puede conducir al COCE es la generacion de metabolitos de oxigeno

reactivos relacionados con el etanol. 3"

Algunos autores mencionan que el etanol no ejerce por si mismo un
efecto carcinogénico; mas bien es el acetaldehido que resulta un producto
de la metabolizacion del etanol, el cual tiene propiedades cancerigenas.
Por si solo el alcohol presenta mecanismos causticos, es decir que
fomenta la disolucion de los lipidos en las células del epitelio logrando una
permeabilidad mayor en la mucosa, asi como crea interferencias en la
sintesis y reparacion del ADN sobre las areas de la mucosa oral y de las
vias aerodigestivas superiores, provocando atrofia del epitelio. Lo que
hace a la mucosa méas susceptible a otros carcinégenos, permitiendo el
pase de sustancias dafiinas, como son los productos derivados de la
combustion del tabaco. Sistémicamente causa xerostomia, afecta la
capacidad del higado para lidiar con compuestos toxicos o potencialmente
cancerigenos, y el alcoholismo crénico se asocia a la desnutricion y a un
deterioro de la inmunidad innata y adquirida, terminando en una

susceptibilidad mayor a infecciones y neoplasias. ¢V

3.2.3 VPH

Hablando de agentes infecciosos, las infecciones persistentes por VPH en
particular el tipo 16 y en menor medida el VPH-18, entre otras cepas y
VEB (virus de Epstein-Barr) son factores etiologicos en el cancer

orofaringeo pero se observa una pequefia minoria (3%).



3.2.4 Otros factores

El COCE también se asocia con la masticacion de nuez de areca o betel-
quid que es un término que se aplica a una variedad de mezclas
personalizadas que comprenden nuez de areca (fuente de carcin6genos),
hoja de betel (la hoja de Piper betle), lima apagada y/o tabaco, asi como
otras especias segun las costumbres locales de India, Taiwan y algunas

provincias de China. 3%

La exposicion prolongada al sol es un factor de riesgo para el cancer de

labio. &%

3.3 CARCINOGENESIS

La carcinogénesis oral es un proceso multifocal de alta complejidad que
tiene lugar cuando el epitelio escamoso se ve afectado por diversas
alteraciones genéticas. Cerca del 90% de los canceres orales se originan
en el epitelio estratificado no queratinizado de la mucosa oral, razén por la
cual se denomina carcinoma oral de células escamosas (COCE), cuyos
principales factores de riesgo incluyen el consumo de tabaco y alcohol. La
carcinogénesis oral implica la acumulacion de alteraciones genéticas
discretas e irreversibles, asi como cambios epigenéticos que conducen a
una expresion/funcion alterada en proteinas, incluidas p53, NOTCH1,
EGFR, CDKN2A, STAT3, ciclina D1, pRb y componentes de Wnt/B-
Catenina via de la catenina, entre otras. El desarrollo de COCE se origina
con la exposicion a un carcinégeno que produce alteraciones genéticas y
moleculares tempranas en los queratinocitos orales en todas las areas de
tejido expuestas al carcindégeno, seguida de displasia epitelial en diversos
grados de evolucién, para terminar con su transformacion maligna a

COCE y metastasis. (Imagen 2) ‘9
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La mucosa oral normal es una capa estratificada de células epiteliales
dispuestas sobre una membrana basal que separa las células epiteliales
del tejido conectivo y los vasos sanguineos. Cuando la mucosa oral se
enfrenta a factores estresantes externos, como el tabaco, el alcohol o la
infeccién por el virus del papiloma humano (VPH), las células de las capas
mas profundas sufren alteraciones morfolégicas en forma y tamafio. Este
novedoso estado representa una respuesta de adaptacion frente a una
estimulacién dafiina, lo que se conoce como displasia oral. La displasia
bucal puede clasificarse en leve, moderada o grave, segun la extension
de la lesion y la presencia de marcadores moleculares inducidos como
resultado de la expresion genética alterada. La displasia oral se considera
la etapa previa al carcinoma oral de células escamosas (COCE) y el
predictor mas fuerte de transformacion maligna a cancer. Durante el
OSCC, los cambios fenotipicos masivos afectan a todas las capas
epiteliales, y se extiende sobre el borde tisular, con roturas de la
membrana basal, en un proceso que permite la invasion del tejido

conectivo y la incorporacién a los vasos sanguineos (intravasacién). °
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La division celular es un proceso el cual estd controlado por dos
mecanismos ya sea de estimulacion o de inhibicion y estos dependen de
la normalidad de los tejidos y Organos. En esta division celular es
importante que se cumplan dos eventos muy importantes para preservar
la normalidad de la célula clon, el primer evento es la accién de los
mecanismos reparadores que son productos de genes ubicados en
distintos genes, que reparan los errores para que no sean heredados por
las células hijas al dividirse la célula, y el otro evento es permitir que la
apoptosis haga su trabajo eliminando las células con mutaciones, este
proceso esta regulado por P53 conocido también como “el guardian del

genoma” y su contraparte bcl2 que es un gen anti-apoptdtico. 9

Para que una célula normal cambie su fenotipo y se transforme a una
célula neoplasica se requieren varias mutaciones en varios genes y esto
ocurre a través de varios afios de estar expuesto a un agente

carcinogénico. 9

Todo inicia por una sola célula que evadio los procesos para controlar los
dafios genéticos y comienza a dividirse con esas mismas mutaciones y
dafios pero a su vez puede causar los mismos dafios a las células a su

alrededor. 9

La carcinogénesis consta de tres etapas iniciacion, promociéon y
progresion en donde la iniciacidbn se presenta a nivel del genoma con
todas las mutaciones y dafios genéticos, la promocion representa la etapa
donde hay crecimiento tisular, es decir formacion del tumor donde
participan los factores de crecimiento, angiogénesis y degradacion de
matrices celulares y por dltimo en la progresion en donde existe la
capacidad de invadir a tejidos adyacentes o a distancia por parte de la

célula maligna. (Imagen 3)
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3. 4 EPIDEMIOLOGIA

Dado que el COCE representa mas del 90% de todas las neoplasias
malignas orales y alrededor del 15% de los carcinomas de células
escamosas de todo el cuerpo, el grupo de carcinomas presenta un
problema de salud grave y mundial, con una prevalencia maxima en el
sudeste asiatico. " ? Es el sexto cancer mas comln en todo el mundo
(cuando se incluyen los sitios orofaringeos), la incidencia sigue
aumentando y se prevé que aumente un 30% ( 1,08 millones de casos

nuevos al afio) para el 2030. @

En todo el mundo la incidencia de cancer oral es mayor en hombres (5,5
casos por 100 000 habitantes por afio) que en mujeres (2,5 casos por 100
000 habitantes por afio), pero en los ultimos afios en algunos paises
como India y Tailandia donde las proporciones entre hombres y mujeres

son 12 y 11,56 respectivamente.
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Es mas frecuente en la quinta y sexta década de vida, ocurren en
pacientes de 50 a 70 afos. A medida disminuye las tasas de tabaquismo,
la incidencia de cancer intraoral disminuye, aunque en algunos paises se

han informado aumento en pacientes mas jovenes. &%

En los registros del Instituto Nacional de Cancerologia de México, en 10
afos (1985-1994) se reportaron 28,581 casos con confirmacion
histolégica de cancer, de los cuales 8984 (31.4%) casos fueron en
hombres y 19,597 (68.6%) casos fueron en mujeres. En los hombres, de
1985 a 1989, la prevalencia de cancer de la cavidad oral (excluyendo las
glandulas salivales mayores) fue de 5.4% (232 pacientes); de 1990 a
1994, 266 pacientes (5.6%) y en el total del periodo de 1989 a 1994 se
reportaron 415 pacientes (4.6%). En las mujeres, de 1990 a 1994, la
prevalencia de cancer de la cavidad oral (excluyendo las glandulas
salivales mayores) fue de 1.3% (n=125) de 1990 a 1994, 140 pacientes
(1.3%) y en el total del periodo de 1989 a 1994 se reportaron 265
pacientes (1.3%).

Un estudio que se realizé en el Hospital General de la Ciudad de México
de 1990 hasta 2008 donde se registraron un total de 531 pacientes
diagnosticados con COCE en donde la edad media fue de 62,5 + 14,9 con
un rango de edad de 16 a 98 afios, donde los pacientes con menos de 40
afios fueron el 11,6% (62 pacientes) y mayores de 40 afios fueron el
88,3% (469 pacientes) y en donde el 58,4% (325 pacientes) eran hombres
y el 41,6% eran mujeres (221 pacientes) lo que se concluyé como una
relacion hombre:mujer de 1,4:1, a su vez también se menciona que la
zona anatomica donde el COCE prevalece fue la lengua con 44,7% (237
casos), enseguida fue el labio con 21,2% (113 casos) posteriormente las
encias con 20,5% (109 casos), piso de boca con porcentaje de 8,9 (47
casos), paladar con el 0,5% (3 casos) y por ultimo otros sitios de la boca

con 4,2% (22 casos). @
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En otro estudio que se realiz6 en el archivo de Anatomia Patoldgica del
Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” de un periodo de 1997 hasta
2001 se analizaron 149 casos de pacientes diagnosticados con COCE
donde el objetivo era el género de prevalencia, zona anatémica, y grado
de diferenciacion, entre otros. Se obtuvo un resultado donde el 33 de los
casos (67,3%) eran de género masculino y 16 de los casos (32,7%) eran
de género femenino, por lo que la relacion hombre:mujer fue de 2:1, las
zonas donde se presento el COCE fue en mucosa de carrillo con 4 casos
(8,2%), encia con 7 casos (14,30%), seguido de labios con 9 casos
(18,4%), lengua con 15 casos (30,6%), paladar con 6 casos (12,2%),
trigono retromolar con 4 casos (8,2%), piso de boca con 4 casos (8,2%);
por lo que se dedujo que la lengua fue la localizaciobn mas frecuente,
también se menciond que la edad media del COCE en esta revision fue
de 68 afios de edad con una desviacion estandar de 14,8 afios, el rango
de edad era de 32 afios a 94.%%

3.5 CARACTERISTICAS CLINICAS

La presentacion clinica es variable, en un inicio asintomatica y precedida
por cambios de color en la mucosa, siendo la eritroplasia, leucoplasia o la
combinacion de ambas las lesiones mas importantes, también se puede
presentar como una erosion, una Ulcera pequefia 0 una masa exofitica de

textura granular o verrugosa.

El cancer oral puede afectar cualquier sitio o area de la mucosa oral, el
COCE surge del epitelio mucoso de la cavidad oral los cuales los
principales sitios son: labios, paladar duro y blando, lengua, piso de boca
y trigono retromolar. * ? EI COCE tiene mayor predileccién en labio
inferior (principalmente bermellén), bordes laterales de la lengua
posteriores, puede abarcar vientre y dorso de la lengua y piso de boca,
seguido de la encia insertada y trigono retromolar. La presentacién puede

verse como cambios en el color de la mucosa, ya sea de color blanco, rojo

15



0 mixtos pueden presentar cambios nodulares y con presencia de Ulcera
generalmente con forma irregular y bordes indurados, una caracteristica
imprescindible de la Ulcera es que no cicatriza y por lo regular no presenta
dolor. @ ® Generalmente el COCE se diagnostica de forma tardia o en
etapas avanzadas ya que los pacientes toman accion porque interfieren
en las funciones fundamentales como comer y hablar y es importante
recalcar que la mayoria de los pacientes diagnosticados con COCE no
presentan ninguna lesién pre maligna previa. ¥ El COCE comtnmente se
presenta como una lesién Unica que se presenta en una variedad de

formas que persiste por mas de 3 semanas.

El COCE también puede afectar el labio en un 30 % pero se ha
demostrado que es una enfermedad distinta al COCE, el cancer de labio
puede seguir a una queilitis actinica cronica en consecuencia de la
radiacion solar, afecta principalmente el bermellén del labio inferior y tiene

mejor pronéstico que el COCE. ¥

3. 6 CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS

Para comprender de mejor manera la apariciéon del COCE es importante
resaltar las lesiones potencialmente malignas las cuales son entidades
gue se asocian a alteraciones en la homeostasis del epitelio bucal que la
mayoria de las veces se transforman a su forma maligna. Dentro de las
mas comunes se encuentra la leucoplasia oral y la eritroplasia. ®® Estas
lesiones en el mayor de los casos preceden a la aparicion de canceres
invasivos de la cavidad oral, que cuando se diagnostican tempranamente
y la intervencién es adecuada el riesgo de transformacion a COCE

disminuye. ®®
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En la literatura mencionan distintas entidades consideradas lesiones
potencialmente malignas como lo son: la leucoplasia, eritroplasia, fibrosis
submucosa, liquen plano oral, reacciones liquenoides, queilitis actinica,
hiperplasia, entre otras, la mayoria de estas lesiones al inicio son

asintomaticas. ®

La leucoplasia segun la OMS es una mancha o placa predominantemente
blanca que no se desprende, que no corresponde a ninguna otra entidad
tanto clinica como histologicamente y tiene tendencia a la transformacion
maligna. Y La leucoplasia presenta distintos aspectos histolégicos que
podria ser desde una hiperqueratosis (aumento del estrato corneo) sin

displasia hasta una displasia severa con hiperplasia epitelial. ??

En la leucoplasia generalmente hay presencia de displasia ya sea leve,
moderada o severa en donde la leve sélo presenta cambios en los
estratos inferiores del epitelio, en la displasia moderada existe en los dos
tercios inferiores al epitelio y en la severa se encuentra en mas de dos
tercios del epitelio. “» La leucoplasia (Imagen 4. A y B) es la lesién

potencialmente maligna con mas asociacién con el COCE, esta entidad

presenta cambios histolégicos y citolégicos observados en el carcinoma in

situ. @V

-_e

Imagen 4. Ay B Leucoplasia. ®
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Por otro lado esta la eritroplasia, otra alteracion de la mucosa con gran
porcentaje de transformacion maligna y se define como una mancha
predominantemente roja que puede presentar una superficie granular que
no se identifica clinicamente e histolégicamente como otra entidad roja, de
causas traumaticas, o inflamatorias. ®® En estudios epidemioldgicos
reporta maculas rojas con varias semanas de evolucion que el 51% se
diagnostican como eritroplasias las cuales corresponden a carcinomas
invasivos, el 40% representd carcinoma in situ y el 9 % representd
moderados cambios malignos. % 22 La eritroplasia (Imagen 5. A y B)
aunque no es una entidad tan comun como la leucoplasia tiene mucho
mayor riesgo de transformacion maligna porque en su mayoria presentan

displasia donde albergan carcinomas in situ e incluso COCE. ¢?

Imagen 5. Ay B. Eritroplasia. ®

Otra entidad es la leucoeritroplasia que se utiliza como un sinénimo de la
leucoplasia y la eritroplasia ya que esta presenta estas dos lesiones,
ademas de que se le asigna el nombre de la lesién que se presente en
gran porcentaje, es decir, leucoeritroplasia la lesiéon dominante es la
leucoplasia y eritroleucoplasia la lesién dominante es la eritroplasia. ??

El COCE se origina del epitelio de la mucosa oral que recubre la cavidad
oral, existe un proceso de progresion histoldgica (Imagen 6) ordenada
donde en primer lugar se presenta una hiperplasia de células epiteliales
de la mucosa enseguida una displasia que comunmente es severa que

causa un carcinoma in situ y finalmente el carcinoma invasivo.
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Se puede observar que los genes especificos se van enriqueciendo en
cada etapa de progresion del carcinoma y a diferencia de otros cancer en
los que las mutaciones oncogénicas conducen a tumorigénesis, en el
COCE implica la inactivacion de genes supresores de tumores como
CDKN2A y TP53 en etapas tempranas y PTEN (codificantes de fosfatasa

y tensin homélogo) en etapas posteriores.

* 9p21 LOH * 3p21and * 11q13, 13q21 and * 6p, 8,4q27 and
* CDKN2A 17p13 LOH 14932 LOH 10923 LOH
. inactivation * TP53 inactivation * CCND1 amplification * PTEN inactivation

Normal mucosa Hyperplasia Dysplasia Carcinoma in situ Invasive carcinoma

Imagen 6. Carcinogénesis. @

Segun el estadio que se encuentre el cancer, las células presentan
hipercromasia, pleomorfismo e incremento del indice entre el nicleo y
citoplasma, queratinizacion temprana Yy formacion de masas esféricas de
gueratina llamadas perlas de queratina, ademas de que infiltra tejidos
adyacentes formando cordones e islotes. La mayoria de los canceres en
la cavidad oral y la lengua son moderados o bien diferenciados, por lo que

el COCE pobremente diferenciado es menos frecuente. & ¥

3. 7 CLASIFICACION

El Carcinoma oral de células escamosas se clasifica en tres grados (Tabla

1), a mayor diferenciacion el carcinoma tiene mejor prondstico:
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Tabla 1. Tabla de diferenciacién del COCE. 49

Bien diferenciado

Clavos epiteliales que invaden
la ldmina propia con perlas de
gueratina, presencia de
cohesién celular, raras mitosis
atipicas : reducido
pleomorfismo celular y nuclear,
raras células gigantes
multinucleadas, menos de dos
mitosis por campo. *©

agen 8.

Clavos epiteliales invasores
irregulares, pérdida de cohesion
celular, algunas mitosis

atipicas, pocas células gigantes
multinucleadas, 2 o 4 mitosis
por campo. ¢ ©

Pobremente diferenciado

Lamina del epitelio invasor sin
arquitectura evidente,
anomalias celulares graves
como pleomorfismo e
hipercromatismo, descohesion
celular, frecuentes  mitosis
atipicas, frecuentes células
gigantes multinucleadas, mas
de 4 mitosis por campo. *©
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3.8 DIAGNOSTICO

Los tumores intraorales son diagnosticados mediante estudio
histopatolégico, el metanalisis muestra que las pruebas complementarias
no pueden reemplazar la biopsia y el estudio histopatologico. Se
menciona que cuando ya existe metastasis en ganglios linfaticos la
técnica BAAF (Biopsia por aspiracion con aguja fina) es la ideal para

realizar ese diagnéstico.

La biopsia incisional es la adecuada para el diagnéstico del COCE ya que
en una biopsia excisional en caso de ser una lesion maligna como es el
COCE es necesario eliminar un margen de tejido sano de por lo menos 1

cm. @
Algunos auxiliares de diagnéstico del COCE son: )

e Tinciones como Azul de Toudina donde se pueden observar células
con mayor accién metabdlica. **

e Deteccion basados en luz los cuales observa la reflectancia y
absorbancia de los tejidos en la luz donde muestran cambios
estructurales y metabdlicos. *°

e Radiografia puede ser una ortopantomografia o Tomografia
computarizada que nos muestra la invasion a hueso.

e Radiografia de Torax o TC que nos muestra invasion a pulmones,
ganglios linfaticos hiliares, costillas o vértebras.

e Resonancia magnética del sitio del tumor primario, de la cabeza y
cuello para observar metastasis a ganglios.

e PET/TC para un diagnoéstico temprano y una estadificacion precisa.

e Ecografia y BAAF (Biopsia por aspiracibn de aguja fina) en

ganglios linféaticos.
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El diagnostico temprano del COCE es muy importante ya que el
prondstico es mejor en carcinomas tempranos ademas de que el

tratamiento puede resultar menos invasivo.

El diagnostico del COCE se puede hacer sobre la base del estudio
histopatoldgico de rutina con tincion hematoxilina y eosina. Sin embargo,
para tumores pobremente diferenciados puede ser necesaria la

inmunohistoquimica para confirmar un origen epitelial.

La prueba de VPH es obligatoria para todos los tumores primarios
orofaringeos ya que es un determinante importante para la estadificacion
y pronéstico. @
Posteriormente de la confirmacién histopatologica del COCE, la
evaluacion de estadificacién incluye procedimientos como: ®)
- Examen de cabeza y cuello con inspeccién directa de la cavidad
oral y nasofaringolaringoscopia con fibra optica.
= Imagenes transversales de cabeza y cuello por TC para establecer
la extension de la enfermedad locorregional.
- TC de torax para descartar metastasis a distancia.
El COCE ademéas de todas las neoplasias malignas deben de tener una
estadificacion segun la clasificacion TNM de la Organizacion Mundial de la
Salud en donde T es el tamafio del tumor (Tabla 2), N es metastasis a
linfonodos (Tabla 3) y M es metastasis a distancia (Tabla 4), es
importante esta clasificacion porque asi podremos saber tanto el

tratamiento para el paciente como el pronéstico. @

Tablas de TNM de cancer de cabezay cuello. (?
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Tabla 2. T- TUMOR.(

X

Tis

T1

T2

T3
T4

T4a
(labio)

T4a
(cavidad
oral)
T4b

No se puede evaluar el tumor primario o hubo cancer, se
elimind pero hubo recidiva.

Describe un estadio llamado carcinoma in situ. Este tumor
es un cancer muy incipiente en el que las células
cancerosas se detectan en sélo una capa de tejido.

El tumor mide 2 cm o0 menos en su mayor dimension. El
tumor ha invadido los tejidos circundantes hasta una
profundidad de 5 mm o menos: Se denomina profundidad
a la invasion.

El tumor mide 2 cm o menos Yy la profundidad esta entre 5-
10 mm o el tumor mide mas de 2 cm pero menos de 4 cm
y la profundidad de la invasion es de 10 mm o0 menos.

El tumor mide mas de 4 cm o es algun tumor con una
profundidad de invasion mayor a 10 mm.

Esta es una enfermedad local moderadamente avanzada o
muy avanzada.

El tumor se origind en el labio, pero ha invadido el hueso o
se ha diseminado al nervio alveolar inferior de la boca, el
piso de boca o la piel de la cara.

El tumor ha invadido las estructuras cercanas de la boca,
como la mandibula, los senos nasales o la piel de la cara

El tumor ha invadido los musculos y los huesos que
forman la boca o la base del craneo y/o recubre arterias
internas.

Tabla 3. N- LINFONODOS.!"

NX
NO

N1

N2a

N2b

N2c

No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales.

No hay evidencia de cancer en los ganglios linfaticos
regionales

El cancer se ha diseminado a un sélo ganglio linfatico del
mismo lado que el tumor primario y el cancer detectado en
el ganglio mide 3 cm o0 menos.

El cancer se ha diseminado a un sélo ganglio linfatico del
mismo lado que el tumor primario y mide mas de 3 cm, pero
menos de 6 cm. No hay ENE (Extension extranodal).

El cancer se ha diseminado a mas de 1 ganglio linfatico del
mismo lado que el tumor primario y ninguno mide mas de 6
cm. No hay ENE

El cancer se ha diseminado a més de 1 ganglio linfatico en
cualquiera de los dos lados del cuerpo y ninguno mide mas
de 6 cm. No hay ENE
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N3a El cancer detectado en los ganglios linfaticos mide mas de 6
cm. No hay ENE
N3b Hay ENE en un ganglio linfatico.

Tabla 4. M- METASTASIS."”
MO El cancer no se ha diseminado a otras partes del cuerpo.

M1 El cancer se ha diseminado a otras partes del cuerpo.

Para conocer la probabilidad de supervivencia de los pacientes con COCE
es necesaria saber la etapa en la que se encuentra el cancer y se asigna
segun el estadio tumoral que presente el paciente gracias a las
caracteristicas de la lesién, a continuacion se muestran los estadios

reportados por la OMS. ®

Estadio O - Tis- MO- NO.

Estadio | - T1- MO- NO.

Estadio Il - T2- MO- NO.

Estadio Ill- T1-2 N1- MO, T3- NO-1 MO.

Estadio IVA- T1-3 N2- MO, T4a- NO-2 MO.

Estadio IVB- Cualquier T, N3- MO, T4b- cualquier N, MO.

Estadio IVC- Cualquier T, Cualquier N, M1.

Se considera un estadio | y Il cuando el cancer esta en un periodo inicial,
donde la tasa de supervivencia es alta, en cambio, el prondéstico es mas
grave en los estadios Il y IV ya que afecta la calidad de vida del paciente

en cuanto a las funciones elementales (fonacion, alimentacion e higiene) y

por lo tanto es un pronéstico malo. ©
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3.9 TRATAMIENTOS

El enfoque del tratamiento para cada paciente se basa en el sitio
anatémico, el estadio, las caracteristicas de la enfermedad, las
consideraciones funcionales y los deseos del paciente. Es importante la
comunicacién con el paciente sobre todo la comunicacién en cuanto a dar
una noticia sobre diagnostico de cancer, el paciente debe de tener en
cuenta varios aspectos como son: los resultados previstos, el prondstico,
toda la informacion sobre la enfermedad, reacciones psicologicas del
paciente y los posibles efectos adversos del tratamiento. &%

3.9.1 Cirugia, radiacion y quimioterapia

Los principales tratamientos para los carcinomas de células escamosas
de cabeza y cuello son la reseccion, la radiacion y la terapia sistémica. El
tratamiento debe de ir a un enfoque lo mas altamente -curativo
optimizando la preservacién de la funcién. Los pacientes en los que el
cancer primario es pequefio y sin compromiso de ganglios o sélo un
ganglio afectado, tiene una tasa de hasta el 80% de curacion utilizando
una modalidad Unica ya sea reseccion o radiacion. En el caso del COCE

la cirugia es la mas utilizada junto con la radioterapia. &%

Las ventajas de la cirugia son:
e Escision completa del tumor y de los ganglios linfaticos.
e Reseccion del hueso afectado.

e Se usa para tumores radiorresistentes.

Las desventajas de la cirugia principalmente son que es un tratamiento
muy agresivo que puede afectar considerablemente la calidad de vida del
paciente, ademas que puede utilizarse al mismo tiempo con radio y

quimioterapia que conlleva a presentar mas efectos secundarios.
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Los avances en la reseccion minimamente invasiva, que incluyen la
reseccion transoral robdtica o con laser han tenido una mayor expectativa
en la calidad de vida en cuanto a las funciones vitales, por otro lado es
necesario la diseccion electiva del cuello cuando existe metastasis en

ganglios linfaticos. 44

En caso de que el tratamiento fracase después de la radioterapia y cirugia
como modalidad Unica existe una modalidad alternativa como quimio
radioterapia postoperatoria (radioterapia y quimioterapia con cisplatino en
dosis altas) para casos de tumores con estadios avanzados, asi reduce el
riesgo de recurrencia y ofrece una alta probabilidad de cura, aunque

también existen desventajas para esta terapia como son; &%

¢ No es una terapia selectiva (afecta tanto a células normales como
cancerosas).

e La curaes poco probable para tumores grandes.

e En la trimodalidad (cirugia, radio y quimioterapia) aumenta las
toxicidades tardias de la radiacion (es una toxicidad que puede ser
mayor a cualquier terapia utilizada individualmente), incluyendo
disfagia crénica y la aspiracion que podria aumentar el riesgo a la
muerte sin estar relacionado con el cancer. 2

La quimioterapia puede agravar la mucositis que ocasiond la
radiacion y por lo tanto la calidad de vida del paciente disminuira

considerablemente.

3.9.2 Terapia dirigida (Targeted Therapy)

El término "terapia dirigida" se refiere a una nueva generacién de
medicamentos contra el cancer, disefiados para interferir con un objetivo
molecular especifico (tipicamente una proteina) que se cree que tiene un
papel fundamental en el crecimiento o la progresion del tumor. La

identificacion de objetivos apropiados se basa en una comprension
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detallada de los cambios moleculares subyacentes al cancer. La
identificacion molecular del cancer ha abierto nuevas posibilidades para el
desarrollo de inmunoterapias eficaces, mejorando la toxicidad de las

terapias actuales contra el cancer. &%

La terapia dirigida tiene como objetivo administrar medicamentos a genes
0 proteinas particulares que son especificos de las células cancerosas o
del entorno tisular que promueve el crecimiento del cancer. La eficacia de
la terapia radica en la liberacion dirigida de la terapia en el sitio de la
enfermedad mientras se minimizan los efectos secundarios causados a
los tejidos normales. A menudo se usa junto con la quimioterapia y otros
tratamientos contra el cancer. La terapia dirigida implica el desarrollo de
medicamentos que bloqueen la proliferacion de células cancerosas,
promuevan la regulacion del ciclo celular o induzcan la apoptosis o la
autofagia y la administracibn dirigida de sustancias toxicas
especificamente a las células cancerosas para destruirlas. La terapia
dirigida implica el uso de anticuerpos monoclonales o pequefios farmacos

orales. &1V

4. EGFR

Teniendo en cuenta que el cancer es un problema de salud en todo el
mundo la seleccidon a nuevos blancos para el tratamiento del cancer es
tendencia principal de muchos estudios. Actualmente EGFR tiene un
papel muy importante en la carcinogénesis y su alta expresion en
neoplasias malignas ha provocado que se disefien varias estrategias para

interrumpir su sefializacion, convirtiéndolo en un blanco terapéutico.

Los factores de crecimiento son moléculas similares a las hormonas
capaces de promover la division y la migracion de las células normales,
pero el cancer capturd los mecanismos subyacentes para desencadenar

el crecimiento tumoral y la metastasis. El receptor del factor de
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crecimiento epidérmico (EGFR) ha servido como miembro fundador de la
gran familia de receptores del factor de crecimiento que albergan una

funcion intrinseca de tirosina quinasa.

El EGFR es una proteina de superficie celular de 170 kDa involucrada en
muchos procesos biolégicos, como la proliferacién, migracién, sintesis de
ADN vy adhesion. La familia ErbB de los receptores tirosina-quinasa han
sido los mas estudiados para tratamiento de cancer, se compone de 4
receptores: EGFR (conocido también como ErbB-1/HER 1), ErbB-2 (neu,
HER?2), ErbB-3 ( HER3) y ErbB-4 (HERA4), estos receptores se encuentran
en la membrana plasmética de las células y normalmente EGF esta
presente durante el desarrollo embrionario, durante la organogénesis de
varios organos precedentes del mesodermo y ectodermo como cerebro,
corazén y pulmon, posteriormente en el adulto EGF pierde esta funcion
pero los receptores ErbB se dice que estan presentes en los conductos
mamarios durante la pubertad y la produccion de leche postparto, estos
receptores se expresan ampliamente en tejidos epiteliales,
mesenquimales y neuronales y su funcién es regular la division celular, la
proliferacion, la diferenciacién y otros procesos en las células normales.
(12, 13, 16)

En condiciones de reposo, el EGFR existe predominantemente en una
forma monomérica autoinhibida, pero la unién del ligando confiere una
conformacion preparada para formar homodimeros o heterodimeros que
contienen HER2 u otros receptores. La activacion del receptor (Imagen
10) depende de la formacién de un dimero asimétrico de dominios de
quinasa, en el que un dominio de quinasa activa alostéricamente al
otro. En el dimero asimétrico, el |obulo C del dominio quinasa de la
“‘quinasa activadora” interactua con el I6bulo N de la “quinasa receptora”,
gue estimula cataliticamente a esta dltima. A partir de entonces, la
quinasa receptora transfosforila residuos de tirosina especificos de la
guinasa activadora. Las tirosinas recién fosforiladas sirven como sitios de

unidn para varios adaptadores como GRB2, enzimas citoplasmaticas, por
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ejemplo PLC-gamma o factores especificos involucrados en la regulacion
de la transcripcion como STAT3. Juntos, estos efectores de sefializacion y
proteinas adaptadoras vinculan los receptores activados directa o
indirectamente con las vias intracelulares canodnicas, asi como con la
maquinaria endocitica, que insensibiliza los receptores activos. Es
importante destacar que varios sitios de acoplamiento de tirosina de
EGFR pueden unirse a mas de un adaptador o efector. En conjunto, esta
configuracion permite que el EGFR activado por ligando estimule
simultAneamente multiples rutas de sefalizacion intracelular y gane

robustez. %1

EGFR HER2
Q16
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Imagen 10 -. Vias de sefializacion mediadas por EGFR. Las tirosina quinasas receptoras
(RTK), como EGFR, se activan rapidamente mediante la unién del factor de crecimiento
y, posteriormente, transmiten sefiales a través de varias vias para impulsar cambios en

los fenotipos celulares.
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4.1 EGFR vy su papel en el cancer

La funcion fisiologica del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) es regular el desarrollo y la homeostasis del tejido epitelial. En
entornos patologicos, principalmente en el cancer de mama, de pulmon y

en el glioblastoma, el EGFR es un impulsor de la tumorigénesis. *?

Entre los principales hallazgos encontrados en mudltiples investigaciones
sobre cancer, se encuentran el exceso de expresidon de EGFR vy las
anomalias estructurales en el receptor o sus ligandos. 2

El EGFR se expresa en células normales en niveles que van desde 20
000 hasta 200 000 copias por célula. Sin embargo, en células de tumores
de origen epitelial como el de pulmén, cabeza y cuello, pancreas, ovario,
colon, rifidn, vejiga y en los gliomas, el EGFR est4 sobreexpresado y
puede llegar a niveles 20 veces mayores que lo normal. También se ha
demostrado que la sobreexpresion de EGFR se correlaciona con un peor
pronéstico, mayor indice de proliferacion, mayor capacidad invasiva y
reduccién de sobrevida. **

La presencia de un namero excesivamente alto de copias de EGFR en la
célula provoca un aumento de la sensibilidad a sus ligandos que, incluso a
concentraciones muy bajas, son capaces de estimular las células e inducir
proliferacion celular. Por otro lado, el proceso de internalizacion de los
receptores en estas circunstancias, es mas lento porque se excede la
capacidad de endocitosis de la célula, por lo que estas no pueden reprimir
adecuadamente la transmision de las sefales mitogénicas que se

generan de una forma continuada. *?

La actividad incontrolada EGFR se ha implicado en muchos factores del
crecimiento tumoral, incluyendo la promocion de proliferacion celular, la

angiogénesis, la invasion, la metastasis y la supervivencia. La activacion
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del EGFR induce la expresion de ciclina D1, que promueve la progresion
del ciclo celular desde la fase G1 a la fase S, y favorece una rapida y
descontrolada proliferacion celular. La sefalizacion a través del EGFR
incrementa la produccidon de factores pro-angiogénicos como el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF), la interleucina 8 y el factor
basico de crecimiento de fibroblastos (b-FGF), y favorece el proceso de
angiogénesis que resulta vital para el crecimiento tumoral. Se ha
demostrado que la activacion del EGFR induce el desprendimiento de las
células de la matriz extracelular e induce la sintesis de matriz-
metaloproteasas (MMP) en especial MMP9, favoreciendo la degradacion
de la membrana basal, la invasion celular y el proceso de metastizacion.
Se ha propuesto que la activacion del receptor induce la expresion de
Bcl2, una proteina anti-apoptotica, favoreciendo la sobrevida de las
células tumorales. %3

Ademas, el EGFR se reconoce cada vez mas como un biomarcador de
resistencia en tumores, ya que se ha descubierto que su amplificacion o
mutaciones secundarias surgen bajo la presion de los farmacos. Se
descubrié que el EGFR actua como un fuerte indicador de prondstico en
los canceres de ovario, cuello uterino, vejiga y eso6fago. En estos
canceres, el aumento de la expresion de EGFR se asocié con tasas de
supervivencia general o sin recurrencia reducidas en el 70 % (52/74) de
estudios. *” La sobreexpresién de EGFR da como resultado un mal
pronéstico en el cancer oral y su activacién se asocia con el fenotipo
maligno, la inhibicibn de la apoptosis y el aumento del potencial

metastasico. *°
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4.2 EGFR v su papel en COCE

EGFR cuando se une a su ligando y es activado (Imagen 11) libera una
serie de moléculas de sefalizacion que activan varias vias importantes
para el crecimiento, progresion y supervivencia del tumor, destacando que
cuando EGFR esta sobre expresado se asocia a un mal prondéstico y a un
fenotipo maligno ademas de metastasis, también se demuestra que esta
sobreexpresion se manifiesta por angiogénesis e inhibicion de la

apoptosis. %1%

Su expresion es de mas del 80 % en los carcinomas de células

escamosas de cabeza y cuello por lo que se asocia a un resultado clinico
(12,13, 16)

desfavorable, alta recurrencia y baja tasa de supervivencia.
Ligand

32



Imagen 11. Receptor EGFR y sus vias de sefializaciéon cascada abajo potencialmente

involucradas en el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello. (18)

4.3 Terapia dirigida en EGFR

Ccomo se ha expuesto hasta ahora, existe un amplio sustento experimental
y clinico sobre el papel clave del EGFR en muchos tumores,
constituyendo una excelente diana terapéutica. De las multiples
estrategias estudiadas para inhibir al receptor, dos aproximaciones
terapéuticas se han mostrado como las mas consistentes y son las mas

ampliamente desarrolladas en la clinica:

Los anticuerpos monoclonales, que se unen al dominio externo del
receptor con alta afinidad, compitiendo con sus ligandos naturales y
blogueando asi, la activacion de aquel. Ellos comparten una secuencia de
distintos mecanismos de accién: union extracelular, internalizacion del
complejo receptor-anticuerpo, inhibicion de la via de sefalizacion mediada
por EGF y potencial estimulacién de la respuesta inmunolégica. 22

Las pequefas moléculas inhibidoras de la actividad enzimatica tirosina
quinasa del receptor. (TKIs). Son moléculas sintéticas fundamentalmente
derivados quinazolinicos, de bajo peso molecular que interactian con el
dominio tirosina quinasa intracelular de varios receptores, incluyendo
EGFR, inhibiendo la fosforilacién inducida por ligando. Estas moléculas
son generalmente competidores reversibles del sitio de unién al ATP en el

dominio catalitico intracelular de la tirosina quinasa. *?

A pesar de los recientes avances en los tratamientos del cancer como la
radio y quimioterapia aun las tasas de supervivencia y calidad de vida del
paciente no han aumentado es por eso que actualmente las terapias se
han desplazado a nivel molecular, en particular al receptor EGFR que se
basan en los anticuerpos monoclonales y los inhibidores de la tirosina-
quinasa. ®® La relacién de la sobreexpresién EGFR y el comportamiento

de las células tumorales dieron pie a los anticuerpos monoclonales que
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dirigidos a este receptor pueden resultar muy efectivos como agentes

terapéuticos para el cancer. 2

A pesar de la actividad inmunosupresora de algunos canceres incluyendo
el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello se ha demostrado
que la terapia génica inmunopotenciadora que activa los linfocitos T anti
tumorales promueven una mayor tasa de supervivencia y respuestas
factibles para los tumores."® La expresion de EGFR y sus vias de
transduccion de sefiales desempefian un papel importante en cuanto a la

respuesta de radioterapia y quimioterapia. ?

Un farmaco contra EGFR es el Cetuximab que es un anticuerpo anti-
receptor de EGFR, fue la primera terapia dirigida aprobada para el
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello que contribuye a la
supresion del crecimiento del tumor y a la apoptosis de las células
tumorales, el cual en xenoinjertos también inhibe la proliferacién de las
células malignas, ademas de que se ha evidenciado en conjunto con
quimioterapia con platino mejora la supervivencia en pacientes con
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello con metastasis o
recurrente, pero en conjunto con la radiacion el Cetuximab no presenta

éxito ni como modalidad de primera linea. ¢ 1®

Agulnik, M. y Cols. en el afio 2012 trabajo un estudio de Fase Ill con 424
pacientes con carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello
locorregionalmente avanzado en donde compara Cetuximab en dosis
altas en conjunto con radioterapia, en el cual demuestra que mejord
significativamente la mediana de supervivencia general, en cuanto a los
resultados de eventos adversos se demostro el 93% contra el 94% con
radiacion como modalidad Unica, dermatitis por radiacién, 86% frente a
90% con radioterapia sola y erupcién acneiforme con 87 % frente al 10%,
las tasas de supervivencia a cinco afos fueron de 45,6 % para

cetuximab/radiacion versus 36,4 % para radiacion sola. *®
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Un anticuerpo monoclonal mas contra EGFR como es el Panitumumab

evidencié que activa las células NK (Natural Killer). 9

Inhibidores selectivos de la tirosina-quinasa de EGFR como el erlotinib ha
sido objeto de estudio de igual manera, presentd el 21% de respuesta
benéfica cuando se traté con farmacos quimioterapéuticos como cisplatino
pero de igual manera como modalidad Unica sélo tuvo un 3% de

respuesta benéfica. ®

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una de las principales causas de muerte en el mundo es el cancer ya que
los factores etiolégicos mas importantes como el tabaco y el alcohol se
consumen a nivel mundial y cada vez se presenta en edades mas
tempranas. En la region de cabeza y cuello el predominio del carcinoma
oral de células escamosas ocupa el 90 % de las neoplasias malignas
orales y generalmente se diagnostican en etapas avanzadas y su tasa de
supervivencia después del diagnéstico es de 5 afios, al ser un cancer muy
agresivo, los tratamientos convencionales muestran un prondéstico poco
favorecedor, con una cantidad de efectos secundarios abrumadora,
afectando funciones elementales del paciente como la fonacién y la
alimentacion ya que son poco especificos para las células tumorales, por
ello, surge la necesidad de encontrar alternativas terapéuticas mas

favorecedoras para el paciente.

35



6. JUSTIFICACION

La terapia dirigida podria ser una opcién para el tratamiento del cancer
oral, debido a que su blanco terapéutico son exclusivamente las células
del tumor, causa menos efectos secundarios en los tejidos sanos y mejora
la tasa de supervivencia. Algunos estudios muestran que en el 80% de los
carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello hay una
sobreexpresion de EGFR, lo que podria considerarse un potencial blanco
terapéutico, ya que este receptor participa en el crecimiento y proliferacion
de células tumorales, ademas la sobreexpresion de EGFR en el COCE se
asocia con un mal prondstico y una deficiente sensibilidad tanto a

radioterapia como quimioterapia.

7. HIPOTESIS

EGFR estd sobreexpresado en COCE por lo tanto es un blanco

terapéutico importante.

8. OBJETIVOS

8.1 Objetivo general

Identificar la inmunoexpresion de EGFR en el carcinoma oral de células

escamosas moderadamente diferenciado y bien diferenciado.

8.2 Objetivos secundarios

Comparar la inmunoexpresion de EGFR en el carcinoma oral de células

escamosas moderadamente diferenciado y bien diferenciado.
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9. METODOLOGIA

9.1 Tipo de estudio: transversal descriptivo

9.2 Poblacidon de estudio: Muestras de COCE del afio 2017 del

Departamento de Patologia y Medicina bucal del Departamento de

Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Nacional Auténoma de México.

9.3 Tamarfo de muestra: a conveniencia.

9.4 Criterios de seleccion:

9.4.1 Inclusién:

e Muestras de hombres y mujeres sin restriccion de edad.
e Bloques de parafina con suficiente cantidad de tejido para

realizar los cortes.

9.4.2 Exclusion:

e Muestras con expediente clinico incompleto.

9.4.3 Eliminacion:

e Desprendimiento de tejido la realizacion de la técnica de
inmunohistoquimica.
e Blogues que durante los niveles de corte se pierda el area

representativa del tumor a estudiar.
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9.5 Seleccidn de muestras:

Se realiz6 una busqueda de los casos diagnosticados como COCE en las
bitacoras de Departamento de Patologia, Medicina Bucal y Maxilofacial
del DEPel, se solicitaron las laminillas de H&E para la confirmacion de
diagnostico (realizada por el Dr. Roberto Onner Cruz Tapia) y con ello la
seleccion de los casos cumplan con los requisitos para su

procesado.

9.6 Técnicas moleculares:

9.6.1 Ensayo de inmunohistoguimica

Se realiz6 con el apoyo de la Dra. Lorena Correa Arzate.

La inmunohistoquimica es un procedimiento que tiene como objetivo
detectar, amplificar y hacer visible un antigeno especifico, que
generalmente es una proteina (en este estudio el objetivo es EGFR). Esta
técnica permite identificar la localizacion de una sustancia especifica a
nivel tisular o celular. Se basa en la utilizacién de anticuerpos que se unen
especificamente a una sustancia que se quiere identificar (antigeno
primario). Estos anticuerpos pueden tener unida una enzima o esta puede
encontrarse unida a un anticuerpo secundario que reconoce y se umne al

primario.
Los cortes se realizaron a 5 ym sobre laminillas previamente sialinizadas.

En primer instancia se desparafind la laminilla colocandola 5 minutos en
Xilol, otros 5 minutos en Xilol, 5 minutos en Xilol-alcohol, después
colocamos en alcohol al 100% 3 minutos, 3 minutos nuevamente en
alcohol al 100%, 3 minutos en alcohol ahora al 90% vy finalmente 3

minutos en alcohol al 90%, se lavo por 1 minuto en el chorro de agua sin
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que toque el tejido para evitar desprendimiento, posteriormente en un
vaso Coplin se aforé con solucion de citratos, se tom6 una bandeja con
agua y se precalent6 30 segundos, se volvié a calentar 3.5 minutos con
una potencia de 7 y se dejo enfriar por 5 minutos, pasados los 5 minutos
se debe de abrir la tapa para dejar enfriar por una hora, se eliminé la
solucién de citratos y se lavd 3 veces con buffer de fosfato (PBS) por 3
minutos cada lavado, en seguida se realizé el bloqueo con perdxido de
hidrogeno al 3% durante 20 minutos. Nuevamente se realizaron lavados
con PBS durante 3 minutos. Se delimitaron las muestras con lapiz
hidrofébico, y se realiz6 el bloqueo del marcaje inespecifico con PBS-
albumina al 1% durante 20 minutos en cdmara humeda y se realizaron 3
lavados con PBS de 3 minutos cada uno, se dejaron sumergidas las
laminillas en Tritdn x-100 para permeabilizar el tejido, durante 20 minutos.
Se realizaron 3 lavados de PBS de 3 minutos. Y se coloco el
anticuerpos primarios EFGR de marca Santa Cruz ®Biotecnology, en
una dilucion 1:200. Se dejaron en incubacion durante 24 horas en
camara humeda. A las 24 horas, se elimin6 el anticuerpo primario con
TBS X1 hicimos 3 lavados por 3 minutos cada uno. Se coloco el
anticuerpo secundario por 20 minutos y se hicieron 3 lavados con TBS,
cada uno por 3 minutos, se colocé la peroxidasa exégena por 10 minutos
y nuevamente se realizaron 3 lavados por 3 minutos cada uno con TBS,
se mezcld una solucion DAB buffer con 1000ml y una gota de cromdgeno,
colocamos en la laminilla y se dejo reposar por 5 minutos, se elimind la
solucion en el bote de desechos inactivando con hipoclorito de sodio,
colocamos en agua corriente por 5 minutos tratando de que no caiga
directamente en la laminilla y otros 5 minutos en agua desionizada
evitando de igual manera que cayera en la laminilla, posteriormente las
muestras se colocaron en un vaso de cristal y se colocO hematoxilina
durante 1 minutos para la contratinciéon, pasado el tiempo se llevdé a
agua corriente para eliminar el excedente de tincion. Se realiz6 el
aclarado y deshidratacién con alcoholes de diferentes concentraciones y

con xilol para realizar su montaje con resina hidrofdbica.
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Analisis de inmunoexpresion

Se tomaron las fotomicrografias con el microscopio Optico identificando

las zonas de inmunoexpresién (zona color marron).

10. RESULTADOS

10.1 Poblaciéon de estudio:

Se tomaron 3 casos que cumplieron los criterios de seleccién, el 66.6% de
los pacientes fueron de sexo femenino y el rango de edad fue 31 a 81
afos, la localizacion anatomica mas frecuente el borde laterales de la

lengua.

Las caracteristicas clinicas detalladas de los pacientes se describen en la
tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas clinicas de las muestras de COCE.

Numero de  Localizacion Edad Sexo Clasificacion
muestra anatomica (afios) histoldgica
Caso 1l Piso de boca 72 afos Hombr  Bien diferenciado
y borde de e
lengua
Caso 2 Maxilar 81 afos Mujer Moderadamente
diferenciado
Caso 3 Borde de 31 afos Mujer Moderadamente
lengua diferenciado

COCE- Carcinoma oral de células escamosas

A continuacién se presentan las imagenes histolégicas de los casos

seleccionados.
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Imagen A

Caso1l

COCE bien diferenciado
Fotomicrografia a 400
aumentos, teflida con
H&E. Se  pueden
observar perlas de
queratina y zonas de
pleomorfismo nuclear
y celular.

Imagen B

Caso 2

COCE moderadamente
diferenciado
Fotomicrografia a 400
aumentos, tefiida con
H&E, se observan
zonas de
pleomorfismo celular
y nuclear.

Imagen C

Caso 3

COCE moderadamente
diferenciado
Fotomicrografia a 400
aumentos, tefiida con
H&E, se observan
zonas de
pleomorfismo celular
y nuclear.
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10.2 Andlisis de inmunoexpresion

Tabla 6. Resultados del andlisis de inmunoespresiéon de los

casos de COCE.

Caso Reaccion Proporcién Intensidad  Localizaciéon

1 Positiva 20% Moderada Membranosa
(++)

2 Negativa - - -

3 Positiva 10% Moderada Membranosa
(++)

Imagen A

En el caso 1 se puede observar estas microfotografias donde la reaccion
fue positva a EGFR con una proporcion del 20% con intensidad

moderada ubicada en la membrana.

42



CASO 2

Imagen A
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Imagen B

En el caso 2 hubo una reaccion negativa a EGFR

CASO 3

Imagen A
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Imagen C

En estas microfotografias a 400X del caso 3 se puede observar una
reaccion positiva a EGFR con una proporcion del 10 % con una intensidad

moderada que se localiza en la membrana.
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Imagen A CONTROL — LENGUA
En estas microfotografias a 400X de una muestra de lengua sana utilizada

como grupo control se puede observar una reaccion positiva a EGFR en
la membrana, con un patrén conocido como malla de gallinero.
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11. DISCUSION

El papel clave de EGFR en la carcinogénesis lo lleva a ser un nuevo foco
de investigacion con el objetivo de encontrar nuevas terapias para el
tratamiento del COCE. La diferenciacion y proliferacion del crecimiento
celular se basan en la estimulacion de los procesos celulares inducida por
el factor de crecimiento. EGFR juega un papel importante en la
diferenciacion y proliferacion de las células de mamiferos. EI 80 % de los
carcinomas de células escamosas se caracterizan por una sobreexpresion
de EGFR, lo que resulta en la proliferacion y diferenciacion de los
queratinocitos, los carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello
exhiben un grado variable de comportamiento de la tasa de crecimiento
celular, la diferenciacion y la metastasis, por eso resulta atractivo
identificar el funcionamiento de EGFR en el COCE, adicionalmente la
sobreexpresion de EGFR se considera un objetivo atractivo para la terapia
anti-EGFR en varios tumores, pudiendo ser una alternativa en el
tratamiento del COCE.

En estudios previos se han encontrado diferentes hallazgos.

Hashmi A et al (26)., realizaron un estudio para determinar la expresion
inmunohistoquimica de EGFR en 115 casos de carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello, 52 casos (45.2%) fueron positivos y 53
casos (46.1%) fueron negativos para la expresion de EGFR, se observo
una expresion intensa de EGFR en el 13.9 % (16 casos), mientras que el
16.5 % (19 casos) y el 23.5 % (27 casos) revelaron una expresion de
EGFR moderada y débil, respectivamente. Se observé una asociacion
significativa de la expresion de EGFR con el estadio del tumor y la

supervivencia libre de enfermedad.

En un estudio similar realizado por Laimer K et al (27) , la inmunotincion
de EGFR fue positiva en el 73.42% de los casos (n=80).
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Diniz Freitas, M. et al. (28) realizdé un estudio en 47 muestras de COCE.
La expresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico estuvo
ausente o débil en 12 casos (25.5%) y moderada o intensa en 35 casos
(74.5%). Sin embargo, la expresion de EGFR no mostré asociaciones
estadisticamente significativas con ninguna de las variables clinicas,

histoldgicas, bioldgicas o prondésticas consideradas.

Fatemeh Shahsavari, et al (29) analiz6 a 46 pacientes, 23 diagnosticados
con COCE y 23 diagnosticados con carcinoma de células escamosas de
es6fago y obtuvo resultados similares a los estudios mencionados;
comenzando con COCE, 5 de los casos (21.7%) presentaron una baja
expresion y 18 de los casos (78.3%) una expresion alta, no hubo relacion
con la edad, el sexo y el grado de COCE, en cambio en el carcinoma de
eséfago si hubo relacién Unicamente con el estadio, en 6 de los casos
(26.1%) hubo una baja expresion y en 17 de los casos (73.9%) hubo una

alta expresion.

Los resultados muestran que la expresion de EGFR es compleja en el
COCE, ya que presenta porcentajes variables de expresiéon en los
tumores analizados, algunas variables podrian considerarse para tener
resultados mas confiables, como ampliar el nimero de pacientes en los

estudios y poder estratificar por sexo, edad o localizacion anatoémica.

Otra variable importante a tomar en cuenta es la técnica de
inmunohistoquimica, asi como el método de cuantificacion de la

expresion, si se realiz6 de manera cualitativa o cuantitativa.
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12. CONCLUSIONES

Encontramos una expresion de EFGR en membrana de la mayoria de los
carcinomas analizados, sin embargo, es necesario que se realicen
estudios en una poblacion con mayor niumero de muestras, para poder
buscar si existe asociacion entre la expresion de EFGR y el tipo de COCE
o con alguna varible clinica como el sexo, localizacion anatomica o
inclusive la edad, a pesar de ser un estudio exploratorio, no debemos
descartar el potencial terapeutico de EFGR. La carcinogénesis es un
proceso amplio y complejo, encontrar nuevas moléculas que nos permitan

entender este proceso en clave para encontrar nuevas terapias.
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