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FCF2. Factor de crecimiento de fibroblastos 2.

TNF. Factor de necrosis tumoral.
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GLOSARIO

Angiogénesis. Formacion de nuevos vasos sanguineos, necesarios para el

acceso de nutrientes e intercambio de gases en el tumor.

Apoptosis. Proceso de muerte estructurado que ocurre en etapas, en células
cancerosas la apoptosis libera sefiales de peligro que reactivan el sistema

inmune.

Biomarcador. Indicador de procesos bioldgicos normales, procesos
patogénicos o respuestas bioldgicas a una exposicion o intervencién, incluidas

las intervenciones terapéuticas.

Cancer oral. Proceso que comprende una serie de alteraciones graduales que
ocurren en la superficie epitelial de la cavidad oral, seguido de la invasion de

células tumorales.

Cancer. Grupo de enfermedades donde existe un desorden de células que se
dividen anormalmente, invadiendo partes adyacentes del cuerpo y érganos,

alterando su fisiologia.

Célula troncal. Célula indiferenciada de larga vida que da lugar a numerosos

tipos de células maduras y conducen a la organogénesis.

Célula troncal cancerosa. Células con capacidad de iniciar un tumor vy
mantener su propiedad de autorrenovacion, con alto potencial tumorgénico,

crecimiento rapido, invasion y metastasis.

Carcinoma oral de células escamosas. Carcinoma oral que se origina en el

epitelio de revestimiento mucoso del tracto aerodigestivo superior.

Factor de transcripcion. Proteinas de union a secuencias especificas de
DNA que controlan el nivel de transcripcion de la informacién genética,

caracterizadas por inducir pluripotencia y autorrenovacion.
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Factor Yamanaka. Factores de transcripcion utilizados para la

reprogramacion directa de una célula diferenciada sin afectar su integridad.

Migracion celular. Movimiento de las células cancerosas desde su ubicacion

normal hacia el tejido no canceroso circundante.

Metastasis. Transito de las células cancerosas a través de los sistemas
linfatico y hematdégeno, dando como resultado la formacién de nédulos de

células cancerosas y el crecimiento de tumores.

Quimiorresistencia. Resistencia de las células cancerosas a las sustancias

utilizadas para su tratamiento.

Transicién epitelial — mesenquimal. Proceso en el que una célula epitelial
sufre multiples cambios para transformarse en una célula con capacidad para

migrar e invadir la matriz extracelular.

Oncogénesis. Formacion inicial de un tumor a partir de la ganancia de
propiedades malignas como la metastasis, mantenimiento de troncalidad,

proliferacion, apoptosis, quimiorresistencia y migracion celular.

Proliferacion. Aumento del nimero de células como resultado del crecimiento

y la multiplicacion celular.
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1. RESUMEN

El cancer es un problema de salud mundial y una de las causas mas
comunes de mortalidad humana. El carcinoma oral de células escamosas
(COCE) es una neoplasia maligna que se origina histolégicamente en las
células escamosas, es una enfermedad multifactorial; ocupa el sexto lugar
como el cancer mas frecuente a nivel mundial, y se estima un incremento de

casos para las siguientes décadas.

El prondstico para estos pacientes es de 5 afios, en el 50% de los casos,
por lo que uno de los objetivos de la investigacion actual, es el contar con
biomarcadores para determinar el pronostico de la enfermedad y tener un
mejor manejo clinico de los pacientes, con la finalidad de incrementar la

supervivencia y calidad de vida.

Existen biomarcadores como Oct3/4 y SOX2 en carcinoma de células
escamosas de cavidad oral pero los datos en la literatura son controversiales,
por ello, es necesario identificar la expresion de estos biomarcadores en
tumores de pacientes en Ultima etapa de la enfermedad para determinar si su
comportamiento es similar al de otras poblaciones y observar el rol de estas

proteinas en el prondstico y supervivencia de los mexicanos.

El objetivo de este trabajo fue identificar la expresién de Oct3/4 y SOX2
como potencial biomarcador y su asociacion con el estadio IV y supervivencia

de pacientes con carcinoma oral de células escamosas.

Este estudio se realizé en una cohorte de 140 casos, fue retrospectivo,
transversal y descriptivo e identifico las caracteristicas de la poblacion de
estudio. Se seleccion6 una muestra de 10 casos con diagnostico de carcinoma
oral de células escamosas estadio IV para determinar la expresion de

biomarcadores de troncalidad como SOX2 y Oct3/4 por inmunohistoquimica y
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relacion6 estos marcadores con una estadificacion tardia y supervivencia de

los pacientes.

Los resultados obtenidos indican que la poblacién de estudio (n= 140)
va de 35 a 90 afos con predomino del 56% en varones y el 49% fueron
fumadores de tabaco y el 59% de alcohol. En el caso de la asociacion de los
marcadores de la muestra (n=10) seleccionada y la supervivencia, la expresion
negativa de Oct3/4 muestra un dato mas robusto con una mediana mayor a
los 5 afios de supervivenciay en caso de SOX2, aunque el 30% de la poblacion
fue positiva, el porcentaje tumoral para cada caso no fue mayor al 20%, sin
embargo, la muestra seleccionada es baja por lo que es importante escalar
este estudio a una poblacién mayor para poder confirmar que la expresion
negativa de estos marcadores esti asociada a una mayor supervivencia de

los pacientes con COCE.
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2. ABSTRACT

The Cancer is a global health problem and one of the most common
causes of human mortality. Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is a
malignant neoplasm histologically originate is squamous cells. This
multifactorial disease is the sixth most common cancer worldwide and has

increase of case estimated by next decade.

The prognosis for these patients is 5 years in 50% of the cases, so aims
of research was identify biomarkers of prognosis of the disease and have a
better clinical management of the patients to increase survival and quality of

life.

There are biomarkers such as Oct3/4 and SOX2 in OSCC, but the
research is controversial, therefore, is important identify the expression of
these biomarkers in tumors of patients on last stage of the disease for
determine if its comportment is like to other population and observed their roll

of this proteins in the prognosis and survival of mexican people.

The aim of this work was to identify the expression of Oct3/4 and SOX2
as potential biomarkers and determine your association with the stage IV and

survival of patients with diagnosis of OSCC.

This study was performed out in a cohort of 140 cases, was
retrospective, cross-sectional and descriptive and identified the characteristics
of the study population. We selected 10 samples diagnosed with stage IV oral
squamous cell carcinoma to identify the expression of stem cell biomarkers as
SOX2 and Oct3/4 by immunohistochemistry and correlated these markers with

late staging and patient survival.
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We results indicate that the study population (n= 140) has between 35
to 90 years and the 56% are men, 49% were tobacco smoked and 59% drinking
alcohol. In the case of the association of the markers (n=10) and the patient’s
survival, the negative expression of Oct3/4 shows data with a median greater
than 5 years and in the case of SOX2, although 30% of the population was
positive, the percentage was not greater than 20%, however, the selected
sample is low, so it is important to scale this study to a bigger population and
confirm that negative expression of this proteins are associated with an

increase of the survival of patients with OSCC.
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3. INTRODUCCION

El cancer es un problema de salud a nivel mundial y es una de las
causas mas comunes de mortalidad humana. Segun la Organizacion Mundial
de la Salud define al cancer como “un proceso de crecimiento y diseminacion
incontrolado de células, que puede aparecer en cualquier lugar del cuerpo e
invadir el tejido circundante y este a su vez puede provocar metastasis en

puntos distantes del organismo”.

El término cancer se emplea para hacer referencia a distintas
enfermedades con més de mil variedades histopatoldgicas que comparten una
caracteristica en comuan, la proliferacion anormal y descontrolada de las
células que invaden tejidos y 6rganos. Un distintivo de esta enfermedad es la
multisecuencialidad que implica una serie de alteraciones discretas,
irreversibles y complementarias en los genes que controlan el crecimiento, la

muerte y la diferenciacion celular.

Respecto al cancer de cabeza y cuello, el carcinoma oral de células
escamosas (COCE) es el de mayor prevalencia siendo una neoplasia maligna
gue se origina histolégicamente en las células del epitelio y el cual se
desarrolla en la mucosa oral; se diagnostica frecuentemente en individuos
mayores de 40 afos, de los cuales el 50% de estos son mayores de 65 afios
y ocupa el sexto lugar como el cancer méas frecuente a nivel mundial
representando el 2 al 4% de todos los canceres diagnosticados, con un
incremento anual de 5,000 nuevos casos por afio. No obstante, se presentan
variaciones en la prevalencia, incidencia y mortalidad respecto a la localizacién

regional, presentando una mayor incidencia en la region de Asia sudoriental.

El cancer es una enfermedad multifactorial, causada por alteraciones
genéticas y también por factores no genéticos, si bien la etiologia aun no se
describe claramente, el desarrollo de esta enfermedad se atribuye a la
exposicidén de ciertos factores de riesgo como lo es el tabaco, el alcohol, el

Virus del Papiloma Humano, etc.
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En México el diagnostico tardio de COCE en lo pacientes, representa
una desventaja en el tratamiento, ya que el estadio avanzado de la
enfermedad se asocia a la metastasis, por lo que el tratamiento suele ser
agresivo e invasivo disminuyendo significativamente la calidad de vida de los

pacientes.

El uso de biomarcadores ha sido una herramienta muy util en el
diagnostico de COCE y recientemente la propuesta del papel de las células
troncales en el desarrollo del cancer es un topico obligatorio. Descifrar la
relacion entre el avance de la enfermedad y la presencia de células troncales
podrian dar informacién valiosa del comportamiento de esta enfermedad en la

poblacion mexicana.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Cancer

El cancer es una de las principales enfermedades que afectan a la
poblacién a nivel mundial. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
el término “cancer”, designa un amplio grupo de enfermedades que pueden
afectar cualquier parte del organismo, una caracteristica que define al cancer
es la multiplicacién rapida de células anormales que se extienden mas alla de
sus limites habituales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o

propagarse a otros érganos. (1,2)

El cancer agrupa entidades clinicas de diverso origen, a pesar de las
distintas manifestaciones clinicas de esta enfermedad, existen ciertos

principios en comun que se observan en las distintas entidades clinicas. (1)

En el afio de 1838, se describid que el tejido canceroso estaba formado
por células con morfologia alterada, y se postuld que la causa de la
enfermedad yacia en lesiones celulares. Actualmente, el céncer es
considerado como un desorden de células que se dividen anormalmente, lo
gue conduce a la formacion de agregados que crecen dafiando tejidos vecinos,
se nutren del organismo y alteran su fisiologia. Ademas, estas células pueden
migrar e invadir tejidos lejanos originando una metastasis, que en muchas

ocasiones es la causa de muerte de los individuos afectados. (1)

4.2 Signos distintivos del cancer
Los signos distintivos del cdncer son caracteristicas que permiten el
crecimiento tumoral y diseminacion metastasica. Esta es la base para

comprender la biologia del cancer. (3)

Gracias al desarrollo de nuevas tecnologias se ha mejorado el manejo
de distintos aspectos clinicos de la enfermedad, como el crecimiento tumoral,

invasividad y metastasis. (1)
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En una revision en el afio 2000, Hanahan y Weinberg propusieron un
modelo que define las seis principales caracteristicas de las células
neoplasicas, que aseguran la progresion tumoral, las cuales son: potencial
replicativo ilimitado, evasion de los factores supresores de crecimiento,
invasion y metastasis, activacion de replicacion inmortal, angiogénesis y

evasion de la apoptosis (figura 1). (3)

Potencial replicativo
ilimitado

N
\,__f

L4

o
b
'ﬂ-

= 4

Invasién y
metastasis

Activacion de
replicacion inmortal

Figura 1. Las seis caracteristicas distintivas del cancer, propuestas en el afio 2000 por Hanahan y
Weinberg. Tomada de Hanahan D. et al. 2011 y modificada en BioRender.

Una década mas tarde se agregaron dos caracteristicas distintivas:
reprogramacion metabdlica y evasion de la respuesta inmune. La inflamacion
cronica se incluyé junto a la inestabilidad genética como cualidades
habilitantes (figura 2). (3)

4.2.1 Potencial replicativo ilimitado

Las células en estado de homeostasis producen y liberan mediadores
gue activan mecanismos de sefalizacion que promueven la regulacion del
ciclo celular, controlando el crecimiento a través de la division y proliferacion,
lo que permite mantener la arquitectura y la funcion de los tejidos. Las células
cancerosas presentan mutaciones en oncogenes y adquieren la capacidad de

ignorar estas sefiales y se replican independientemente manteniendo la
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sefalizacion proliferativa de manera anormal por uno o varios mecanismos. (1,
3,4)

Signos distintivos emergentes

rogramacion
metabdlica:
Efecto Warburg

Inestabilidad
genética Inflamacién crénica

[ Cualidades habilitantes J

Figura 2. Caracteristicas adicionales del cancer. Tomada de Hanahan D. et al. 2011 y modificada en
BioRender.

4.2.2 Evasion de los factores supresores de crecimiento

La tasa de proliferacion aumentada de las células cancerosas se
encuentra favorecida por la evasion de los sistemas que regulan la

proliferacion celular, controlados por los genes supresores de tumores. (1)

Las mutaciones o la inhibicion parcial o total de la expresion de estas
moléculas estimulan la proliferacion celular, al reducir la efectividad de los
puntos de control que regulan el ciclo celular, de las vias de retroalimentacion
negativa de las cascadas de sefializacion celular y de los mecanismos de
reparacion del acido desoxirribonucleico (DNA). Lo anterior contribuye a la
evasion de los mecanismos que controlan la carcinogénesis y la adaptacion

de las células neoplasicas al microambiente donde se desarrollan. (4)
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Las proteinas mas reconocidas en el control del ciclo celular, vinculadas

a la progresion tumoral son p53, proteina de retinoblastoma y LkB1. (4)

4.2.3 Invasidon y metastasis

El proceso de invasion y metastasis es una secuencia de pasos
denominada “cascada de metastasis e invasion”. Este proceso es una
sucesiéon de cambios biologicos celulares, comenzando con la invasion local,
luego la penetracion de las células cancerosas en los vasos sanguineos y
linfaticos cercanos, el transito de las células cancerosas a través de los
sistemas linfatico y hematégeno, seguido por el escape de las células
cancerosas de la luminaria de los vasos en el parénquima de los tejidos
distantes, la formacion de pequefios nédulos de células cancerosas, Yy
finalmente el crecimiento de lesiones micrometastasicas en tumores

macroscopicos, este ultimo se denomina “colonizacion” (figura 3). (3)

Formacién del tumor primario Invasién local Intravasaciéon

Extravasacién Escape de células cancerosas Circulacién de las células
a érganos distantes cancerosas
Ed
® o’ — ®e e — . ©
- B —
l o Metéstasis clinicamente
Micrometéstasis Metastatizacion detectable
- &
o ® °/ Ten "o
°e°: —_— :o° 2O — '.I,
o2 a°°.,¢"°'<7 [}
cone =

Figura 3. Cascada invasion — metastasis. Tomada de Sanchez C. 2013 y modificada en BioRender.

La transicion epitelial-mesenquimal (EMT) permite a las células
metastasicas adoptar una serie de propiedades caracteristicas de las células
troncales que facilita su adaptacién, de modo que se adapten a proliferar en

tejidos diferentes al del origen. (4)
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4.2.4 Activacion de replicaciéon inmortal

Las células pasan por un numero limitado de divisiones celulares,
denominado limite de Hayflick, cuando las células alcanzan este punto,
pueden entrar en dos puntos no proliferativos, la senescencia, un paso
irreversible a un estado no proliferativo pero viable y la fase de crisis que
implica la muerte celular. Si la célula sobrevive a la crisis y exhibe un potencial
replicativo ilimitado, se llama inmortalizacion. En los extremos de los
cromosomas hay secuencias multiples de hexanucledtidos en tandem,
denominados telomeros, que se acortan en cada division celular hasta un
punto que amenaza la estabilidad celular, ocasionando la crisis celular. Solo
algunas células del organismo pueden sobrepasar este limite y dividirse de
manera indefinida (células germinales reproductivas), al igual que las células
tumorales. En estas células se expresa la proteina telomerasa, un DNA
polimerasa que adiciona segmentos repetitivos a los extremos del DNA

telomérico, evitando su acortamiento. (1,3)

4.2.5 Angiogénesis

Al igual que los tejidos normales, los tumores requieren sustento en
forma de nutrientes y oxigeno, la neoangiogénesis es la formacion de nuevos
vasos sanguineos y es una necesidad de los tumores para asegurar el acceso
de nutrientes, el intercambio de gases, el crecimiento tumoral y la metastasis,
sin embargo, la vasculatura que se forma en los procesos oncogénicos es

fragil y desordenada en comparacion con los tejidos normales. (1,4)
Existen dos condiciones que estimulan la neoangiogénesis:

1. Activacion del factor inducido por hipoxia (HIF1): Como consecuencia
de un estado de hipoxia en el microambiente tumoral.

2. Activacion constitutiva de este mismo factor por alteraciones genéticas.

11
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En ambos casos se producen citocinas angiogénicas como el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF), factor de crecimiento de

fibroblastos 2 (FCF2), y factor de necrosis tumoral alfa (TNFa). (1)

El proceso de neoangiogénesis transcurre en 6 etapas principales que
incluyen: 1) liberacion de VEGF y otros factores de crecimiento, 2) degradacion
proteolitica de la matriz extracelular, 3) migracion de las “células punta”, 4)
proliferacion de células endoteliales y formacién del nuevo tubo vascular, 5)
regulacion del didmetro del tubo vascular y 6) asociacion de los pericitos y flujo

de sangre hacia el tumor. (4)

4.2.6 Evasion de la apoptosis
La apoptosis es un proceso de muerte estructurado que ocurre por
etapas, sin embargo, la muerte masiva por apoptosis libera sefiales de peligro

que estimulan la reactividad del sistema inmune. (4)

El crecimiento de los tumores no sélo depende de cuanto se dividen las
células que lo componen sino también esta condicionado por la tasa de muerte
celular. La disminucion del nimero de células ocurre principalmente por
apoptosis, un mecanismo normal que mantiene la homeostasis tisular. Las
células tumorales desarrollan mecanismos que les permiten evadir la
apoptosis. 1) alteraciéon en el balance de proteinas pro y anti apoptéticas, 2)
disminucién de la actividad de las caspasas, y 3) falla en la sefializacién del

receptor de muerte. (1)

El desbalance en las sefiales pre y anti-apoptoticas es una
caracteristica de las células neoplasicas. Esta condicion se origina por el
incremento en la expresion de moléculas como Bcl-2 y Bcl-x, a la par que se
reducen los mediadores pro-apoptéticos como Bim, Bid y PUMA. Otro evento

que favorece la resistencia a la apoptosis es la pérdida de la actividad de p53.

(4)
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4.2.7 Reprogramacion metabdlica: efecto Warburg
La proliferacion celular no solo implica el control desregulado de la
proliferacion celular sino también tiene que ver el metabolismo energético para

alimentar el crecimiento celular. (3)

Otto Warburg observé por primera vez una caracteristica anomala del
metabolismo energético de las células cancerosas. En condiciones normales
aerdbicas, las células procesan la glucosa hasta su degradacion completa a
diéxido de carbono en la mitocondria, sin embargo, en células cancerosas se
demostré que tienen un consumo elevado de glucosa que se incorpora a la
ruta glucolitica para producir &cido lactico, en presencia de un medio pobre en
oxigeno. Este fendmeno, se asocio con alteraciones en la funcién mitocondrial
en las células neoplasicas. Se plantea la hipétesis que los tumores requieren
una modificacibn en su metabolismo para cumplir las demandas
bioenergéticas y biosintéticas derivadas del rapido crecimiento. Hoy se
reconoce que esta alteracion es parte de una adecuacion metabdlica, que
propicia la formacién de intermediarios para la sintesis de macromoléculas que

soportan la replicacion celular. (4)

4.2.8 Evasion de larespuestainmune

Cuando se desarrollan clones tumorales, estos normalmente son
detectados y eliminados por mecanismos del sistema inmune, dado que
expresan un patrén proteico distinto al expresado por células normales. Debido
a las mutaciones, el reconocimiento de las células tumorales no es sencillo, ya
que por ser células del mismo individuo, existe cierto grado de
inmunotolerancia y debido a la inestabilidad genémica las células cancerosas
cambian constantemente, acompafiada con la sobreexpresion de citocinas y
quimiocinas, que actian como inmunomoduladores regulando su

microambiente y favoreciendo el reclutamiento de monocitos, macrofagos y

13
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células inflamatorias, suprimiendo la actividad del sistema inmune y regulando

la neovascularizacion. (1)

4.2.9 Inestabilidad genética e inflamacion cronica

La inestabilidad genética y la inflamacion crénica son propiedades
determinantes para que la progresion tumoral tenga éxito. La inestabilidad
genética se manifiesta a nivel genético, e incluye mutaciones, traslocaciones,

amplificaciones, e inestabilidad cromosomal. (4)

La inflamacién cronica y el desarrollo de neoplasias fue descrita por
primera vez en el siglo XIX por el doctor Rudolf Virchow, este proceso
condiciona la presencia de mediadores proinflamatorios moleculares y
celulares en el microambiente tumoral. La inflamacién cronica puede ser causa
0 consecuencia de la transformacion neoplasica. La activacion de oncogenes
y la pérdida de actividad de genes supresores de tumores, favorece la
inflamacion crénica que condiciona la activacion de factores de transcripcion,
incrementando la concentracion de citocinas como IL1B, IL6 y TNF en el
ambiente tumoral, modificando la expresion y actividad de microARNs con
actividad protumoral y favoreciendo el infiltrado al microambiente tumoral de
macrofagos proinflamatorios M1, conocidos como macréfagos asociados a

tumor, y de células mieloides con actividad supresora. (4)

5. CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS

Uno de los carcinomas que afecta a los seres humanos es el carcinoma
de células escamosas de cabeza y cuello (por sus siglas en inglés HNSCC) se
desarrollan a partir del epitelio de la mucosa en la cavidad oral, senos
paranasales, cavidad nasal, faringe, laringe, glandulas salivales, ganglios
linfaticos y piel, esta es la neoplasia mas comun que surge en cabeza y cuello
(figura 4). (5,6)
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Figura 4. Sitios anatomicos de desarrollo de HNSCC. Tomada de Johnson D.E. et al. 2020.

El cancer de cabezay cuello (HNC) ocupa el sexto lugar, siendo el mas
comun en paises en desarrollo. Mas del 90% de los HNC son carcinoma oral
de células escamosas (COCE), variante que se origina en el epitelio de
revestimiento mucoso del tracto aerodigestivo superior. (5,7,8)

El COCE es una neoplasia maligna, que se presenta en lengua, labios,
encia, paladar, piso de boca y mucosa bucal, es una enfermedad multifactorial

afectada por diversas alteraciones genéticas y factores ambientales. (9)

Las encias, paladar, zona retromolar, mucosa bucal y labial son las
zonas bucales menos afectadas, por el contrario, la superficie ventral de la
lengua y el piso de boca son los sitios mas comunmente afectados por el

COCE, ya que estan revestidos por un epitelio delgado no queratinizado. (10)

El COCE se origina a partir de las células epiteliales de la mucosa,
puede desarrollarse a partir de una mucosa aparentemente normal o
comunmente se presenta como una llaga o Ulcera bucal que no cicatriza,
también puede desarrollarse a partir de lesiones orales potencialmente
malignas, como la leucoplasia oral, eritroplasia, fibrosis submucosa y liquen
plano oral. (6,10,11)
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Leucoplasia. Término clinico definido como “placa o mancha blanca que
no puede caracterizarse clinica o patolégicamente como ninguna otra
enfermedad”. Es una lesion asociada con el tabaquismo y consumo de
alcohol. Se observan cambios displasicos en solo 2 a 5% de los

pacientes. La tasa anual de transformacion maligna es del 1%. (12)

Eritroplasia. Término clinico definido como “mancha aterciopelada de
color rojo brilante que no puede caracterizarse clinica o0
patolégicamente como causa por otra afeccion”. Esta lesidn tiene un
mayor potencial maligno que la leucoplasia y se asocia con displasia y

carcinoma in situ. (12)

Fibrosis submucosa. Esta enfermedad progresiva, afecta cualquier
parte de la cavidad oral y a veces la faringe, en la que se forman bandas
fibrosas en la mucosa oral que conduce a la rigidez de esta, y a su vez
provoca trismus, restriccion del movimiento de la boca y lengua, e
incapacidad para comer. También se caracteriza por la formacién de
vesiculas, e inflamacién epitelial. Se ha informado que los pacientes con
fibrosis submucosa oral tienen un mayor riesgo de desarrollar

carcinoma oral. (13)

Liguen plano oral. Enfermedad mucocutanea cronica del epitelio
escamoso estratificado que afecta las membranas mucosas orales.
Esta enfermedad autoinmune mediada por células T, inicialmente se
manifiesta con la aparicion de papulas filiformes blancas, grises y
aterciopeladas en una disposicion lineal, anular y reticular formando
parches. Las lesiones generalmente son asintomaticas (aunque hay
pacientes que manifiestan ardor leve o dolor), bilaterales y simétricas.
Aparecen comunmente en la mucosa bucal, lengua, labios, encia, piso
de bocay paladar, estas lesiones al ser persistentes conllevan un riesgo

de transformacion maligna a COCE. (14)
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Histologicamente, la progresion a HNC invasor sigue una serie
ordenada de pasos que comienza con hiperplasia de células epiteliales,
seguida de displasia (leve, moderada y grave), carcinoma in situ y, finalmente
a carcinoma invasor (figura 5). (6)

* 9p21 LOH *3p21and * 11q13, 1321 and * bp, 8, 427 and
* CDKN2A 17p13 LOH 14q32 LOH 10q23 LOH
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Figura 5. Progresion de HNC y procesos génicos clave. Tomada de Johnson D.E. et al. 2020.

Algunas anomalias cromosOmicas en las diferentes etapas de
progresion del HNC, inician con la pérdida de 9p21 durante la progresion de la
mucosa epitelial normal de la cabeza y cuello a la hiperplasia. La region 9p21
incluye los genes supresores de tumores CDKN2A y ARF. La progresion de
hiperplasia a displasia esta marcada por la pérdida de 3p21 y 17p13, el sitio
de TP53. La transicion de displasia a carcinoma in situ implica la pérdida de
11913, 13921 y 14932, mientras que la pérdida de 6p, 8, 4927 y 10923 se
observa en la progresién a carcinoma invasor. Por otro lado, se desconoce si
la progresion del HNC depende de la secuencia temporal de estas

alteraciones, o de su acumulacién colectiva. (6)

Las mutaciones asociadas a HNC estan estadisticamente enfocadas en
11 genes, de los cuales con frecuencia estd dominada por supresores de
tumores, como TP53, CDKN2A, FAT1, NOTCH1, KMT2D, NSD1 y TGFBR2,
lo que indica que el HNC podria ser impulsado con mayor frecuencia por la
pérdida de supresores de tumores. TP53 y otros genes como TP63y TP73, se
alteran con frecuencia en el HNC. TP63 codifica dos isoformas principales,

ANp63 y Tap63 y se sobre expresan en la mayoria de los tumores del HNC.
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ANp63 promueve el crecimiento del tumor por multiples mecanismos, incluida
la supresiéon de la apoptosis, la expresion de p16 'NK4Ay |a induccién de la
sefalizacion mitogénica. Por el contrario, TAp73, tiene actividad supresora de
tumores y la funcion de Tap73 se anula, y da como resultado la induccién de
NANOG, SOX2 y Oct3/4, lo que promueve las propiedades similares a las
células troncales de las células tumorales. (6)

Cabe destacar que ninguna estrategia de deteccién ha demostrado ser
eficaz, y el examen fisico cuidadoso sigue siendo el enfoque principal para la

deteccion temprana debido a la autoidentificacion del paciente de la lesién. (6)

Aungue un porcentaje de lesiones premalignas orales progresan a
cancer invasor, la mayoria de los pacientes que presentan COCE en estadio
avanzado son sin antecedentes clinicos de premalignidad. (6)

Para algunos casos la localizacion anatémica del HNC esté asociada a
cierta sintomatologia (tabla 1). La etapa de avance del COCE es el factor
prondstico mas importante para el diagnostico y tratamiento general de la
enfermedad, ya que regularmente se diagnostica en una etapa tardia del curso
de la enfermedad. (10)

La estadificacion clinica de los tumores de la cavidad oral consta de
caracteristicas del tumor primario, el cuello y la evaluacién de metastasis a
distancia. Los elementos béasicos en la estadificacién del sitio primario son el

tamafio del tumor y la invasion de estructuras profundas (tabla 2). (12)
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+ Lengua Llaga que no cicatriza
+ Piso de boca Ulcera bucal que no cicatriza
s Mucosa bucal Disfagia
s Trigono retromolar Odinofagia
+ Paladar duro Disartria
+ Base delalengua Disfagia
+ Amigdalas palatinas Odinofagia
s Paladar blando Otalgia
s Hipofaringe
Masa indolora en el cuello de nivel Il
Tumer primario asintomatico
s Laringe Disfonia
Laringitis
Disnea
Obstruccion vias aéreas
s Masofaringe Epistaxis

Obstruccion nasal unilateral
Otalgia

Paralisis de los nervios

Tabla 1. Presentacion clinica de tumores presentes en el HNC, ubicacién y sintomatologia. Tomada
de Johnson D.E. et al 2020.

Tis NO MO

T1 NO MO

T2 NO MO

T3 NO MO
T1-T3 N1 MO
T4a NO MO
T4a N1 MO
T1-T4a N2 MO
Cualquier T N3 MO
T4b Cualquier N MO
Cualquier T Cualquier N M1
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Tabla 2. Estadificacion del CO. Tomada de Montero P.H. et al 2015.
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Digtos insuficientes para evaluar el turnor primario.

TO Sin evidencia de turmor primaric.

Tis Carcimoma in situ. Cancer ingipiznte en el que las celulas cancerosas se detectan solo en una capa
de tejido.

T Turnar de 2 om o menos en su dimension mayor, con PO SSmmnm,

T2 Turnor de mas de 2 om y menos de 4 cm en su dimension mayor, con POl 21 0mm.

T3 Turnar de mas de 4 om en su dimension mayor, con PO <10,

T4A Enfermedad local moderadaments svanzada.

T4B Enfermedad local muy avanzada, El tumor invade el espacio masticador. spofisis pterigoides o bass

de créneo yio rodes la arteria cardtida inferna.

TH Mo se pusde evaluar el tumor primario.

Tis Carcimoma in situ. Cancer ingipiznte en el que las celulas cancerosas se detectan solo en una capa
de tejido.

T1 Tumer de 2 cm o menor.

T2 Tumer de mas de 2 cm, pero menor de 4 cm.

T2 Tumor de mas de 4 cm.

T4A Turnes invade: Laringe, misculos da Iz lengua, musculos de Is mandibula, boveds de la boca v la

rnandrbula.

T4B Turner invade: Misculos y huesos de Is boca, nasofaringe. base de cranso y recubra |a arteria
carcdida.

M Mo se pueden evaluar bos ganglios finfaticos.

[F4] Sin metastasis 2n los ganglics linfaticos regionales.

M1 Katastasis en un solo ganglic linfatico ipsolateral de 3 cm o menor de diametro mayer sin EEG.

M2A Katastasis en un solo ganglio linfafico ipsolateral, endre 3 v § em de digmetro mayor sin EEG.

[rl=] Katastasis en mdltiples ganglics linfaticos ipsclatersles. ningunc mayor de & om sin EES.

M2C Meatastasis en ganglics linfaticos bilstersles o contralatersles, ninguno mayor de & om sin EEG.

H3A Meatastasis en un ganglio linfético mayor de § om sin EEG.

Matastasis en cuslguier nodulo y clinicamente manifiesta EEG.

MO El cancer no se ha diseminado a otras partes del cusrpo.

M1 El cancer se ha diseminado a ofras parfes del cuerpo.

Tabla 3. Sistema de estadificacion TNM para COCE. Tomada de Montero P.H. et al 2015 y Amin M. B.
et al 2017. PDI - profundidad de invasion. EEG — extension extraganglionar.

El American Joint Committe on Cancer (AJCC) y el International Union
for Cancer Control (UICC) proveen el Sistema de estadificacion TNM como un
recurso para determinar la etapa de diferentes tipos de cancer segun ciertas
normas (tabla 3). (15).
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El COCE muestra un patron de crecimiento agresivo con un alto grado
de invasion local y una propension a hacer metastasis a los ganglios linfaticos

cervicales, incluso en etapas tempranas. (11)

La metastasis a ganglios linfaticos del cuello ocurre en el 40% de los
casos, esto sigue siendo el principal factor asociado a un mal prondstico,
ademas, entre el 26% y el 80% de los pacientes con COCE en estadio
temprano desarrollan recidiva loco regional o metastasis a distancia. (11)

La diseminacion linfatica al cuello ocurre de manera escalonada,
ordenada y predecible. Estos se describen utilizando la terminologia
estandarizada por las Directrices de la American Head and Neck Society
(figura 6). (12)

Figura 6. Clasificacion a nivel de los ganglios linfaticos cervicales. Tomada de American Cancer Society
2015.

¢ Nivel I. Ganglios linfaticos submentonianos y submandibulares.
¢ Nivel Il. Ganglios linfaticos yugulares superiores, ubicados encima del

musculo digastrico.
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e Nivel Ill. Ganglios linfaticos yugulares medios, ubicados entre el
musculo omohioideo y musculo digéastrico.

¢ Nivel IV. Ganglios linfaticos yugulares inferiores.

¢ Nivel V. Ganglios linfaticos del triangulo posterior, ganglios linfaticos

retrofaringeos. (15)

El COCE se trata con reseccion quirdrgica, seguida de radiacion o
quimioterapia o tratamiento en conjunto con quimioradioterapia (QRT) segun
el estadio de la enfermedad. ElI CO positivo para virus del papiloma humano
(VPH) generalmente tienen un prondstico mas favorable que el CO negativo
para VPH. (6)

5.1 Epidemiologia

Las tasas de incidencia y mortalidad de los HNSCC varian entre paises
y regiones, en general se encuentra que el COCE es més comun en paises en
desarrollo como el sur y sureste de Asia, debido a la alta exposicion a
carcindgenos derivados del tabaco, y el consumo de alcohol en esta region.
(5,6,9)

Los datos recientes disponibles en el informe GLOBOCAN 2020
muestra un total de 377,713 casos nuevos y 177,757 muertes por COCE las
cuales ocurrieron en todo el mundo en el afio 2020 (figura 7). Estas cifras dan
una clara indicacion de que el CO sigue siendo una enorme carga mundial y
el aumento de las tasas es motivo de preocupacion. La incidencia de COCE

sigue aumentando y se prevé que aumente en un 30% para el afio 2030. (6,16)

En México el Registro Histopatolégico de las Neoplasias en México
(RHNM) en el aflo 2002 inform6 que las neoplasias malignas ubicadas en
cabeza y cuello representan el 17.6% de la totalidad de las neoplasias

malignas reportadas. (17)
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Figura 7. Incidencia del cancer de cavidad oral entre ambos sexos expresada por nivel de tasa
estandarizada por edad en el mundo. Tomada de Globocan, World Health Organization 2020.

De estas neoplasias, el grupo mas frecuente lo constituyen los
carcinomas no melanociticos de la piel, con 11,803 casos (62%), el siguiente
grupo es el constituido por las neoplasias malignas de las vias aerodigestivas

superiores, con 2,269 casos (12%) (figura 8). (17)

Neoplasias malignas de las vias
aerodigestivas superiores

42% 37%
2 6% 3% 3%
Céncer Cancer bucal  Cancer de Cancer Céncer Cancer
laringeo fosas nasales bucofaringeo nasofaringeo hipofaringe

y paranasales

Neoplasias malignas de las vias aerodigestivas superiores

Figura 8. Distribucion de los sitios especificos que conforman las neoplasias malignas de las vias

aerodigestivas superiores. Tomada de Tirado L. et al 2007.
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El CO ocurre en un amplio rango de edad, con una incidencia en la
sexta y séptima década de vida, con una mediana de edad al momento del
diagnéstico de 66 afios para CO VPH negativo, 53 afios para CO VPH positivo
y 50 afios para CO virus de Epstein Barr (VEB) positivo. Sin embargo,
recientemente ha habido un aumento en la incidencia de CO en grupos de
edad mas jovenes. Esto esta parcialmente relacionado con el aumento del
tabaquismo y el uso de otras drogas durante la juventud, asi como la
transmision del VPH. (5,6,7)

En la mayoria de los paises los hombres tienen un riesgo 2 a 4 veces
mayor que las mujeres de desarrollar COCE, atribuido a factores de riesgo
como el consumo de alcohol y tabaco, asi como su periodo de exposicion. Sin
embargo, desde la década de 1950 hubo un aumento en la incidencia de CO
en las mujeres, asociado con el aumento en el consumo de tabaco en este
grupo. (5,6,7,10)

La tasa de supervivencia es de 5 afios sin diferencia de género en el
50% de los casos, esto se debe en parte a la resistencia al tratamiento, que se
cree es impulsada por poblaciones especificas de células troncales
cancerosas (CTC). (10,18)

5.2 Factores de riesgo

La frecuencia de CO en la poblacién mexicana ha aumentado en las
Ultimas décadas, representando entre el 1% y el 5% de las neoplasias
malignas. Su elevada incidencia esta ligada a diferentes factores como el
habito de fumar, el consumo de alcohol, y la infeccién por el VPH, sin embargo,
aungue estos sean los principales factores de riesgo, la etiologia de dicha
neoplasia es multifactorial y se han reconocido muchas causas adicionales.
(5,19)
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5.2.1 Tabaco

El consumo de tabaco es el principal factor de riesgo asociado al
desarrollo de lesiones premalignas y del COCE, ya que aproximadamente el
90% de los pacientes diagnosticados con CO informaron antecedentes de

consumo de tabaco. (5,20)

El tabaco es un carcindégeno y un producto adictivo, el cual durante su
combustion dafia los tejidos, y estad compuesto por més de 5,000 sustancias
quimicas diferentes, de las cuales docenas tienen actividad cancerigena,
como los hidrocarburos aromaticos policiclicos, incluido el benzoapireno, y las
nitrosaminas, incluida la 4-(metilnitrosamina)-1-(3-piridil)-1-butanona y N-
nitrosonornicotina, liberando moléculas cancerigenas, siendo perjudiciales
localmente y favoreciendo la absorcion de sustancias carcinégenas que
combinadas provocan diferentes tipos de cancer, entre ellos el COCE.
(6,19,20,21)

La activacion metabdlica de carcin6genos da como resultado la
formacion de metabolitos reactivos que, si no se desintoxican y excretan,
pueden dafar el DNA. (6)

El uso de productos de tabaco también se asocia con inflamacién en los
tejidos expuestos y la produccion local de citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento que desempefian un papel importante en la promocién de la

proliferacion, la angiogénesis y en ultima instancia la carcinogénesis. (6)

Existe una estrecha correlacibn entre la duracion, intensidad y
frecuencia del tabaquismo y la tasa de desarrollo del CO en los pacientes. Los
consumidores de tabaco tienen un riesgo 6 veces mayor de desarrollar
canceres de cavidad oral, orofaringe e hipofaringe, y un aumento de 10 veces
en el desarrollo de canceres de laringe, en comparacién con las personas no
fumadoras. (5,19)
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El humo de cigarro recorre un amplio trayecto entre las mucosas de las
cavidades oral y nasal, provocando efectos irritantes en estructuras y érganos
continuos como son el sistema periodontal, faringe, laringe, senos paranasales

y sistema aerodigestivo superior. (19)

Existe un efecto proporcional entre el tiempo de consumo del tabaco y
el riesgo de COCE. Este riesgo puede reducirse después de dejar de fumar,
pero no desaparece por completo (30% en los primeros 9 afios y 50% para los

mayores de 9 afos). (21)

Entre algunas poblaciones de Asia y el Pacifico, el CO esta asociado
con la masticacion de productos de nuez de areca, incluido el betel quid,
término utilizado para una variedad de mezclas que incluyen la nuez de areca,
hoja de betel, tabaco y especias segun la costumbre de la region. En estos
casos el carcindgeno dominante son las nitrosaminas, alcaloides y polifenoles
los que provocan que la superficie de la mucosa sea susceptible a diversas
infecciones virales y microbianas, las cuales pueden actuar como

carcinogenos. (5,6,9)

El uso de productos de nuez de areca o betel quid esta relacionado con

tasas altas de CO en India, Taiwan y algunas provincias de China continental.

(6)

Las personas que consumen el tabaco sin humo tienen un aumento
estimado del 80% de riesgo de desarrollar CO. Estas tendencias de uso de
diversas formas de tabaco se utilizan principalmente en paises en desarrollo,

principalmente asiaticos, incluyendo India, Pakistan, China y Taiwan. (5,9)

5.2.2 Alcohol

El consumo excesivo de alcohol es el segundo factor etiolégico del
COCE, este no ejerce por si mismo un efecto carcinogénico, pero funciona
como solvente para carcindgenos, aumentando la exposicion de las células

epiteliales a estas sustancias, y una vez ingerido es metabolizado a
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acetaldehido, el primer metabolito del etanol, el cual es una sustancia
mutagénica y cancerigena, aumentando el riesgo de desarrollar tumores
malignos en la cavidad oral en mayor medida cuando se usa en combinacion

con el tabaco. (9,19)

El contacto del alcohol sobre las areas de la mucosa y las vias
aerodigestivas superiores, hace a la mucosa oral mas susceptible a otros
carcindgenos y permite el pasaje de sustancias dafiinas, como los productos
derivados de la combustion del tabaco, causando atrofia epitelial e

interferencia en la sintesis y reparacion del DNA. (19,22)

El consumo de alcohol a lo largo del tiempo puede provocar lesiones
bucales como, desprendimiento del epitelio, ulceraciones en la mucosa,
gingivitis, petequias y lesiones blancas, las cuales pueden malignizar,
desarrollando CO. (20)

El consumo de alcohol y tabaco tiene un riesgo mayor de desarrollar
COCE, ya que el habito de fumar incrementa el factor de riesgo 6 veces mas,
y al asociarlo con el consumo de alcohol el riesgo se duplica. La displasia oral

epitelial tiene un riesgo de transformacion maligna del 36%. (6,12,19)

5.2.3 Virus del papiloma humano (VPH)

Los virus han estado implicados en el desarrollo de tumores malignos
del epitelio escamoso. Las infecciones virales suelen ser responsables de
inducir la transformacion maligna al interferir en el ciclo celular del huésped.

Estos genes virales pueden afectar el crecimiento y proliferacion celular. (23)
Los tumores que surgen en la orofaringe estan vinculados a una

infeccion previa con cepas oncogeénicas del VEB, el VPH y el virus del herpes
simple. (6,23)
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El VEB causa leucoplasia pilosa y “enfermedad linfoproliferativa” en
pacientes inmunosuprimidos. La relaciéon del VEB con el COCE aun no esta
clara. (23)

El VPH es un virus de transmision sexual, que causa lesiones
proliferativas benignas como papilomas, condiloma acuminado, verruga vulgar
e hiperplasia epitelial focal. La infeccion por VPH esta asociada con la mayoria
de los canceres orofaringeos >70% y en menor grado con canceres en otros

sitios anatémicos de cabeza y cuello. (6,23)

Los VPH de alto riesgo (AR) estan relacionados con el COCE y lesiones
premalignas orales, principalmente el VPH-16, y en menor medida, el VPH-18,
VPH-33, y el VPH-52. (6,19,23)

Los pacientes que padecen cancer de cuello uterino tienen un mayor
riesgo de desarrollar un tumor primario en sitios orofaringeos, especialmente
en las amigdalas y la base de la lengua, alrededor del 70-80% del carcinoma

de orofaringe se debe a una infeccién por VPH-16. (9)

5.2.4 Susceptibilidad genética

La alta susceptibilidad al desarrollo del cancer esta estrechamente
relacionada con diversas mutaciones genéticas humanas y polimorfismos
genéticos. Por ejemplo, las personas con anemia de Fanconi, una enfermedad
genética hereditaria rara caracterizada por una reparacion deficiente del DNA,
tienen un riesgo de 500 a 700 veces mayor de desarrollar HNSCC,

principalmente canceres de la cavidad bucal. (5,6)

Dentro de la susceptibilidad genética los protooncogenes tienen un
papel importante ya que estos genes normales, debido a mutaciones, pueden
convertirse en un agente inductor de tumores. La presencia de genes
hereditarios del cancer es una caracteristica que predispone a una gran

cantidad de tipos de cancer en los seres humanos, entre ellos el COCE. Por
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lo tanto, en estos pacientes, la exposicion a ciertos carcin6genos u otros
factores de riesgo coadyuva o potencia la probabilidad de presentar algun tipo

de neoplasia. (5,19)

Las aberraciones cromosomicas y las modificaciones epigenéticas
influyen constantemente en la expresion y funcién de algunos genes

reguladores de tumores como pl6 y p53. (9)

5.2.5 Dieta y nutricién
La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) ha
afirmado que la baja ingesta de frutas y verduras predispone a un mayor riesgo

de desarrollo de cancer. (23)

Se ha demostrado que ciertos grupos de alimentos estan asociados con
un mayor riesgo de CO, sin embargo, no existe una atribucion a un ingrediente
especifico del alimento. Esto ha contribuido al estudio centrado en los

macronutrientes y micronutrientes presentes en los alimentos. (23)

Se ha demostrado que ciertos micronutrientes disminuyen el riesgo de
desarrollar CO, como vitaminas A, Cy E; carotenoides, potasio y selenio. El 3-
caroteno, retinol, retinoides, vitamina C y la vitamina E, son antioxidantes
esenciales para reducir las reacciones de los radicales libres que pueden
causar mutaciones en el DNA, cambios en la actividad enzimética y

peroxidacion lipidica de las membranas celulares. (23)

Las deficiencias de vitaminas y minerales favorecen la aparicion del
cancer de la cavidad bucal. La anemia ferropénica es la condicién nutricional
mas asociada al cancer bucal, debido al déficit de hierro, se encuentra una
atrofia en la mucosa que, asociada a otros factores de riesgo incrementan la

actividad mitética y disminuyen la capacidad de reparacion del epitelio.

29



AL,

opoxToLals
UNAM W

1904

EXPRESION DE SOX2 Y OCT3/4 EN CARCINOMA ORAL DE CELULAS
ESCAMOSAS DE LA CAVIDAD ORAL

=

También se acompafa de deficiencias de otros micronutrientes que favorecen

la carcinogénesis bucal. (24)

Los estados de inmunodepresién relacionados con los trastornos
nutricionales también favorecen el desarrollo del cancer, debido a las

dificultades del sistema inmune para proteger al cuerpo. (24)

6. CELULAS TRONCALES CANCEROSAS (CTC)
6.1 Células troncales (CT)

Las células troncales (CT) en condiciones de bienestar y homeostasis,
son células indiferenciadas de larga vida, su principal caracteristica que las
define es la autorrenovacion, mediante la cual las CT dan lugar a numerosos

tipos de células maduras y conducen a la organogénesis. (21)
Las principales caracteristicas de las CT son:

1. Diferenciacion. Es la capacidad de dar lugar a una progenie
heterogénea de células, que se especializan de acuerdo con un proceso
jerarquico, necesarias para la funcion de los 6rganos. (25,26)

2. Autorrenovacion. Es la capacidad de formar nuevas CT con un potencial
idéntico de proliferacion, autorrenovacion y diferenciacion, manteniendo
la reserva de CT. (26)

3. Potencial proliferativo. Es la capacidad de modular y equilibrar la
diferenciacion y autorrenovacion de acuerdo con los estimulos

ambientales y limitaciones genéticas. (26)

Las CT dan lugar a varios linajes de células, esta propiedad es conocida

como potencial de multilinaje o potencial de diferenciacion. (25,27)

Existen dos tipos principales de CT, las células embrionarias y las

células somaticas, también llamadas células troncales adultas (CTA) y se
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clasifican jerarguicamente segun su potencial de multilinaje, en cuatro tipos
(figura 9). (25,27)

1. Totipotentes: Células que se encuentran en la fase de moérula y que son

capaces de formar tejidos embrionarios y extraembrionarios.
Pluripotentes: Células troncales embrionarias (CTE) recolectadas de la
masa celular interna del blastocisto y que forman las tres capas
germinales de las cuales se generan tejidos y 6érganos.

Multipotentes: Células troncales somaticas (adultas) con capacidad de
autorrenovacion limitada y de las cuales se pueden tener un nimero
limitado de células diferenciadas. En este rubro se encuentran las
células troncales hematopoyéticas (CTH) vy células troncales
mesenquimales (CTM).

Unipotentes: Células troncales sométicas que solo podran dar origen a

un solo tipo celular y son de tejido especifico.

Totipotentes Morula Tejidos extraembrionarios
Tejidos embrionarios

Pluripotentes

Mesodermo

Capas germinales
y Ectodermo
Blastocisto
Endodermo

. P Ejemplos: \
Multipotentes Somaticas { Hematopoyécticas
Mesenquimales
Unipotentes Somaticas {Ur solo tipo celular B

Figura 9. Clasificacion de células troncales de acuerdo con su potencial de multilinaje. Realizado en

BioRender.
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Las CTA derivan de la médula ésea, sangre periférica, vasos
sanguineos, cerebro, musculo esquelético, epitelio del sistema digestivo, piel,

cOrnea, retina, higado y pancreas. (27)

Se dividen en:
1. CTH. Son la poblacién de células troncales multipotentes que funcionan
para generar todo tipo de células sanguineas, mieloides y linfoides. (27)
2. CTM. Dan lugar a multiples linajes mesenquimales como cartilago,
hueso y grasa. Los principales reservorios de células mesenquimales
incluyen, médula ésea, sangre periférica, tejido adiposo, pulmén y

tejidos neonatales. (27)

Las CTM tienen tres caracteristicas principales:

1. Capacidad para proliferar in vitro y diferenciarse en muchos tipos de
células.

2. Propiedades de migracion y localizacion a través de las cuales pueden
llegar a los tejidos dafados.

3. Propiedades inmunomoduladoras; generando un microambiente

inmunosupresor. (27)

6.2 Células troncales y factores Yamanaka

Las CTE se derivan de la masa celular interna del blastocisto, tienen la
capacidad Unica de proliferar mientras mantienen la pluripotencia, es por eso
por lo que se consideran fuentes prometedoras para terapias de trasplante de
células para diferentes enfermedades intratables. Actualmente se estan
explorando dos tipos de CTE para uso clinico, las células troncales
embrionarias humanas (hCTE) y las células troncales pluripotentes inducidas
(iPTC). (28,29)

La reprogramacion celular con CTA y CTE tuvieron un avance

significativo en el afio 2006, cuando Takahashi y Yamanaka publicaron la
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reprogramacion directa de una célula diferenciada sin afectar su integridad.
Reprogramaron fibroblastos mediante la transduccion de cuatro factores de
transcripcion denominados como “factores Yamanaka”: Oct3/4, SOX2, c-myc
y KIf4. Es asi como estos factores se documentan como piezas que juegan un
papel importante en el mantenimiento de la identidad de las CTE, y en la

induccion de pluripotencia en las CTA. (30,31)

6.3 Diferencias entre células troncales sanas y cancerosas

En el cancer existen células similares a las CT que se encuentran en
tejidos sanos, estas células presentes en neoplasias malignas se denominan
CTC y son poblaciones de células con capacidad de iniciar un tumor y
mantener su propiedad de autorrenovacion. Esta poblacion de células tiene un
alto potencial ONCO y se cree que son responsables de las caracteristicas
biologicas del cancer, asi como de su crecimiento rapido, invasion vy
metéstasis. (18,32)

A diferencia de las células troncales que se encuentran en homeostasis
y equilibrio, las CTC presentan una autorrenovaciéon desregulada,
posiblemente por un aumento en la divisién simétrica generando una poblacién
creciente de CTC, favoreciendo asi el incremento de la masa tumoral. Se
observan también mutaciones genéticas con cambios epigenéticos que llevan
a la desregulacion de vias como NANOG, HEDGEHOG, NOTCH, etc, (vias
presentes en CT asociadas al desarrollo embrionario), ademas que muestran
una capacidad de diferenciacion de multilinaje, generando tumores con
poblaciones celulares heterogéneas con células parcialmente diferenciadas,
indicando que las CTC producen tantos tipos celulares diferentes. Los reportes
muestran que los xenoinjertos de estas células a ratones son capaces de

generar un tumor, evento que no se observa en el trasplante de CT sanas. (25)

Tanto las CT en homeostasis como las CTC comparten marcadores de
superficie celular y utilizan vias de sefalizacion relacionadas con la

troncalidad, sin embargo, las mutaciones de estas células modifican su
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comportamiento bioldgico y la capacidad de alterar el nicho celular para
favorecer su permanencia y supervivencia, dandoles una autorrenovacion y
diferenciacion descontrolada, asi como la capacidad de resistencia a
quimioterapia, metastasis y recurrencia del tumor. (25)

6.4 Teorias del desarrollo del cancer

Se ha sugerido que la evolucién del HNC se produce a través de la
acumulacion de varias mutaciones genéticas, que son inducidas por diversos
factores, sin embargo, no se comprende bien como las alteraciones de
multiples vias moleculares y celulares podrian producir el desarrollo y
recurrencia del HNC. Existen modelos tedricos que sugieren como se originan
los tumores y a la fecha se describen modelos diferentes, para explicar el

desarrollo y crecimiento tumoral:

1. Modelo estocéastico. También conocido como evolucion clonal o modelo
genético clonal del cancer, postula que todas las células tumorales son
bioldgicamente iguales, sin embargo, factores intrinsecos y extrinsecos
afectan su comportamiento provocando una variabilidad. La adquisicién de
mutaciones y cambios epigenéticos a lo largo del tiempo da como resultado la
capacidad a los clones celulares para volverse malignos. Este modelo propone
al cancer como una enfermedad de proliferacién, por lo que, la transformacion
maligna se origina a partir de una mutacion genética aleatoria que podria

afectar a cualquier célula. (5,25)

34



EXPRESION DE SOX2 Y OCT3/4 EN CARCINOMA ORAL DE CELULAS mﬁ i
ESCAMOSAS DE LA CAVIDAD ORAL NC@X&‘W

1904

2. El modelo de CTC, también conocido como modelo jerarquico es un
modelo que postula que la oncogénesis se atribuye exclusivamente a las CTC,
asi como del desarrollo del tumor y del comportamiento maligno de una célula
tumoral, incluidas la invasion y la metéstasis. En otras palabras, plantea la
existencia de diferentes clases de células, de las cuales cada una tiene su
propia funcién y comportamiento, y solo un subconjunto de células puede
iniciar la tumorgenicidad (figura 10). (5,25)

Modelo estocéstico de Modelo de células troncales
crecimiento tumoral cancerosas de crecimiento tumoral

vs S, — No hay tumor

e No hay tumor
e

\. L __, No hay tumor

Figura 10. Modelos de heterogeneidad tumoral: Modelo estocastico vs Modelo de CTC. Tomada de
Lathia J. D. et al 2017 y modificada en BioRender.

La investigacion de estos modelos ha proporcionado informacion
importante sobre los procesos que contribuyen a la oncogénesis. Las células
tumorales son heterogéneas, se ha demostrado que las células del mismo
tumor pueden diferir en su morfologia, genética, marcadores de superficie

celular, cinética de proliferacion, tumorgenicidad y respuesta a la terapia. (25)
Otro modelo que explica el origen de las CTC bajo tres hipétesis (figura 11):

1. Modelo 1. Una CT sin alteraciones y especifica de un tejido sufre
alteraciones genéticas y epigenéticas para dar lugar a una CTC. Este
modelo se basa en el hecho que las CT y CTC comparten atributos

como la autorrenovacion.
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2. Modelo 2. Las CTC se originan a partir de CT que adquieren un fenotipo
precanceroso durante la etapa de desarrollo.

3. Modelo 3. Las CTC se originan a partir de células tumorales maduras
que se desdiferencian en una CT a través de modificaciones en las vias

de sefalizacion y los mecanismos reguladores. (33)

Cambios genéticos /

Modelol (& I .._i 1 epigenéticos Célula troncal
.;i;;"{/.- r .'- . cancerosa
A A — —
L N )
Células troncales \
Modelo 2 g <
LI
) | @
, Estado precanceroso Célula troncal Células troncales
Células troncales durante el desarrollo cancerosa cancerosas
Modelo 3 pra—
(ele \ /
s bl (@
3 — N cm— R o
e e
b Célula Célula troncal
Células maduras diferenciada cancerosa

diferenciadas

Figura 11. Origen de las CTC, descrita en tres teorias. Tomada de Simple M. et al 2015 y modificada
en BioRender.

ElI COCE sigue siendo un problema creciente en el mundo. Los diversos
tratamientos existentes no han mejorado la tasa de supervivencia durante las
Gltimas tres décadas. Dado que las CTC son resistentes al tratamiento
convencional, se requieren nuevas estrategias, para mejorar el tratamiento y

el prondstico de la enfermedad. (18,21)

Las investigaciones sugieren que las CTC son responsables de la
génesis, crecimiento y diseminacion metastasica de los tumores. Los malos
resultados de supervivencia en los pacientes con COCE se atribuyen a una
mala seleccién de células diana para el tratamiento, ya que las terapias

actuales contra el COCE estan dirigidas a la masa global de tumores. (21)
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Los principales enfoques de terapia implican mejorar la sensibilizacion
de las CTC a los farmacos, promover la diferenciacion de las CTC, bloquear
la via de sefalizacion y destruir los nichos de las CTC. Actualmente la
identificacion de biomarcadores es el principal avance para fines diagndésticos,

prondésticos y terapéuticos. (18)

6.5 Biomarcadores en COCE

Una herramienta importante para el diagndstico, prondstico y
tratamiento de las enfermedades como el COCE es el uso de biomarcadores,
estos son fundamentales en el campo de la biomedicina, en aspectos tan
destacados como la innovacién de dispositivos con propdsitos diagndsticos o
el desarrollo de farmacos, sin embargo, el término biomarcador es muy
ambiguo, por lo que la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA) y
el Instituto Nacional de Salud (NIH) de los Estados Unidos en colaboracion,
crearon un grupo de trabajo y en el 2016 se public6 un documento,
denominado “Biomarcadores, puntos finales y otras herramientas (BEST, por
sus siglas en inglés) en este escrito, se describe a un biomarcador como “una
caracteristica definida que se mide como un indicador de procesos biol6gicos
normales, procesos patogénicos o respuestas biolégicas a una exposicion o
intervencidn, incluidas las intervenciones terapéuticas”, e incluso se indica que
“los biomarcadores pueden incluir caracteristicas moleculares, histologicas,
radiograficas o fisiolégicas”. También se indica que “un biomarcador no es una
medida de como se siente, funciona o sobrevive un individuo”, y finalmente
categorizan a los biomarcadores como de susceptibilidad/riesgo, diagnéstico,

monitoreo, pronadstico, predictivo, de respuesta y de seguridad. (34,35)

El avance cientifico en la biomedicina tiene un campo de trabajo
dedicado a la busqueda de biomarcadores de cancer con un enfoque de
medicina personalizada con el fin de dar el mejor tratamiento para cada

paciente, buscando que estos marcadores para el caso de cancer sean
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eficaces para en el diagndstico temprano, que permitan evaluar la terapéutica
empleada y que sean indicadores de prondstico de la enfermedad. Dentro de
la gama de marcadores de cancer se encuentran proteinas y 4cidos nucleicos,
y de acuerdo con su eficacia se pueden describir como de alta, media o baja
sensibilidad/especificidad. (36,37)

La busqueda de marcadores con alta especificidad sigue, asi como el
descifrar el papel que desempefan las CTC en la carcinogénesis, y su
responsabilidad en el comportamiento tumoral durante su tratamiento. Existen
evidencias contundentes de que estas células juegan un papel importante en
la biologia del tumor (38,39), y dado que Oct3/4 y SOX2 funcionan como genes
que regulan la pluripotencia de las CT, se sugiere que son biomarcadores
tumorales. (40)

6.6 Oct3/4 y SOX2 como biomarcadores en COCE

Octamer binding protein 4 (Oct3/4) es un factor de transcripcion,
miembro de la familia de factores de transcripcién de dominio POU, localizado
en el cromosoma 6p21.33. Participa en la embriogénesis y en el
mantenimiento de la pluripotencia y autorrenovacion de las CTE, expresada
especificamente en células embrionarias y células germinales, la expresion
aberrante de este gen en tejidos adultos se asocia con oncogénesis.
(28,41,42)

La expresion de Oct3/4 es evidente en el nucleo y citoplasma de las

células tumorales, y se expresa dentro de los nidos tumorales, el estroma

peritumoral y los microvasos del estroma peritumoral (figura 12). (18,41)
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Figura 12. Representacion de la localizacion subcelular de Oct3/4 en CTC. Tomada de Liu K.C. et al
2013 y modificada en Biorender.

Oct3/4 se utiliza como marcador de troncalidad de las células
embrionarias, y también se ha relacionado con procesos oncogénicos, ya que
promueve la iniciacion tumoral al regular el proceso de EMT asi como en la

invasion y metastasis. (41,43)

La EMT es un proceso en el que una célula epitelial sufre multiples
cambios para transformarse en una célula con capacidad adicional para migrar
e invadir la matriz extracelular. Se ha observado que las células que participan
en este proceso presentan propiedades de células troncales, incluida la
expresion de marcadores. De esta manera Oct3/4, se asocia a la invasividad

de las células de COCE y se sugiere son predictores de metéastasis. (6,32,42)

Las células tumorales pueden presentar EMT parcial, una adquisicion
parcial de marcadores o propiedades de EMT. Segun analisis transcriptomicos
de tumores de HNC se demostro que las células con EMT parcial se localizan
en el borde de los tumores, y esto puede servir como predictor independiente

de metastasis, grado tumoral y caracteristicas patolégicas perjudiciales. (6)
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Por otra parte, SOX2 es un factor de transcripcion descubierto en 1990
con dominio de unién al DNA, el gen que codifica esta proteina se localiza en
la region determinante del sexo del cromosoma Y, denominado “gen Y de la
region determinante del sexo” (Sry), ubicado en el cromosoma 3026,
perteneciente al grupo SOXB1 que codifica una proteina que consta de 317
aminoacidos. (11,32,44)

La proteina Sry se une a secuencias de DNA especificas con su dominio
de grupo de alta movilidad (HMG), SOX2 se compone de tres dominios
principales: N-terminal, HMG, y dominio de transactivacion (figura 13).
Actualmente se han encontrado 20 genes SOX diferentes en el genoma
murino y humano, que a su vez se han dividido en subgrupos basados en la
identidad de secuencia y funciones similares. (32,44)
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Figura 13. A. Esquema del grupo SOXB1 de la familia SOX, donde pertenece SOX2 junto con SOX1y
SOX83. B. Estructura cristalina de SOX2. Tomada de Novak D. et al. 2020 y modificada en BioRender.

40



EXPRESION DE SOX2 Y OCT3/4 EN CARCINOMA ORAL DE CELULAS imﬁ‘ i
ESCAMOSAS DE LA CAVIDAD ORAL \l“"u

SOX2 estd involucrado en diferentes procesos del desarrollo
embrionario, principalmente participa en la aparicion de la masa celular interna
pluripotente durante el desarrollo embrionario, después de este proceso la
expresion de SOX2 es primordial en células germinales, endodermo,
neuroectodermo, placodas sensoriales y arcos faringeos. Gracias a la
expresion de SOX2 junto a la proteina TBX6 se deriva el sistema nervioso
central, la columna vertebral, la musculatura esquelética y la dermis, también
participa en la formacién de estructuras derivadas del ectodermo como el
epitelio dental y el oido interno, y del endodermo deriva el cartilago traqueal,
la emergencia de la yema pulmonar primaria, el desarrollo de las células
sensoriales de las papilas gustativas de la lengua embrionaria y formacion del

estomago y esofago. (44)

SOX2 es el factor de transcripcion mas reconocido, involucrado en
multiples vias de transduccion de sefales que controlan la proliferacion celular,
migracion, invasion, troncalidad, oncogénesis y anti-apoptosis, ubicado

principalmente en el nucleo de la célula. (18,41)

Debido a su papel en la reprogramacion de CTA a iCTP, es esencial
para el desarrollo embrionario y juega un papel crucial en el mantenimiento de
la pluripotencia de las CTE y CTA. (11,41,44)

En las Ultimas décadas, el pronéstico tanto en el diagndstico como en
el tratamiento para el COCE sigue siendo pobre. Estudios recientes han
demostrado que las CTC con propiedades quimio o radio resistentes tienen un
mayor potencial de iniciacion tumoral y de crecimiento acelerado después de

un tratamiento. (8)

Por lo que se ha puesto interés en el desarrollo terapéutico que pueda
eliminar por completo las CTC para prevenir la recurrencia y metastasis de los
tumores. Es donde surge la necesidad de identificar biomarcadores

moleculares que puedan usarse para predecir la progresién de las lesiones
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premalignas del HNC, pronosticar la supervivencia, revelar nuevos objetivos

para la intervencion y predecir la respuesta a los agentes terapéuticos. (6,8)

Los mecanismos moleculares que regulan el inicio y la troncalidad
tumoral aun son poco estudiados, en la Gltima década, SOX2 y Oct3/4 se han
utilizado como marcadores de células troncales indicativos del potencial
proliferativo y se han establecido como distintivos del desarrollo del cancer. Se
ha estudiado que la expresion de SOX2 actiia como factor prondstico en varios

tipos de tumores, y como un vinculo entre malignidad y troncalidad. (21,32)

SOX2 controla varias caracteristicas de las células cancerosas, como
la proliferacion, el crecimiento dependiente del anclaje, la EMT, la migracion,
invasion, metastasis, formacion de esferas y colonias, tumorgénesis,
formacion de CTC, asi como la resistencia a la apoptosis y a los farmacos
(figura 14). (8,44)
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Figura 14. Funciones de SOX2 en el COCE. Tomada de Ren Z. H. et al. 2016 y modificada en BioRender.

El papel de SOX2 en el comportamiento del cancer ha sido estudiado
por muchos autores, Bass y colaboradores, demostraron que el gen SOX2 se

amplifica en los carcinomas de células escamosas, lo que aumenta la
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proliferacion, el crecimiento independiente, troncalidad de las células,

tumorgenicidad y radioquimiorresistencia de las células del COCE. (8,21,44)

Las mutaciones genéticas, las interacciones con el microambiente del
tumor y la presencia de CTC configuran el tumor y afectan de manera crucial
el progreso de la enfermedad, especialmente la respuesta a las medidas
terapéuticas y el desarrollo de resistencias a los compuestos antitumorales.
(44)

Los factores de transcripcion SOX2 y Oct3/4 son marcadores
prondsticos del COCE, la expresion de estos marcadores tiene una asociacion
con el grado del tumor del COCE. SOX2 se expresa dentro de los nidos
tumorales, el estroma peritumoral y los microvasos dentro del estroma
peritumoral, similar a Oct3/4. La expresion de SOX2 aumenta de manera
aberrante e impulsa la progresion del cancer, por lo tanto, el nivel de expresion
de SOX2 es util para la deteccién del cancer en las primeras etapas de la
enfermedad, y es crucial para lograr un pronéstico mas preciso.
(8,11,21,41,44)

6.7 Expresion de Oct3/4 Y SOX2 y estadificacion de COCE

Las células del COCE con propiedades de CTC expresan niveles
elevados de marcadores de CT como, Oct3/4, SOX2 y NANOG, y los niveles
de estas proteinas se correlacionan con el grado tumoral en los canceres
orales. Por otro lado, se ha demostrado que el tejido sano adyacente a los
tejidos tumorales y preneoplasicos tienen un aumento en la expresion de
marcadores de CTC indicando cambios moleculares en una etapa temprana.
(6,32,45,46)

El perfil de expresion de estos marcadores se analiza mediante un
ensayo de inmunohistoquimica, la tincion de Oct3/4 Y SOX2 se evalta de

acuerdo el porcentaje de células tumorales que presentan tincion nuclear. La
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puntuacion de tincidén se clasifica como expresion negativa o positiva (figura
15). (45,46)

Figura 15. Ejemplificaciéon de tincion SOX2 en muestras de HNC donde (M 100x, N 200x, O 400x)
presentan tincion SOX2 nuclear negativa y (P 100x, Q 200x, R 400x) tincion SOX2 nuclear positiva.
Tomada de Pedregal D. et al. 2020.

El papel de SOX2 en el COCE sigue siendo poco claro, Zullig y
colaboradores demostraron que la baja expresién de SOX2 se asocia con un
mal prondstico y la alta expresion de SOX2 se asocia con un tamafio tumoral
pequefio, ausencia de metastasis en los ganglios linfaticos, un mejor
pronéstico y también con un mejor resultado clinico en pacientes con HNC
tratados con QRT. (46,47,48)

7. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El COCE es una neoplasia que se estima incrementara para el 2030 en
un porcentaje considerable, a pesar del avance cientifico, la tasa de
supervivencia no ha mejorado, indicando que el prondstico de supervivencia
para estos pacientes es de 5 afios, sin diferencia de género en el 50% de los
casos. Uno de los objetivos de las investigaciones sobre esta enfermedad, es
el contar con biomarcadores asociados a un pronéstico especifico, asi como
mejorar las terapias médicas, con la finalidad de incrementar la supervivencia

y calidad de vida, es por eso por lo que la busqueda de nuevos blancos
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moleculares es una estrategia para mejorar el diagndstico, pronostico y el

manejo clinico de los pacientes.

8. JUSTIFICACION

Si bien ya se ha reportado la presencia de marcadores como Oct3/4 y
SOX2 en carcinoma de células escamosas de cavidad oral, no se describe de
manera clara la asociacién de estos marcadores con la estadificacion de los
tumores, y los datos que existen son contradictorios. Por ello, es necesario
caracterizar la presencia de estos marcadores, en tumores con una
estadificacion establecida para determinar sus implicaciones para el

prondstico y supervivencia de los pacientes en México.

Por otra parte, debido a que la estimacidén de casos de pacientes con
esta enfermedad se proyecta al alza, es importante identificar blancos
moleculares especificos en cavidad oral, contribuyendo al saber cientifico,
descifrando el papel de las CTC en el desarrollo de esta enfermedad.

Finalmente, la investigacion del CO tiene dentro de sus obijetivos la
obtencion de herramientas que permitan tener un diagndéstico temprano y
métodos de tratamientos efectivos y personalizados, contribuyendo al
bienestar de los pacientes.

9. HIPOTESIS

Si la alta expresion Oct3/4 y SOX2 en estadios tempranos de la
enfermedad se asocia a un mejor prondstico y supervivencia, los pacientes
con estadio avanzado presentaran una baja expresion de estos marcadores y

un mal prondstico en pacientes mexicanos.
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10. OBJETIVOS
10.1 Objetivo general

Identificar la expresion de Oct3/4 y SOX2 y su asociacion con estadio

IV en pacientes con diagnostico de COCE.

10.2 Objetivos especificos

1. Identificar las caracteristicas generales de la poblacion de estudio

2. ldentificar la expresion de Oct3/4 y SOX2 mediante inmunohistoquimica
en muestras de pacientes con diagndstico de COCE en estadio IV

3. Andlisis microscopico de la expresion Oct3/4 y SOX2 en las muestras
tefidas por IHQ

4. Determinar la relacion entre la expresion de Oct3/4 Y SOX2 con un
estadio IV y la supervivencia de los pacientes.

11. MATERIAL Y METODO

11.1 Material, reactivos y equipo
Material: laminillas electrocargadas (Kling On HIER; BIOCARE
MEDICAL CA, USA) con cortes histolégicos (realizados por histotecnologo),
portalaminillas, juego de coplin termorresistentes, cubreobjetos, puntas para
micropipetas de 10 uL, 200 uL y 1000 L, tubos eppendorf, tubos clinicos 15
mL (Corning; Massachusetts, USA).

Reactivos: Xileno, alcohol etilico absoluto ACS y metanol anhidro (JT
Baker; New Jersey USA); PBS 1X (0.14 M NaCl, 10 mM NaH2PO4, 10 mM
Na2HPO4, 0.1% (w/v) pH 7.3); TBST 1X (tris: 20 Mm. NaCl: 150 mM, Tween®
20 detergent: 0.1% wi/v); Buffer de citratos (10mM &cido citrico, 0.05 Tween®
20 pH 7.3); Peréxido de hidrogeno (H20:2 [3%)]); BSA (Sigma Aldrich. CA, USA)
anticuerpo anti-Oct3/4, anticuerpos anti-SOX2 (Santa Cruz Biotechnology;
Texas, USA); ultraView universal DAB Detection Kit, One drop of Copper
(Roche, Basilea, Suiza); hematoxilina de Harris (Sigma Aldrich. CA, USA);
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eosina amarillenta (hycel); resina de montaje (Entellan®, Sigma Aldrich. CA,

USA); cubreobjetos (Corning Inc. Massachusetts, USA).

Equipos: horno (Felisa FE293), refrigerador (LG- 2°C a 24°C),
microscopio (Zeiss Axiolab), micropipetas unicanal (Labnet, 0.5-2, 0.5-10, 10-
100, 100-1000 uL), balanza analitica (Clay Adam, 120g-0.001g/PW124),

pHmetro (Hanna), agitador orbital magnético (thermo scientific cimarec).

11.2 Metodologia
11.2.1 Tipo de estudio
Este estudio es retrospectivo, transversal y descriptivo, identificé la
expresion de marcadores de troncalidad Oct3/4 y SOX2 en pacientes con
diagndstico de COCE y relacion6 estos marcadores con estadio IV asignados
durante el diagndstico de carcinoma de células escamosas que se dictamino

en el Instituto Nacional de Cancerologia.

11.2.2 Tipo y tamafio de la muestra
Se utilizé una cohorte integrada por 140 muestras retrospectivas a 5
afios (periodo 2009 a 2013), de pacientes que fueron atendidos en el
Departamento de Cabeza y Cuello del Instituto Nacional de Cancerologia. El
uso de estas muestras esta autorizado por el comité de ética e investigacion y
el numero que emitié el comité fue: INCAN/CI/674/17 con numero de revision
(Rev/35/17).

11.2.3 Método de registro y procesamiento de datos
Se utilizo el expediente clinico de cada paciente con su respectiva
biopsia de tejido tumoral incluidas en bloques de parafina. Con la
informacién de los expedientes se cred una base de datos en Excel que
contiene para cada caso: fecha de registro, sexo, edad, diagnéstico,
estadificacién, recurrencia, progresion, seguimiento y fecha de

defuncién, para determinar analizar las variables del estudio. Los datos
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obtenidos fueron trasladados a SPSS V.20 para su procesamiento y

analisis estadistico.

11.2.4 Variables y criterios de inclusion /exclusion
Se verificd previamente en la base de datos del Instituto Nacional de
Cancerologia, la certeza del diagnostico histopatolégico de COCE y se
incluyeron muestras disponibles de pacientes femeninos y masculinos con
diagnéstico de COCE mayores de 18 afios de diferentes regiones anatémicas

de la cavidad oral.

Las siguientes variables clinicas relacionadas con la neoplasia fueron

consideradas para este estudio:

a) Pacientes con tumores no tratados previamente con quimioterapia o
radioterapia mayores a 18 afos

b) Estadificacion: se seleccionaron casos que presenten el mas alto
grado de estadificacion (1V)

c) Supervivencia global.

Para los criterios de exclusibn se contemplaron los bloques que
correspondieran a cancer de labio, con insuficiencia de muestra para realizar
cortes histolégicos, blogues que estuvieran seleccionados para otro estudio
autorizado dentro del Instituto Nacional de Cancerologia, asi como aquellos

que mostraron un proceso de conservacion de la biopsia inadecuado.

11.2.5 Inmunohistoquimica
Se prepararon al menos tres secciones de tejido a partir de cada
muestra con diagnostico de COCE, fijadas con formalina e incluidas en
parafina. Se obtuvieron secciones (4-5 um) con un micrétomo convencional y
se depositaron en portaobjetos cargados negativamente. En cada
portaobjetos, se colocaron controles positivos y negativos junto con secciones
de tejido. Para la inmunohistoquimica, las secciones de los portaobjetos se

desparafinaron durante una hora a 65°C y se realizaron lavados con xilol y
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posteriormente se lavaron con etanol. La recuperacion antigénica se realizo
con buffer de citratos. Cada seccion se procesé para inmunodeteccion para
detectar SOX2 y Oct3/4 con anticuerpos utilizando diluciones 1:100 para cada
uno. Después de la tincién las laminillas se sometieron a montaje con resina y

cubreobjetos.

Se procedio a realizar andlisis por microscopia de la expresion SOX2 y
Oct3/4, la cual se evalu6 de acuerdo el porcentaje tumoral que presento
tincion. El registro de positividad o negatividad e intensidad al marcador se
realizd utilizando el software ImageJ y siguiendo el protocolo ImageJ para
microscopia y adecuando el procedimiento para inmunohistoquimica. Como
base de referencia de intensidad de tincion se utilizaron tinciones mostradas

para ambos anticuerpos en the Human Protein Atlas. (49)

11.2.6 Analisis estadistico
Se realizaron las curvas de supervivencia acumulada mediante el
método de Kaplan-Meier utilizando la prueba de rango logaritmico. Se empled
un modelo de riesgos proporcionales de Cox para evaluar el impacto de la

expresion de proteinas en la supervivencia.

12. RESULTADOS

12.1 Caracteristicas generales de la poblacion de estudio
De la cohorte de estudio la poblacion seleccionada para este trabajo de
investigacion fue de 39 muestras. Se resume la informacién general a

continuacion (Tabla 4).

De la poblacion de estudio el 46.1% son de sexo femenino, con edades
de entre 35 a 90 afios, y el 53.8% de la poblacién son de sexo masculino con

edades de entre 38 a 85 afnos.
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EDAD
30 a 59 a3 20.5%
G0 a 79 21 53 8%
a0 a 90 10 25.6%
SEXO
Masculino 21 53.8%
Femenino 18 46 1%
RECURRENCIA
Si 13 33.3%
Mo 21 53 8%
Sin datos 5 12.8%
TABAQUISMO
Si 19 45 7%
=30 afos de consumo o
=30 afos de consumo 9
Mo 16 419%
Sin datos 4 10.2%
ALCOHOLISMO
Si 23 55.9%
=30 afios de consumo o)
=30 afios de consumo g
Social o
Mo 11 28 2%
Sin datos g 12.8%
TRATAMIENTO
RT T 17.9%
QT/RT 17 43 5%
Sin tx g 12 8%
Sin datos 10 25 6%
SUPERVIVENCIA
Finado 14 35 8%
Wive g 12 8%
Se desconoce 20 51.2%

Tabla 4. Variables de la poblacién de estudio. RT- radioterapia. QT- quimioterapia. Sin tx —
sin tratamiento.

El 36% de la poblacion sin diferencia de género tienen 70 a 79 afios,
con una media de edad de 73 afios, el 23% de la poblacion esta dentro de los
80 a 89 arios, el 18% de la poblacién entre los 60 a 69 afios, el 13% de la
poblacién entre los 50 a 59 afios, el 8% de la poblacion esta dentro de los 30

a 39 afos y el 2% de la poblacion esta dentro de los 90 afos (figura 16).
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SEXO Y EDAD 90
2%
1
A B
J— 30 afios
e B 8%
Mujeres 3 casos -
/ 80 afios 50 afios
«— N=18 23% 13%
\Edad: 35-90 9 casos 5 casos
s -~
TN
Hombres™ 60 afos
\ 18%
N.— 21 e 7 casos
\\Edad. 38-85 36%
N~ S 14 casos

Figura 16. A. Gréfico por sexo de la poblacién de estudio. B. Grafico por edades de la poblacién de
estudio.

El sitio anatémico donde se presenté con mayor frecuencia el COCE
fue en lalengua en el 46% de los casos, el segundo sitio con mayor frecuencia
fue la encia con un 18% de los casos, el cancer en el trigono retromolar,
paladar y piso de boca se presentd cada uno en el 7.6% de la poblacion, en el
labio se presentd en un 5.1% de la poblacion, en la mucosa yugal, amigdala e

hipofaringe se presentd cada uno en un 2.5% de la poblacion (figura 17).
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SITIOS ANATOMICOS

Otros sitios

Triangulo retromolar (3 casos)
Paladar (3 casos)

Piso de boca (3 casos)

Labio (2 casos)

Mucosa yugal (1 caso)
Amigdala (1 caso)
Hipofaringe (1 caso)

Otros sitios Lengua
36% 46%
7.6% 14 casos 18 casos
5.1%
Encia
2.5% 18%
7 casos

Figura 17. Sitios anatomicos donde se presento el carcinoma oral de células escamosas en la poblacion

de estudio.

De la poblacién de estudio, el estadio que se presentd con mayor
frecuencia fue el IV en un 48%, seguido del estadio Il en un 15%, el 10% de la
poblacion present6 estadio | y en el 27% de la poblacién se desconoce el
estadio (figura 18).

ESTADIFICACION TNM

?0 Estadio |
v(‘a 10%
P 4 casos
Q.
[eX
(o)

0/0 Lz

Estadio Il
15%
6 casos

Estadio Il
3%
Estadio IV 1caso
48%

23 casos

Figura 18. Estadificacion TNM de la poblacion de estudio.
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La recurrencia del CO en la poblacién se present6 en el 33% de los
casos, por otro lado, el 54% de los casos no presentaron recurrencia, en el

13% de los casos se desconoce el dato.

En el 49% de los casos fueron consumidores de tabaco, de los cuales
el 42% de la poblacion lo consumié por menos o igual a 30 afios, y el 7% de
la poblacion lo consumio por mas de 30 afios. En el 41% de la poblacion niegan
haber consumido tabaco y en el 10% de la poblacién se desconoce el dato
(figura 19 A).

En el 59% de los casos fueron consumidores de alcohol, de los cuales
el 21.7% de la poblacién lo consumié por menos o igual de 30 afios, y el 2.6%
de la poblacion lo consumié por mas de 30 afios y en el 34.7% fue un consumo
social. En el 28% de la poblacion niegan haber consumido alcohol, y en el 13%

de los casos se desconoce el dato (figura 19 B).

FACTORES DE RIESGO

A. B
Se desconoce Se
10% desconoce
0,
4 casos 13%
5 casos
No Si No Si
41% 49% 28% 59%
16 casos 19 casos 11 casos 23 casos

Consumo de tabaco Consumo de alcohol

Figura 19. A. Gréfica representativa del consumo de tabaco de la poblacion de estudio. B. Gréfica

representativa del consumo de alcohol de la poblacién de estudio.

De la poblacién que no consume alcohol (28%) el 81.8% de los casos

son de sexo femenino (figura 20).
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[/ consumen | |
alcohol ni [
tabaco 4

74

181.8% (9
/casos) son del
/ sexo femenino
| con edades

\ entre 35a 90
afios

Y el 18.1% (2
casos) son del
. sexo masculino
‘con edades entre,
72 a 76 afos

Figura 20. Casos donde no hay consumo de alcohol y tabaco, asi como la distribucion por sexo y
edades.
La supervivencia de la poblacién de estudio es del 10%, por otro lado,

el 29% se reporta como finado y el 61% no se tiene el dato o se perdio el
contacto, siendo 16 casos los que se reportaron por Ultima vez como vivos
(figura 21).

SUPERVIVENCIA
Vivo
10%
5 casos
Sin datos Finaodo
61% 29%
20 casos 14 casos

Figura 21. Supervivencia de la poblacion de estudio.
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Del 28% de la poblacion que no consumié alcohol y tabaco fallecieron
4 pacientes con estadio 1V, se reportaron 6 pacientes vivos y 1 paciente se

desconoce la informacion (figura 22).

3.5
< 3
> 3 —
S
= 25
P 2 2
o2
2

1.5
a 1 1 1 1
9 1
<
@)
Z 0

Estadio | Estadio Il Estadio IVA EstadiolVB EstadiolVC Desconocido

ESTADIOS DE LA POBLACION DE ESTUDIO QUE NO CONSUME ALCOHOL Y
TABACO

@ Vivo BEFinado Sin datos

Figura 22. Grafico de barras donde se representa la supervivencia de la poblacion de estudio que no
consume alcohol y tabaco.

12.2Marcadores de troncalidad y supervivencia
De acuerdo con el andlisis de la poblacion de estudios y cumpliendo
con los criterios de inclusion establecidos, se seleccionaron 10 casos en

estadio T4 para identificar la expresion de SOX2 y Oct3/4.

El analisis por microscopia mostro tincion para SOX2 en tres de los diez
casos evaluados y solo en dos casos para Oct3/4. La tincidon para SOX2 y
Oct3/4 fue nuclear tanto en el control positivo como en las muestras de COCE,
sin embargo, en uno de los casos se observé tincion citoplasmatica para
Oct3/4 (figura 23). La intensidad fue de tenue a moderada y los porcentajes de

expresion para ambos marcadores fueron menores a 21%.
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SOX2
A ('c'ontrol- B

ax

40X .~ COCE(EIV) 40X  COCE(EIN) 40X COCE(EIV) 40X Z<COCE (EIV)

Figura 23. Ay E. Control negativo. B y F. Carcinoma de células escamosas de cérvix (CaCU). C, D, G
y H. Carcinoma de células escamosas (COCE) estadio IV (2 casos de 10). Las muestras fueron
sometidas a tincidn por inmunohistoquimica para identificar la expresion de SOX2 y Oct3/4.

El andlisis de supervivencia para esta corte indica que la media global
es de 60 meses, pero la mediana para estos casos fue de 14 meses lo que
indica que el 50% de la poblacién tuvo un periodo muy corto de supervivencia,
sin embargo, hay dos casos que superan el promedio de vida reportado en las
ultimas dos décadas para esta enfermedad, en ambos casos no se encuentra
una asociacion o factor considerado en este estudio que indique ser el

responsable de una supervivencia mayor para estos pacientes (figura 24).
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cavidad oral (2009-2013)

A Tabla de supervivencia B 1.04 4 zl;?\cslz:‘a:z supervivencia
Tiempo Estado k‘

1 .000 Sin datos .

2 .000 | Sin datos o5

3 .000 Sin datos e

4 .000 Sin datos =

5 3.000 | muerto s 0 W

6 8.000 muerto E

7 14.000 | muerto 2

8 68.000 | muerto 2

9 108.000 | vive @

10 136.000 vive -

Resumen del procesamiento de los casos

Censurado 5o
N°total | N°de eventos Ne Porcentaje - T - Y . -
10 : 8 800% 0 25 50 75 100 25
Tiempo (meses)
C Medias y medianas del tiempo de supervivencia
Media® Mediana
Intervalo de confianza al 95% Intervalo de confianza al 95%
Limite Limite
Estimacion | Errortipico | Limite inferior superior Estimacion | Errortipico | Limite inferior superior
60.833 23.381 15.006 106.661 14.000 36.742 .000 86.015

a. La estimacién se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.

Figura 24. Analisis de supervivencia de una muestra de conveniencia de pacientes con COCE estadio
IV (N=10). A. Tiempo en meses y estado de los pacientes. B. Curva de supervivencia. C. Estimacion de

supervivencia.

El andlisis de la expresion de SOX2, mostré que el 30% de la poblacién
es positiva a este marcador y la supervivencia para los casos negativos
muestra un periodo desde los 3 a los 136 meses, también se observa que en

los casos positivos la supervivencia fue de 8 a 68 meses (figura 25).

La expresion de Oct3/4, en las muestras que tienen datos para calcular
la supervivencia son negativos a este marcador al igual que el 90% de los
casos totales, solo un caso resultd ser positivo a dicho marcador y presenta
una supervivencia de 9 afios. En cuanto a la mediana los datos no logran

alcanzar la estimacién debido al tamafio de la poblacion de estudio (figura 26).
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Z 2 COCE TNM IV (2009-2013
Tabla de supervivencia ( )
101 Sox_2
: —Negat
TNM Sox 2 Tiempo Estado Hoonit
; : + Negativo- ad
ETAPAIV  Negativo 1 .000 | Sin datos b DoV it
2 .000 | Sin datos o
3 .000 | Sin datos 5
°
4 3.000 | muerto & 06
]
5 14.000 | muerto 5
>
6 108.000 | vive £ o
@
7 136.000 | vive 3
Positivo 1 .000 | Sin datos
02
2 8.000 | muerto
3 68.000 | muerto
0.0
T T T T T T
0 25 50 75 100 125
Tiempo (meses)
Medias y medianas del tiempo de supervivencia
Media® Mediana
Intervalo de confianza al 95% Intervalo de confianza al 95%
Limite Limite
TNM Sox 2 Estimacién | Errortipico | Limite inferior superior Estimacién | Errortipico | Limite inferior superior
ETAPAIV  Negativo 72.250 31.934 9.659 134841 14.000
Positivo 38.000 30.000 .000 96.800 8.000 i
Global 60.833 23.381 15.006 106.661 14.000 36.742 .000 86.015
Global Global 60.833 23.381 15.006 106.661 14.000 36.742 .000 86.015

a. La estimacién se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.

Figura 25. Supervivencia y su relacién con SOX2 en una muestra de conveniencia de pacientes con
COCE estadio IV (N=10).

COCE TNM IV (2009-2013)

Oct_3
—Negativo
Posttivo
~+- Negativo-censurado
- Posttivo-censurado

Tiempo (meses)

Tabla de supervivencia
TNM Oct 3 Tiempo Estado
= . " 1.0
ETAPAIV  Negativo 1 .000 | Sindatos
2 .000 | Sin datos
4 08
3 .000 | Sin datos e
4 3.000 | muerto 3
8 067
5 8.000 | muerto g
o
6 14.000 | muerto 2
L 04
7 68.000 | muerto 2
8 136.000 | vive @
— < 024
Positivo 1 .000 | Sin datos
2 108.000 | vive
00
T T
0 25 50
Medias y medianas del tiempo de supervivencia
Media® Mediana
Intervalo de confianza al 95%
Limite
TNM Oct 3 Estimacion Limite inferior superior Estimacion
ETAPAIV  Negativo 136.000 .000 136.000 136.000 136.000
Positivo 108.000 .000 108.000 108.000 108.000
Global 122.000 14.000 94.560 149.440 108.000
Global Global 122.000 | 14.000 94.560 149.440 108.000

a. La estimacién se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.

Figura 26. Supervivencia y su relacién con Oct3/4 en una muestra de conveniencia de pacientes con
COCE estadio IV (N=10).
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13. DISCUSION

En la actualidad el COCE ha reportado mundialmente un aumento
importante en su prevalencia dentro de los ultimos afios, por lo cual se ha
buscado diferentes técnicas para bajar la incidencia del CO. (32) En la cohorte
de estudio que analizamos los datos obtenidos indican una consistencia a lo
reportado en otras investigaciones, donde el sexo masculino prevalece al igual
que factores de riesgo como alcohol y tabaco pero también se observa una
menor poblacion que no se asocia a ninguno de estos dos factores,
posiblemente el desarrollo de su enfermedad este asociado a la presencia del
VPH de alto riesgo. Un dato importante en esta poblacion es la presencia de
pacientes con una edad menor a lo establecido para esta enfermedad teniendo

pacientes que presentaron la enfermedad a los 35 afios.

Estudios recientes se han centrado en las vias moleculares que
conducen al inicio y progresion tumoral del cancer, (32) siendo las CT los
objetivos mas comunes de la transformacion genética generando poblaciones
de CTC. Los estudios sobre el desarrollo de diferentes tipos de cancer han
demostrado que en el tejido normal adyacente a los tejidos tumorales y
preneoplasicos ha aumentado la expresion de marcadores de CTC que indican
los cambios moleculares tempranos en las células normales adyacentes al
tumor y el posible papel de las CTC en el proceso de la carcinogénesis. Con
el fin de verificar si la expresion de marcadores de troncalidad se asocia de
manera contundente con la estadificacion del COCE, buscamos la expresion
de SOX2 y Oct3/4, y nuestros datos arrojaron que para Oct3/4, el 90% de las
muestras son negativas a este marcador, pero encontramos un numero mayor
de casos positivos a SOX2 en estadio IV. Si bien el tamafo de poblacion de
estudio seleccionado para la tincion es bajo, los datos obtenidos refuerzan lo
descrito por otros autores que describen que los marcadores de CTC podrian

mejorar la precision del diagndstico de la enfermedad. (45)
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La expresion de SOX2 y Oct3/4 esta implicado en la transformacion
primaria y carcinogénesis de tumores escamosos en proceso de hiperplasia y
displasia, por lo tanto, el aumento de la expresion de estos biomarcadores en
los tejidos adyacentes no tumorales puede indicar cambios moleculares
primarios similares a los que ocurren en los tejidos preneoplasicos. (45) En la
literatura se ha registrado la expresion de SOX2 y Oct3/4 en el COCE,
reportando resultados variables, donde la expresion de estos marcadores de
troncalidad se ha asociado a estadios tempranos y su ausencia en estadios
tardios de la enfermedad y por lo tanto mejor supervivencia para el paciente.
(32) La expresion que identificamos en nuestros experimentos para el caso de
Oct3/4 refuerza estos datos, sin embargo, difieren de lo encontrado para SOX2
gue se reporta como un marcador de estadios tempranos de la enfermedad ya
gue nosotros encontramos la expresion de este marcador en estadio tardio,
sin embargo el porcentaje de expresion fue menor al 21% vy la intensidad en la
mayoria de los casos fue tenue, una posible explicacion de la expresion de
este marcador es debido al tamafio del tumor y la intervencién de un
mecanismo asociado a la activacion de estos marcadores de células troncales

cancerosas y su papel en la metastasis.

Estudios sobre HNSCC han demostrado una asociacion significativa
entre la expresion de SOX2 y la metastasis en los ganglios linfaticos. (50,21)
Sin embargo, hay pocos estudios que informen la relacion entre la expresion
de SOX2y el estadio tumoral, la metastasis linfatica o la metastasis a distancia
en este tipo de cancer. Nichols et al en 1998 demostré que SOX2 tiene dos
patrones de tincion citoplasmatica conocidos como diseminado y periférico,
siendo el patron diseminado el asociado con la metéastasis. (51) Zillig et al en
2013 sugirio que la expresion de SOX2 es un indicador de la ausencia de
metastasis en los ganglios linfaticos regionales en el CO. (52) Fu et al en 2016
evaluo la expresion de Oct3/4 y SOX2 usando inmunohistoquimica en el COy

mostro que la expresién aumentaba con la disminucion del tamafio y el estadio
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del tumor, asi como con la ausencia de metastasis en los ganglios linfaticos.

(48) Seria importante evaluar si esta poblacion de estudio presenta metastasis.

Respecto a la expresion diferencial de SOX2 y Oct3/4 en nuestro
estudio se ha observado que SOX2 por si mismo puede actuar como un
marcador potencial de células tumorales como también lo han reportado otras

investigaciones. (32)

Por otra parte las tasas de supervivencia para nuestra poblacion
mantiene una media de 5 afios de supervivencia pero observamos casos en
los que la supervivencia es de un afio y dos meses, esto concuerda con los
datos descritos en los que se considera que el resultado clinico, incluido la
supervivencia general y la supervivencia libre de enfermedad, dependen en
gran medida del tamafio del tumor, la diseminacion loco regional, los margenes
de reseccion, la extension extracapsular, la invasion linfovascular y la
diseminacién sistémica. A pesar de los continuos avances en las opciones de
tratamiento, la supervivencia de los pacientes con COCE apenas ha mejorado,
siendo de entre 3 a 5 afios. (46,48,53,54) En el caso de la asociacion de los
marcadores con la supervivencia, la expresion negativa de Oct3/4, muestra un
dato més robusto media de supervivencia mayor a los 9 afios, sin embargo, la
poblacién seleccionada es baja por lo que es importante escalar este estudio

a una poblacion mayor.

14. CONCLUSION

Finalmente, el cdncer oral de células escamosas de la cavidad oral en
nuestra poblacion de estudio mantiene un comportamiento similar a lo
reportado en las Ultimas dos décadas, en otras poblaciones,
desafortunadamente los avance biomédicos no han mostrado alun un impacto
importante en la supervivencia para estos paciente, un dato interesante de
destacar es que observamos una discreta cifra en la que la supervivencia de
los pacientes supera los 9 afios, sin embargo, estos casos no son

significativos, pero seria importante evaluar todas las variables para identificar
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algun indicio de este incremento importante en la supervivencia de estos
pacientes y determinar en una poblacion mayor de estudio el comportamiento
en la expresion de estos marcadores de células troncales cancerosas y
fundamentar por completo el uso de estas proteinas como marcadores
diagndstico y prondstico de la enfermedad con la finalidad de buscar mejores
alternativas de tratamiento para los pacientes que son diagnosticados con

carcinoma oral de células escamosas.
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