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RESUMEN

INTRODUCCION: El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es la neoplasia
maligna mas frecuente de la cavidad oral. Es invasiva y tiende a hacer metastasis de
manera temprana a ganglios linfaticos. Clinicamente puede tener varias
presentaciones e histoldgicamente se clasifica en tres categorias; bien diferenciado,
moderadamente diferenciado y pobremente diferenciado. Esta diferenciacion
histologica se relaciona con su comportamiento biologico.

Se ha reportado que existe una correlacion entre la respuesta inmune, la
diferenciacién histoldgica del tumor y el prondstico del paciente. El sistema inmune
ejerce un mecanismo de vigilancia y destruccién sobre células anormales, de esta
manera cumple un papel importante en la proteccién contra el cancer. Sin embargo,
hay una interaccién dinamica entre el sistema inmune y las células atipicas y/o
neoplasicas, dicha interaccién incluye fases de eliminacion, equilibrio y escape. Una de
las células que forman parte del sistema inmune en los epitelios de las mucosas son
las células de Langerhans (CL), que pertenecen al sistema de células dendriticas (CD),
y que tienen la funcién de endocitar, procesar y presentar antigenos de manera
eficiente a los linfocitos T en los ganglios linfaticos; estas células pueden regular
respuestas inmunolégicas adaptativas e innatas. Las células tumorales pueden ser
destruidas por linfocitos T CD8*, sin embargo, necesitan ser estimuladas previamente
por células de Langerhans u otras CD, por tal motivo, se considera que las CL juegan
un papel importante en la inmunologia del cancer en mucosas.

Hasta el momento, no existen estudios que hayan determinado el grado de activacién
de las CL en COCE con diferentes grados de diferenciacion, lo cual constituye el
principal objetivo de este proyecto.

OBJETIVO: Cuantificar y evaluar el inmunofenotipo de las CL en muestras de COCE con
diferentes grados de diferenciacion histopatolégica, obtenidas mediante biopsias de
lengua en pacientes.

MATERIAL Y METODO: De los especimenes de COCE obtenidos mediante biopsias se
realizaron cortes estrictamente seriados con un grosor de 4um, se corroboré el
diagnostico y grado histopatologico mediante una tincion con hematoxilina y eosina
siguiendo los criterios de la OMS, ademas se obtuvieron datos clinicos de los
expedientes de todos los individuos a los que pertenecian los especimenes incluidos
en el estudio. Se realiz6 inmunohistoquimica para cada uno de los siguientes
marcadores: CD207, CD80, CD86, CD273, CD274, CD1a, anti moléculas clase II del
complejo principal de histocompatibilidad y anti receptor de adenosina Aza. Mediante
analisis visual microscopico se cuantificaron las células marcadas.

RESULTADOS: Observamos que los COCE pobremente diferenciados mostraron un
mayor numero de células de Langerhans marcadas con moléculas clase II del CPH,
CD1a, moléculas coinhibidoras tipo CD274, moléculas coestimuladoras CD 80 y CD86.



CONCLUSIONES: Es importante la correlacion entre el nimero de células de
Langerhans y su inmunofenotipo en cada uno de los grados histopatolégicos del COCE,
pues ello permite saber si estas células se encuentran activas y funcionales contra la
neoplasia, o por el contrario, tienen un tipo tolerogénico ante las células cancerosas.

El hecho de que haya un mayor numero de células de Langerhans que expresan
tolerancia en el COCE pobremente diferenciado puede favorecer la evasiéon ante el
sistema inmune y el comportamiento mas agresivo de esta neoplasia maligna .



ABSTRACT

INTRODUCTION: Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most common malignant
neoplasia of the oral cavity. It is invasive and tends to metastasize early on to lymph
nodes. Clinically it may take several presentations and histologically it is classified
into three categories: well differentiated, moderately differentiated and poorly
differentiated. This histological differentiation is related to its biological behavior.

It is reported that there is a correlation between the immune response, the
histological differentiation of the tumor and the patient prognosis. The immune
system perform a mechanism of monitoring and destruction of abnormal cells, thus
playing an important role in the protection against cancer. However there is a
dynamic interaction between the immune system and atypical and / or neoplastic
cells, such interaction includes elimination, balance and escape phases.

One of the cells that are part of the immune system in the epithelium in mucosas are
the Langerhans cells (LC), that belongs to the system of dendritic cells (DC), and that
have the function to endocytose, process and present antigens efficiently to T
lymphocytes in the draining lymph nodes; these cells can regulate adaptive and innate
immune responses.

Tumor cells can be destroyed by CD 8+ T lymphocytes, however, need to be
previously stimulated by Langerhans cells and other DCs, for that reason it is
considered that the Langerhans cells play an important role in the cancer immunology
of the mucosas.

So far, no studies have determined the degree of activation of LCs in OSCC for the
different degrees of differentiation, and that is what constitutes is the main objective
of this Project.

OBJECTIVE: To quantify and evaluate the immunophenotype of Langerhans cells in
samples of oral squamous cell carcinoma (OSCC) with different degrees of
histopathological differentiation, obtained through tongue biopsies in patients.

MATERIAL AND METHODS: From OSCC specimens obtained by biopsy, strictly serial
section of 4um were made. Diagnosis and histopathological grade was confirmed by
hematoxylin and eosin following the WHO criteria. Further clinical data were
obtained from the records of all the individuals belonging to the specimens of this
study. Immunohistochemistry was performed for each of the following markers:
CD207, CD80, CD86, CD273, CD274, CD1a, anti-class II molecules of the major
histocompatibility complex and anti A2a adenosine receptor. By microscopic analysis
stained cells were quantified.

RESULTS: we observed that poorly differentiated OSCCs showed a greater number of
Langerhans cells labeled with class II molecules of the MHC, CD1a, coinhibitory
molecules type CD274, coestimulatory molecules CD86 and CD80.



CONCLUSIONS: there is an important correlation between the number of Langerhans
cells and its immunophenotype in each OSCC histopathological grades, because it
shows whether these cells are active and functional against neoplasia, or otherwise if
they have a tolerogenic type against cancer cells.

The fact that there are a greater number of Langerhans cells expressing tolerance in
poorly differentiated OSCC, may favor its omission from the immune system and
generates a more aggressive behavior of this malignant neoplasia.



1. INTRODUCCION

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es una neoplasia maligna que se
origina en el epitelio de la mucosa de la cavidad oral; es el cancer mas frecuente en
esta region y en general, uno de los 10 mas frecuentes en seres humanos.

Se ha observado que esta neoplasia se presenta clinicamente en diversas formas y en
algunas ocasiones esta precedida por lesiones premalignas (leucoplasia, eritroplasia)
o condiciones premalignas, cuyo diagndstico clinico requiere de gran destreza para
realizar la exploracion y la observacion clinica de la region bucal, atin a pesar del facil
acceso visual a las estructuras anatémicas que la conforman. Debido a las deficiencias
en la técnica de exploracion clinica un gran porcentaje de los casos no se diagnostican
de manera temprana durante las consultas de rutina y preventivas, sino por
manifestaciones de la enfermedad en etapas avanzadas. Es por esto que la deteccion
debe ser realizada de manera precoz ya que es un factor prondstico importante; sin
embargo, se siguen reportando diagnésticos tardios de COCE en diferentes estadios
histopatoldgicos, lo cual afecta el pronéstico del paciente y por lo tanto su sobrevida.
El prondstico es pobre para esta patologia en general, ya que la tasas de mortalidad,
morbilidad, recurrencia y recidivas son altas.

Se han estudiado diversos factores relacionados con la generacién de COCE, algunos
de los cuales son inherentes a la propia neoplasia y otros se relacionan con la
respuesta del organismo del individuo afectado, entre estos tltimos se ha considerado
la respuesta inmunoldgica contra la neoplasia. Se ha observado que el sistema inmune
de una persona inmunocompetente participa activamente en la evolucion del proceso
cancerigeno, eliminando las células mas inmunogénicas, lo que en un principio puede
ser beneficioso, pero que a la larga, solo deja las clonas de células neoplasicas con
mayor capacidad de evasion del sistema inmune, lo cual es favorable para la
proliferacion, establecimiento y metastasis del cancer.

El estudio de esta neoplasia y del sistema inmune, en este caso a las células de
Langerhans que se encuentran en el epitelio de la mucosa oral, mismo lugar donde se
origina este cancer y que por tanto, son de las primeras en estar en contacto con los
antigenos tumorales y de iniciar una respuesta inmune en contra de ellos, podria
ayudar a comprender el comportamiento biolégico de esta neoplasia que esta
directamente relacionado con los eventos de infiltraciéon y metastasis que ocasionan
mutilaciones extensas, morbilidades graves y la muerte de un gran niumero de estos
pacientes.



2. ANTECEDENTES
2.1 CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS (COCE)
2.1.1 DEFINICION

Es una neoplasia epitelial maligna invasiva, con varios grados de diferenciacion
escamosa y es propensa de manera temprana a extenderse y hacer metdastasis a
ganglios linfaticos 12,

2.1.2 EPIDEMIOLOGIA

Se estima que a nivel mundial el cancer oral tiene una prevalencia de un 2% a un 4%
de todos los casos de cancer? y de todas las neoplasias malignas de cavidad oral y
orofaringe el COCE representa mas del 90%, es mas frecuente en hombres que en
mujeresl. El COCE es la octava malignidad mas comun en el mundo, con méas de 300
000 nuevos casos anualmente*.

2.1.3 ETIOLOGIA

Con relacién a la etiologia del COCE se ha observado que los principales factores de
riesgo son el habito del tabaco y el habito de consumir alcohol; a pesar de que estos
factores de riesgo son independientes, su accién es sinérgica cuando se usan
ambos!35, De manera similar, se ha reportado que los habituales bebedores de alcohol
tienden a estar relacionados con deficiencia de nutrientes, lo cual parece contribuir
de manera independiente a la carcinogénesis oral>¢. A pesar de que se ha observado el
desarrollo de COCE en personas que nunca han fumado, y que estas difieren en
cuanto a los mecanismos de carcinogénesis, esta malignidad se ha asociado
tipicamente a fumadores*.

Otros factores de riesgo son: la masticacion de tabaco, la infeccion por virus del
papiloma humano, con particularidad los genotipos 16 y 181, las enfermedades que
cursan con inmunodeficiencias, las avitaminosis A, E y Cy una capacidad deteriorada
para reparar el ADN3; asi como radiacién solar, particularmente para el COCE en el
bermell6n de los labios?.

La reduccion de estos factores de riesgo se ha utilizado como la herramienta mas
eficaz en un intento por disminuir la morbilidad y la mortalidad de COCES. Cogliano V],
et al. en el 2011 realizaron una revision de la IARC (siglas en inglés de: Agencia
internacional para la investigacion del cancer de la Organizacién mundial de la salud-
OMS-) sobre carcinégenos para humanos y determinaron una lista de agentes fisicos,
quimicos y biologicos, es de notar que en los ultimos afios se ha ido incrementando, lo
cual evidencia que para todas las neoplasias los factores etiolégicos pueden ser
diversos y no todos conocidos, y este cancer no es la excepcidn’.



2.1.4 ASPECTOS CLINICOS

El COCE puede tener varias presentaciones clinicas: exofitica (verruciforme, papilar o
fungiforme), endofitica (invasiva, excavada o ulcerada), placa blanca (leucoplasia),
placa roja (eritroplasia), placa roja con blanco (eritroleucoplasia o
leucoeritroplasia)?(Fotos 1,2 ,3, 4, 5, 6).

Las lesiones pequefias del COCE son asintomaticas o con sintomas vagos, en lesiones
mas avanzadas puede presentarse dolor, mal olor de boca, dificultad para hablar, abrir
la boca y masticar, sangrado, linfoadenopatias cervicales y pérdida de peso, entre
otros, dependiendo de la localizacién anatémica en la cavidad bucal de la lesionl. Los
datos clinicos iniciales del COCE mas frecuentes son una ulcera indolora que no
cicatriza o la presencia de dolor en una regiéon de la boca en ausencia de lesiones. Es
de notar que el 50% de las personas interpreta sus sintomas como algo de menor
importancia y no son conscientes del COCES. De igual forma, el diagnéstico clinico que
con mayor frecuencia se establece de manera errdonea es el de infeccion micoética.

Esta neoplasia es mas frecuente en hombres que en mujeres, aunque la incidencia en
mujeres esta aumentando en los ultimos afios. La edad de aparicion suele ser de 50 a
70 afios. La observacion en pacientes menores de 30 afios es excepcional?10, Sin
embargo, recientemente se ha reportado un incremento en el nimero de personas no
fumadoras y a edades mas tempranas que desarrollan COCE, y que presentan
mecanismos carcinogénicos diferentes (factores ambientales, bioldgicos y/o
hereditarios) a los de las neoplasias malignas asociadas a fumadores y bebedores*.

Durr ML, et al observaron que la localizacién mas comun para el COCE en pacientes no
fumadores fue lengua, lo que no difiere con los pacientes fumadores, tampoco hay
diferencia en estos dos grupos en cuanto a la edad al momento del diagnostico y esto a
pesar de diferir en los dos grupos los agentes etiologicos y el proceso de
carcinogénesis*.

A - /
Foto 1. Paciente con COCE en mandibula. Clinicamente se observa lesién nodular de bordes bien
definidos e irregulares, color rojo y zonas blancas, superficie lisa, que compromete encia por vestibular
y lingual desde 45 hasta 36 y piso de boca. En la radiografia panoramica se observa lesién radiolucida
de bordes mal definidos en regién anteroinferior.



Foto 2 y 3. Pacientes masculinos. 2. Se observa lesion nodular en bermell6n de labio inferior, de bordes
bien definidos e irregulares con zonas de color rojo y areas blancas, superficie irregular y costras
amarillentas, firme a la palpacién, antecedente de habito de cigarrillo. 3. Placa blanca en reborde
alveolar inferior del lado derecho, de bordes bien definidos, irregulares y sangrantes, superficie
irregular y con zonas que tienen prolongaciones papilomatosas, antecedente de leucemia.

Foto 4 y 5. Pacientes femeninos. 4. Se observa tumoracion en encia, paladar duro y blando, ulcerado,
color rojo y blanco amarillento, bordes bien definidos e irregulares. 5. Lesiéon nodular en vientre de
lengua, superficie lobular, base sésil y color rojiza y blanca.
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Foto 6 y 7. Tumores ubicados en dorso, bordes y vientre de lengua, de color rosa, rojo y blanco
amarillento, bordes mal definidos, con ulceras de bordes elevados.



2.1.5 ESTADIFICACION CLINICA

Clinicamente todos los tumores se estadifican de acuerdo con la clasificacion TNM
(tumor - ganglios - metastasis). La clasificacion toma en cuenta si es un tumor
primario o no, la invasividad, si estan involucrados ganglios linfaticos regionales y si
hay metastasis o no. Asi, el TNM para los carcinomas en cavidad oral es como sigue:

CLASIFICACION TNM DE LOS CARCINOMAS DE LABIO Y CAVIDAD ORAL

(OMS - 2005)
T TUMOR PRIMARIO
TX El tumor primario no puede ser evaluado
TO No hay evidencia del tumor primario
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor de 2 cm 0 menos en su dimensién mayor
T2 Tumor de mas de 2 cm pero no mas de 4 cm en su dimensién mayor
T3 Tumor de mas de 4 cm en su dimensién mayor
T4a (Labio) Tumor que invade a través de hueso cortical, nervio alveolar inferior, piso
de boca (mentdn y nariz)
T4a (Cavidad oral) El tumor invade a través hueso cortical, dentro de musculo

extrinseco/ profundo o lengua (geniogloso, hipogloso, palatogloso y estilogloso),
seno maxilar, piel de la cara.

T4b (Labio y cavidad oral) El tumor invade espacio masticatorio, platos pterigoideos,
base de craneo; o envolviendo la arteria carétida interna

Nota: La erosion superficial sola del hueso / o una cavidad primaria del diente por
gingival no es suficiente para clasificar un tumor como T4.

N GANGLIO LINFATICOS REGIONALES

Nx Ganglios linfaticos regionales no pueden ser evaluados

NO No hay metastasis a ganglios linfaticos regionales

N1 Metastasis a un solo ganglio linfatico ipsolateral, 3 cm o menos en su mayor
dimensién

N2 Metdstasis como se especifica en N2a, 2b, 2c a continuacién

N2a Metastasis in un solo ganglio linfatico ipsolateral, mas de 3 cm pero no mas de 6 cm
en la mayor dimensién

N2b Metastasis en multiples ganglios linfaticos ipsolaterales, ninguno de méas de 6 cm en
su mayor dimensién

N2c Metastasis en ganglios linfaticos bilaterales o contralaterales, ninguno de més de 6
cm en su dimensién mayor.

N3 Metastasis en ganglios linfiticos de mas de 6 cm en su mayor dimensién.
Nota: Ganglios linfaticos ubicados a un solo lado de la linea media se consideran
ipsolaterales

M METASTASIS DISTANTES

Mx Metastasis distantes no pueden ser evaluadas

MO Sin metdstasis distantes

M1 Metdstasis distantes

ETAPAS AGRUPADAS

Etapa 0 Tis NO MO

Etapa I T1NO MO

Etapa Il T2 NO MO

Etapa III T1, T2 N1 MO
T3 NO, N1 MO

Etapa IVA T1,T2, T3 N2 MO




T4a NO, N1, N2 MO

Etapa IVB Cualquier T N3 MO
T4b cualquier N MO

Etapa IVC Cualquier T cualquier N M1

Los ganglios linfaticos regionales son los ganglios cervicales

El sistema TNM se ha utilizado como un estandar internacional para ayudar a
establecer protocolos terapéuticos para los tumores malignos y estimar la sobrevida
del paciente, sin embargo, este sistema no siempre es capaz de determinar el
resultado clinico en pacientes con COCE. Es un hecho que ha animado a disefiar
estudios para identificar los factores que puedan complementar el sistema TNM para
determinar el prondstico de los pacientes con estos tumores. Dentro de este contexto,
la clasificacion histopatoldgica ha sido de importancia histéricall12,

2.1.6  ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS

Los cambios observables en el microscopio hacia malignidad son reflejo de la atipia
celular y consiguientemente al cambio en la arquitectura del epitelio; estas
alteraciones son referidas como displasia y las caracteristicas son: pérdida de la
polaridad de las células basales, presencia de mas de una capa de células de aspecto
basaloide, estratificacion celular irregular, pérdida de la relacién nucleo - citoplasma,
aumento del ndmero de mitosis en los diferentes estratos, pleomorfismo celular,
hipercromatismo nuclear, agrandamiento nuclear, queratinizacion de células
individuales o en grupos y reducciéon de la cohesiéon celular. Es raro que estas
caracteristicas se presenten todas en la misma lesion; por ello, el patélogo de acuerdo
a la severidad, espesor y extensidn de las alteraciones clasificara la displasia epitelial
como leve, moderada o several3. Cuando los cambios son marcados y es mayor la
afectacion, el diagnostico cambia por: Carcinoma in situ (neoplasia intraepitelial): se
define asi, cuando los cambios atipicos son severos y de gran espesor en el epitelio,
dejando la membrana basal intactal3. Carcinoma microinvasor: casos de invasion
temprana focal en ldmina propia. Estos tumores todavia tienen un mayor componente
intraepitelial, asociado a nidos de células malignas debajo de la membrana basal?3.
Carcinoma Invasor: se caracteriza porque las células neoplasicas atraviesan la
membrana basal e invaden el estroma subyacente, donde pueden penetrar vasos
linfaticos y sanguineos, para causar mas tarde metastasis a distancial3.

Las clasificaciones histopatolégicas para el COCE han sido desarrolladas en un intento
de explicar las discrepancias biologicas de los tumores que aparentemente tienen
caracteristicas clinicas similares2. En general, el grado histopatoldgico del tumor se
ha relacionado con el comportamiento biolégico del tumor (es decir, con todos
aquellos fenémenos celulares, moleculares y tisulares que durante la evolucion
natural de una neoplasia determinan diferenciacién histolégica, ritmo de crecimiento,
capacidad de invadir, de infiltrar y de hacer metastasis, lo cual conlleva a
repercusiones directas sobre el aspecto clinico y el prondstico de vida del individuo
afectado).
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En la actualidad una de las clasificaciones mas usadas para el carcinoma
escamocelular es la de la OMS, que lo clasifica en tres categorias: bien diferenciado si
se parece al tejido original, crece a un ritmo mas lento y produce metastasis tardias.
En contraste, un tumor poco diferenciado posee pleomorfismo celular y nuclear, con
una pequefia o nada de produccién de queratina, lo que dificulta la identificacion del
tejido de origen; este tipo de tumores crece rapidamente y metastatizan
tempranamente. Un tumor con caracteristicas histopatolégicas intermedias, entre los
dos tumores, es designado como moderadamente diferenciadol?. Existen otros
sistemas de clasificacion histopatoldgicas para esta entidad patolégica, por ejemplo el
sistema de calificaciones multiparametro de Anneroth et al, y la clasificacion de
margenes de invasion profunda de Bryne et al; ambos evaltian las caracteristicas
asociadas a las poblaciones de células tumorales (grado de queratinizacidn,
polimorfismo nuclear, nimero de mitosis) y la relaciéon tumor-huésped (patrén de
invasion, la etapa de la invasién e infiltrado linfoplasmocitico)12 14.

2.1.7 TRATAMIENTO

El tratamiento del COCE depende del estadio del sistema TNM en el que se encuentra.
En estadios primarios (I y II) el tratamiento es quirdrgico o quirtrgico mas
radioterapia y en estadios mas avanzados (IIl y IV) se trata con una combinacién de
cirugia, radioterapia y quimioterapia paliativa3 15, Como la mayoria de los casos se
diagnostican en etapas avanzadas; el tratamiento tiene como consecuencia deterioro
de la calidad de vida> 16, ya que es necesario realizar mutilaciones amplias buscando
obtener margenes quirturgicos de seguridad libres de infiltraciones neoplasicas.
Ademas, en los estadios avanzados las tasas de supervivencia a 5 afios son bajas 1718,

2.2 ELSISTEMA INMUNE EN EL CANCER

Una de las funciones del sistema inmune es ejercer un mecanismo de vigilancia y
destruccion de células anormales. Por lo tanto, un defecto inmunologico puede
permitir que alguna de estas células escape a su control y dé origen a la formacion de
una neoplasial?20. E] sistema inmune cumple de esta manera un papel importante en
la proteccion contra el cancer. La inmunovigilancia que este sistema ejerce sobre
células precursoras de cadncer es fundamental para destruirlas; sin embargo, un
concepto introducido recientemente de inmunoedicion del cancer sefiala que hay una
interaccion dinamica entre el sistema inmune y las células displasicas y/o células
tumorales?! . La teoria de la inmunoedicién del cancer, presentada por Schreiber y sus
colegas, integra los diferentes mecanismos de escape del tumor al sistema inmune,
expuestos en la teorfa de inmunovigilancia concebida originalmente a principios del
siglo XX por Paul Ehrlich y postulada en la mitad del siglo XX por Sir Marcfarlane
Burnet y Lewis Thomas?22.

La teoria de la inmunoedicion del cancer sostiene que el sistema inmune no sélo
protege el hospedero contra el desarrollo de tumores, sino que también puede
promover el crecimiento del tumor mediante la selecciéon de las diferentes clonas
celulares que forman parte del tumor, dejando sélo aquellas células que presentan

11



baja inmunogenicidad y que por lo tanto, les permite escapar de la respuesta
inmune?22 23, De acuerdo con esta teoria, el proceso de inmunoedicién del cancer tiene
tres fases: la primera fase, la de eliminacion, esencialmente se refiere a la
inmunovigilancia del cancer, en el que las células del sistema inmune innato y
adaptativo reconocen y destruyen células tumorales, protegiendo asi el anfitrion
contra el cancer; durante esta fase hay signos de inflamacién. La segunda fase, la de
equilibrio, es un periodo prolongado en el cual las variantes de células tumorales que
han sobrevivido y el sistema inmune entran en un equilibrio dindmico. En la tercera
fase, la de escape, persisten y proliferan variantes de células tumorales que han
adquirido insensibilidad inmunogénica a la deteccién y/o eliminacién por cambios
genéticos y epigenéticos, como resultado del proceso de selecciéon inmune, inducido
en las anteriores fases; estas células cancerigenas son capaces de desarrollar tumores
clinicamente aparentes que crecen descontroladamente en hospederos
inmunocompetentes?42>,

Es por esto que, pese a que en una persona inmunocompetente el sistema inmune
puede cumplir con su funciones, cuando hay una neoplasia maligna en desarrollo,
estas células neoplasicas a la larga y por medio de la interacciéon con este sistema,
logran generar mecanismos de evasién que les permiten sobrevivir, multiplicarse y
progresar. Los principales mecanismos de evasiéon son: a) escasa inmunogenicidad de
los antigenos tumorales, b) un crecimiento tumoral que supere la velocidad de la
respuesta inmune, c) el enmascaramiento de los antigenos clase I del complejo
principal de histocompatibilidad (CPH), d) una expresidon defectuosa de antigenos en
la superficie de las células tumorales, e) una pérdida de la expresion de moléculas
estimuladoras por las células tumorales, f) la produccién de moléculas
inmunosupresoras tales como el factor de crecimiento transformante-3 (TGF-$3), la
prostaglandina E2 (PGEz) y la adenosinal?, o de citocinas como la interleucina (IL) -6 e
IL-10, g) la resistencia a la apoptosis por las células tumorales, h) la expresion del
ligando de Fas (FasL), lo que conduce a la muerte apoptdtica de los linfocitos?2?,
k)reclutamiento de células inflamatorias altamente inmunosupresoras tales como las
células T reguladoras (Tregs) y células supresoras de origine mieloide (MDSCs)26.

El sistema inmune por tanto, juega un papel importante en la formacion,
establecimiento y progresion de las neoplasias. Dentro del sistema inmune un grupo
celular que participa activamente en este proceso son las células dendriticas.

2.3 LAS CELULAS DENDRITICAS

Las células dendriticas (CD) son células presentadoras de antigenos y comprenden
una variedad de subpoblaciones distribuidas en todo el organismo ejerciendo una
funcién de inmunovigilancia contra antigenos endogenos y exégenos. Es importante
destacar que estas células pueden regular respuestas inmunoldgicas adaptativas e
innatas. Debido al potencial que las CD poseen para provocar respuestas de células T
especificas contra tumores, es generalmente aceptado que las CD tienen un papel
clave contra el cancer mediante su vigilancia inmune?7.
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Los progenitores de las CD se localizan en la médula ésea y dan lugar a los precursores
circulantes que se ubican en los diferentes tejidos y érganos, donde residen como
células inmaduras con alta capacidad endocitica?8 2.

Después de que se produce algin dafo tisular, las CD inmaduras capturan los
antigenos (Ag) y posteriormente, migran a los érganos linfoides, donde los presentan
a células T antigeno - especificas, iniciando de este modo una respuesta inmunolégica.
Las CD presentan Ags a células T ayudadoras CD4+ o CD8+, a través de moléculas
clase I y Il del CPH y la coestimulaciéon con moléculas CD80, CD86 y CD4028 30, La
coestimulacién se puede definir como un estimulo necesario para la activaciéon éptima
de las células T31.

Las CDs inmaduras son muy eficientes en la captura de Ag y lo realizan mediante a)
macropinocitosis, b) endocitosis mediada por receptor a través de lectinas tipo C tipo
Il tales como CD207 y CD205 o mediante receptores Fc I (CD64) y II (CD32); y ¢) la
fagocitosis de particulas apoptoéticas, necroéticas y fragmentos celulares?28.

Varias moléculas, incluyendo el CD40, el TNF-R, y el IL-1R han mostrado que activan
CD y que inducen su transicién de células inmaduras que capturan Ags a CD maduras
presentadoras de Ags. La maduracién de CDs es un proceso continuo iniciado por la
endocitosis del Ag y por citocinas inflamatorias, y posteriormente completado por la
interaccion de las CD con los linfocitos T. Hay numerosos factores que induceny / o
regulan la maduracién de DC, incluyendo: a) moléculas relacionadas con patdégenos,
ADN bacteriano, y ARN de doble cadena, b) el equilibrio entre sefiales
proinflamatorias y antiinflamatorias del microambiente local que incluyen a TNF@, IL-
1, IL-6, IL-10, TGFp y las prostaglandinas y c) sefiales derivadas de las células T. El
proceso de maduracion esta asociado a varios eventos coordinados, tales como a) la
disminucién de endocitosis por la pérdida de receptores como CD207 y CD205; b) la
regulacion positiva de moléculas coestimuladoras CD40, CD58, CD80 y CD86;
c)Jcambio en la morfologia, d) cambio en compartimentos lisosomales con la
regulaciéon a la baja de CD68 y la regulacion al alza de la proteina de membrana
asociada a lisosoma de CD (DC-LAMP) y e) una gran expresion de moléculas clase Il
del CPH. Los cambios morfolégicos que acompafian a la maduracién de las CD
incluyen una disminucién de la expresion de E-cadherina, la reorganizacién del
citoesqueleto, y la adquisicion de alta movilidad celular?8.

2.4 LAS CELULAS DE LANGERHANS
2.4.1 DEFINICION

Las células de Langerhans son un subpoblacion de CD responsables de la
inmunovigilancia en la piel y las mucosas3233.

En la epidermis estan localizadas suprabasalmente y constituyen del 2 % al 8% del

total de células epiteliales34; en la actualidad se sabe que estas células derivan de un
precursor originado en la médula 6seaZ035, Estas células contienen unos granulos
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Unicos conocidos como granulos de Birbeck33 que es un organulo tnico de las CL y que
tiene la forma de una raqueta de tenis. Durante muchos afios, no se conoci6 la funcién
de este organulo, hasta que Jenny Valladeaum y Sem Saeland identificaron la molécula
Langerina/CD207 (un receptor de lectina tipo C, tipo II) como uno de los inductores
de su formacion, lo cual se relaciona con una funcién de captacion de antigenos. Sin
embargo, mas recientemente, otro estudio realizado por el grupo de Daniel Hanau,
sugiere que los granulos de Birbeck son parte de una red de reciclaje endosomal y
pueden no estar involucrados en la endocitosis3®.

2.4.2 FUNCION DE LAS CELULAS DE LANGERHANS

Las células de Langerhans endocitan, procesan y transportan antigenos a los ganglios
linfaticos donde presentan antigenos a los linfocitos T. El paradigma de las CL ha
cambiado y ahora se reconoce que las CL son capaces de inducir respuestas
inmunolégicas activadoras o de tolerancia, asi como sélo transportar antigenos a los
ganglios linfaticos sin presentarlos2032, Se considera que estas células de juegan un
papel importante en la inmunologia del cancer, ejerciendo inmunovigilancia contra
neoantigenos. Las células tumorales pueden ser destruidas por linfocitos T CD 8*. Sin
embargo, las células T necesitan ser estimuladas por las células de Langerhans32.
Dentro de las moléculas que se usan como marcadores inmunohistoquimicos de CL, se
ha visto que se caracterizan por la expresién de CD1a y Langerina (CD207)33; otra
proteina que expresan las CL es la molécula S10020.

2.4.3 FENOTIPO EN HUMANOS

Es de notar que la piel contiene diferentes subpoblaciones de células dendriticas:
1)células de Langerhans, localizadas en el epidermis con un fenotipo CD207+, CD1la+y
CD103+; 2) CD dérmicas mieloides con un fenotipo CD207+, CD103+, y 3) CD
plasmocitoides con un fenotipo CD207+, CD103-. En la mucosa oral no se ha
observado con precisién a estas subpoblaciones, pero se sabe con certeza que las CL
son CD1a+y CD207+, ademas de estar confinadas al epitelio37.

2.4.4 CELULAS DE LANGERHANS EN LA MUCOSA ORAL:

En los estudios que se han hecho sobre las células de Langerhans en la mucosa oral
normal se ha observado que el numero de estas pueden variar; Cruchley A.T et al
encontraron que la densidad de CL positivas a CD1a en la mucosa bucal sana de
humanos variaba de una localizacién anatémica a otra, siendo mayor en la mucosa
bucal y en segundo lugar en labios y este comportamiento fue similar en hombres y en
mujeres38.

En otros estudios, se ha observado que la mucosa sin estrato cérneo de la boca tienen
mas CL que zonas que tienen una mucosa con estrato cérneo3? 40.Por lo anterior, al
analizar en cavidad oral CL es importante tener cuenta que la localizacién y por ende,
si hay presencia o no de queratina en la mucosa, puede variar el nimero normal de
estas células en mucosas sanas, y que por lo tanto, las comparaciones con patologias

14



se deben hacerse teniendo en cuenta los criterios anteriormente mencionados.

2.4.5 MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS DE LAS CELULAS DE LANGERHANS
2451 CD1a:

Los CD1 son moléculas que presentan antigenos de tipo lipidico tales como
glucolipidos y lipopéptidos, de modo que sean reconocidos por las células T. Las
moléculas CD1 son una familia con 5 miembros (CD1la-e) que se localizan en un
subcompartimento distintos a los endosomas. Las moléculas CD1 son funcionalmente
no polimorficas y se ha demostrado que pueden presentar tanto antigenos exégenos
microbianos como ligandos endégenos lipidicos. Por otro lado, de manera similar a
moléculas clase I del CPH, las moléculas CD1 se asocian covalentemente con la 2-
microglobulina*l. La isoforma CDla se expresa casi exclusivamente en APC
profesionales, incluyendo las células de Langerhans (CL) y otras células dendriticas
mieloides (CDm)*1; se considera por lo tanto, que CD1a es fiable para la identificacion
de las CL en epitelios humanos, por la alta densidad de expresién tanto en superficie
como en citoplasma#0. CD1a es distinta a las otras isoformas de CD1 , ya que no
contiene un motivo citoplasmatico basado en tirosina*1.

2.4.5.2 Langerina (CD 207):

Es una lectina tipo C tipo Il dependiente de CaZ2+ que presenta especificidad de unién
a manosa y que se expresa en células de Langerhans en estado inmaduro en la
epidermis y otros epitelios*2. La Langerina es un potente inductor de Ia
superimposicion y cierre de la membrana que lleva a la formaciéon de los granulos de
Birbeck proveyendo acceso a la via de presentacion de antigenos no clasica*3, siendo
el principal constituyente de los granulos de Birbeck33.

2.4.5.3 Moléculas clase Il del CPH:

Las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase II (CPH-II) permiten
al sistema inmune detectar la presencia de antigenos ex6genos en el espacio
extracelular. En humanos, el locus MHC-II codifica para una subunidad a y las
proteinas de la subunidad B. Ya que los genes que codifican para los HLA son
altamente polimérficos pueden generar mas de 4,000 combinaciones de
subunidades*4. Las moléculas HLA-II, a diferencia de las HLA I, se expresan solamente
de manera constitutiva en células de Langerhans, células dendriticas, macréfagos y
linfocitos B1°. Los antigenos exdégenos entran por via endocitica a las células
presentadoras de antigenos, los procesan y son presentados por las moléculas clase Il
del CPH a las células T ayudadoras, los cuales, cuando se activan, tienen efectos
inmunoregulatorios#>. Cuando una CL se activa expresa una mayor cantidad de estos
antigenos.
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2453 CD&0:

Es la molécula B7 - 1, cuyo principal ligando es CD28%6 31, estimula la respuesta de las
células T#7.

2454 CD&6:

Es la molécula B7 - 2, cuyo principal ligando es CD28%6.31) estimula la respuesta de las
células T47.

2.4.5.5 CD 273:

Es el ligando 2 de muerte celular programada (PD - L2)(B7 - DC), cuyo principal
ligando es CD27946. PD - L2 se expresa exclusivamente en células dendriticas y
monocitos. Participa en la via de sefializacién de PD -1, que es esencial para el
mantenimiento de la anergia de células T y previenen la autoinmunidad#’.

2.4.5.6 CD 274:

Es el ligando 1 de muerte celular programada (PD - L1)( B7 - H1), cuyo principal
ligando es CD27946. Se encuentra ampliamente distribuidos en los leucocitos y las
células no hematopoyéticas, en los tejidos linfoides y no linfoides, incluyendo los
islotes pancreaticos*’.

2.5 Marcador de microambiente en carcinomas: receptor de adenosina Az,

La adenosina es un nucleésido de purina, que se produce bajo estrés metabdlico como
en la hipoxia. Las condiciones inflamatorias agudas o crénicas conducen a la
liberacién del precursor de los nucle6tidos de adenina (adenosina trifosfato (ATP),
difosfato adenosina (ADP) y monofosfato de adenosina (AMP) de las células, que se
cataboliza extracelularmente en adenosina“s. Ante condiciones de estrés metabodlico y
en ausencia de activacion de TLR, la adenosina actiia como un factor quimiotactico
para promover la quimiotaxis de los iCDs humanos a través de los receptores Al y A3.
Esto conduce a un aumento en la concentracion de calcio intracelular y Ia
reorganizacion de la actina. Sin embargo, en CD maduras, la adenosina suprime
fuertemente la inducciéon de TLR por medio de IL-12, a través de la unién a los
receptores A2A y suprime la respuesta inmune antitumoral. Este efecto inhibidor en la
liberacion de IL-12 por la adenosina, promueve el crecimiento tumoral; 1a IL-12 es una
citocina antitumoral potente?8.

Por otro lado, se sabe que la adenosina es secretada por los carcinomas, asi como por
las células inmunes durante la patogénesis del tumor, al estar bajo estrés metabolico o
hipéxico. Una vez que la adenosina se libera en el medio extracelular, ejerce varios
efectos inmunomodulatorios a través de receptores de adenosina (A1, A2A, A2B y A3)
que expresa en diversas células inmunes (macrofagos, células supresoras de origen
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mieloide, natural killer, células dendriticas (CD), células T, células T reguladoras), que
desempefian un papel muy importante en la patogénesis del cancer4s. En las células
que actuan contra el cancer (macréfagos, natural killer, CD, células T) para que no
ejerzan su funcidn, y en las otras (células mieloides supresoras, células dendriticas,
células T reguladoras), para formar un microambiente de tolerancia e
inmunosupresion en el tumor.

2.6 REPORTES EN LA LITERATURA DE CELULAS DE LANGERHANS EN COCE

Existen en la literatura reportes de estudios de CL en COCE, uno de ellos es el de
Ohman ] et al (2012) quienes estudiaron la presencia y distribucién de células de
Langerhans y de linfocitos T por medio de inmunohistoquimica con los marcadores
CD1a, CD207, CD3, CD4, CD8 y Ki67 en lesiones de leucoplasia oral conunan =23y
en carcinoma oral de células escamosas con una n = 12 de biopsias tomadas de
diferentes localizaciones anatémicas, contaron las células marcadas tanto en epitelio
como en tejido conectivo, y reportaron que las CL marcadas con anticuerpo anti
CD1la+ no presentaban diferencia significativa entre las leucoplasias y los COCE en el
epitelio pero si tenian diferencia significativa las células marcadas en el tejido
conectivo; mientras que las células marcadas con anticuerpo anti langerina no
presentaban diferencia significativa entre las leucoplasias y los COCE21.

Otro estudio es el de Lasisi TJ et al (2013), quienes compararon la distribucién de CL
en COCE con una n=48 y en epitelio oral normal con una n= 30, por medio de
inmunohistoquimica con el marcador CDla. Las biopsias fueron obtenidas de
diferentes localizaciones anatémicas y los especimenes de mucosa normal fueron
tomados de necropsias; los COCE los clasificaron histolégicamente en alto y bajo
grado de malignidad. Reportan que hay diferencia significativa entre las CL de epitelio
oral normal y los COCE siendo mas alto el nimero de células en los COCE bien
diferenciados que en los pobremente diferenciados*®. Se debe tener en cuenta dos
aspectos importantes en su metodologia, la primera es que ellos equiparan grado de
malignidad a grado de diferenciaciéon histolégica. de esta manera bajo grado de
malignidad con pobremente diferenciados y alto grado de malignidad con bien
diferenciados, la segunda es que no determinan si contaron células positivas del
parénquima y del estroma del tumor o s6lo de una de estas localizaciones.

Con respecto al grado de diferenciacién tumoral y el nimero de CL, se ha reportado
que existe una correlacién directa entre la diferenciaciéon tumoral y la cantidad de CL.
Arany et al (1998) estudiaron COCE de diferentes localizaciones anatémicas con un
n= 10, por medio de aislamiento de ARN y PCR - TR semicuantitativo y marcandolas
con CD1a. Reportan que en COCE moderadamente diferenciados y bien diferenciados
el nimero de CL es cercano al de mucosa normal, mientras que en los COCE poco
diferenciados el nimero esta disminuido®®. Sin embargo, en los resultados de este
estudio no aparecen correlacionados de manera directa los tres grados de
diferenciacién del COCE con el nimero de CL. Por otro lado, tampoco se ha analizado
la funcionalidad de las CL de acuerdo a la diferenciacion del COCE.
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3. JUSTIFICACION

Existen reportes en la literatura del nimero de CL en COCE sin embargo, estos no
incluyen en el andlisis la diferenciaciéon histolégica de estas neoplasias malignas ni la
funcionalidad de las CL.

Esta investigacion busca cuantificar y evaluar el inmunofenotipo de las células de
Langerhans en los tres grados de histodiferenciacion del COCE. Para lo cudl se usara
marcadores de inmunohistoquimica en cuatro grupos de especimenes de lenguas en
humanos; un grupo control sano y tres grupos de casos con COCE.

Es importante conocer la capacidad funcional de las CL con relaciéon al grado de
diferenciacién del COCE porque ayuda a conocer aspectos de los mecanismos de la
evasion inmunoldgica de esta neoplasia.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

El surgimiento, la invasién y la metastasis del COCE depende de varios factores,
algunos son propios del tumor como la habilidad de las células neoplasicas para
desarrollar mecanismos de escape ante el sistema inmunoldgico y otros son propios
del individuo como la capacidad del sistema inmunolégico de reaccionar contra las
células neoplasicas. Las CL representan la primera linea de defensa de la mucosa bucal
ante la presencia de antigenos generados por células neopldasicas; sin embargo, no se
ha explorado la capacidad funcional de las CL con relacion al grado de diferenciacion
del COCE. ;Existira variaciéon en nimero y en inmunofenotipo de las CL en los
diferentes grados histopatolégicos de COCE?

5. HIPOTESIS DE INVESTIGACION:

Al analizar tejidos de lenguas sanas y de COCE en sus diferentes grados de
histodiferenciacion, por medio de marcadores de inmunohistoquimica, en el COCE
pobremente diferenciado el nimero de CL serda menor y el fenotipo inmunolégico sera
tolerogénico.

6. OBIJETIVOS:

6.1 OBJETIVO GENERAL: Cuantificar y analizar el inmunofenotipo de células de
Langerhans (CL) presentes en muestras de Carcinoma Oral de Células Escamosas
(COCE) con diferentes grados de diferenciacion histopatoldgica, obtenidas mediante
biopsias de lengua en humanos.
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6.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS:

6.2.1 Analizar el fenotipo inmunolégico, de activacién o de tolerancia, de las CL en
COCE con distintos grados de diferenciacion histopatologica, mediante
inmunohistoquimica.

6.2.2 Cuantificar el nimero de CL presentes en COCE con diferentes grados de
diferenciacién histopatolégica, mediante analisis microscépico.

7. METODOLOGIA

7.1 TIPO DE ESTUDIO:

Estudio de casos y controles, observacional y transversal.

7.2 UNIVERSO DEL ESTUDIO:

Especimenes de biopsias de COCE obtenidas de lenguas de humanos y especimenes de
lengua sana obtenidas de necropsias en instituciones de salud de México D.F (México).

7.3 MUESTRA:

La muestra se calcul6 con base en la formula para estudios de casos y controles>1.

. [Zo2Dq + Z8p, 4, + p, q,]>
(p, - p,)?

n: muestra n=54.6 =55

Donde:

Po: 0.3 Exposicién a Tabaco y alcohol. Frecuencia relativa esperada (o proporcién esperada) de la
exposicion de interés en los controles.

R: 3 Riesgo (consumo minimo), razén de momios esperada de la asociacidn.

a: 1.96 (error a. 0.05) Probabilidad de error tipo alfa de 5%. Alfa es la probabilidad de rechazar la
hipétesis verdadera. Esta debe ser menor.

B: 0.20 (error B 0.20) Probabilidad de error tipo beta de 20%. Beta es la probabilidad de aceptar la
hipétesis nula negativa. Esta debe ser menor.

p1: 0.5625 es poR+[1+po(R-1)].

p”:0.43125 es1/2 (pl + p0)

gq”: 0.56875 es 1-p”*

qi: 0.4375 es 1-p1

qo: 0.7es 1 -po

Andlisis de poder de dos colas

Resultado numérico

Hipétesis Nula: P1 = P2 Hipétesis Alternativa: P1<> P2
P1 es el valor de ambas proporciones bajo la hipétesis nula.

P2 es la proporcion en dos grupos bajo la hipétesis alternativa.
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Resumen de Afirmacion:

El tamafio de la muestra es de 55, para detectar la diferencia entre la hipotesis nula y
la hipoétesis alternativa se usa una prueba chi cuadrada de dos colas con un nivel de
significancia de 1.96

7.4 CRITERIOS PARA EL ESTUDIO

7.4.1 GRUPO DE ESTUDIO

7.4.1.1 Criterios de inclusion:

a. Especimenes de biopsias con diagnostico histopatolégico confirmado de carcinoma
oral de células escamosas (COCE) tomadas de lengua de humanos.

b. Acceso a los expedientes clinicos de los pacientes de los cuales se tomaron las
biopsias de lengua con diagnostico histopatoldgico de COCE.

7.4.1.2 Criterios de exclusion:

a. Especimenes de biopsias sin diagnostico histopatolégico de Carcinoma oral de
células escamosas (COCE).

b. Biopsias que no hayan sido tomadas de lengua de pacientes con COCE.

c. Expedientes clinicos a los cudles no se tenga acceso correspondiente a los pacientes
de los cuales se tomaron las biopsias de lengua con diagnostico histopatolégico de
COCE.

7.4.1.3 Criterios de eliminacion:

a. Bloques de biopsias de COCE de lengua con tejido insuficiente.

7.4.2 GRUPO CONTROL

7.4.2.1 Criterios de inclusion:

a. Especimenes de lengua de humanos sin patologias neoplasicas ni inflamatorias.

b. Acceso a los expedientes clinicos de los pacientes a los cuales se les tomo el tejido
de lengua de humanos durante las necropsias.

c. Especimenes provenientes de adultos.

7.4.2.2 Criterios de exclusion:

a. Especimenes de lengua de humanos con diagnostico histopatolégico de alguna

patologia bucal.
b. Especimenes que no hayan sido tomadas de lenguas humanas.
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c. Expedientes clinicos a los cudles no se tenga acceso correspondiente a los pacientes
de los cuales se tomaron el tejido de lengua.

7.4.2.3 Criterios de eliminacion:
a. Bloques con tejido insuficiente de lengua.
7.5 MATERIALES Y METODOLOGIA GENERAL:

De los especimenes de lenguas sanas obtenidas de necropsias realizadas de las 2 - 8h
postmorten (Hospital INER, n=12), y de COCE obtenidos de los archivos de
instituciones médico - odontoldgicas (Consultorio del Dr. Adalberto Mosqueda Taylor,
n= 32; Hospital General de México n=10) que habian sido tomadas previamente para
diagnostico de pacientes mediante biopsias, fijadas en formol al 10% e incluidas en
parafina; se realizaron 10 cortes estrictamente seriados a 4um de grosor para cada
uno de los especimenes de las biopsias. Y se obtuvieron algunos datos clinicos de los
expedientes de los individuos a los que pertenecian los especimenes incluidos en el
estudio

Todas las muestras del grupo control y del grupo de estudio fueron procesadas, los
primeros cortes de la serie de cada paciente fueron tefiidas con hematoxilina/eosina
para realizar andlisis histopatolégico, corroborando la ausencia de procesos
patolégicos en las lenguas sanas y en las lenguas con COCE para corroborar el
diagnostico y hacer la clasificacion de diferenciacion seguin los criterios de la OMS.

El andlisis fue realizado por dos especialistas en patologia bucal en tiempos diferentes,
uno de los cuales no conocia los diagnoésticos dados por otros patologos previos a este
estudio. Se realiz6 el diagnostico histopatolégico y cada muestra se clasifico en
grupos para el presente estudio.

Se estandarizd la técnica de inmunohistoquimica para cada anticuerpo segin lo
reportado por cada fabricante, en los tejidos control reportados para cada uno como
positivos y en mucosa lingual, se hicieron ensayos con diferentes concentraciones de
los anticuerpos respetando los rangos de uso sugeridos por el fabricante, lo anterior
para observar la calidad y grado de tincidn; se realizé la técnica sin anticuerpo
primario para comprobar que los anticuerpos secundarios no producian fondo.

Posteriormente se realiz6 inmunohistoquimica indirecta en los cortes seriados en
blanco, para cada uno de los siguientes marcadores: CD207, CD1a, CD80, CD86,
CD273, CD274, anti CPH II y anti receptor de adenosina Aza (ver anexo 1). Utilizando
un fotomicroscopio de campo claro(Nikon Eclipse 80i) se seleccionaron 10 campos al
azar por corte, es decir para cada anticuerpo, con el objetivo de 20X y se fueron
guardando cada una de las fotomicrografias en un computador. Las células positivas a
cada anticuerpo (CD207, CD1a, CD80, CD86, CD273, CD274, anti HLA Il y anti receptor
de adenosina Aza), fueron cuantificadas visualmente en campos que midieron 600 pm
X 450pm.
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Los criterios para cuantificar las células fueron: las que estuvieran marcadas con
aspecto dendritico, nucleo visible y ubicadas en el epitelio. Aquellas células en las que
s6lo se identificaban las dendritas y no poseian nucleo visible se descartaron.

Se registraron los conteos y se obtuvo un promedio de células positivas observadas en
los diez campos de cada corte, a su vez cada corte correspondia a un marcador. Este
procedimiento se realizé para cada anticuerpo por separado y para cada espécimen de
tejido de cada uno de los individuos a los que se les habia tomado previamente las
muestras de tejido en lengua tanto para los casos como para los controles.

En total se trabajé con una n= 49 obtenida por conveniencia, cumpliendo los criterios
del estudio; esta numero se reparti6 en 10 especimenes sanos, 15 COCE bien
diferenciados, 15 COCE moderadamente diferenciados, 9 pobremente diferenciados.
Para realizar el andlisis estadistico se trabajé con 10 especimenes de sanos, 9 de
pobremente diferenciados y 10 al azar de los bien y de los moderadamente
diferenciado.

Se recolectd y proceso la informacion en una base de datos para la obtencion de los
resultados, la estadistica se realiz6 en el programa GraphPad Prism 5.

7.6 TECNICAS

a. Estudio histopatoldgicos por medio de microscopia éptica.
b. Estudio inmunohistoquimico por medio de microscopia dptica.
c. Conteo celular por medio de microscopia Optica.

d. Recoleccidon y procesamiento de datos por medio computacional.
e. Interpretaciéon de datos por medio de software computacional.

7.7 DISENO DEL ANALISIS ESTADISTICO

Se plantea vaciar y analizar los datos obtenidos mediante el programa GraphPad
Prism 5, para las variables cuantitativas trabajar medidas de tendencia central y
medidas de dispersion; mientras que para las variables nominales describir las
proporciones y construir las distribuciones de frecuencia e histograma
correspondiente.

Efectuar el analisis comparando la frecuencia de las diferentes variables de estudio
entre el grupo de muestras con diagnostico histopatologico de COCE y el grupo de
muestras histolégicas correspondientes a lengua normal. Estudiar la posible
asociacion entre el namero de células de Langerhans (CL) y la presencia de COCE asi
como el grado histolégico de este y explorar la relacién con el habito tabaquico y de
alcohol.

Las asociaciones entre las variables nominales estimarlas a través de Razones de
Momios y sus intervalos de confianza al 95%, asi mismo se efectuara pruebas de X2
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para detectar las asociaciones significativas a un nivel de «=0.05. Para las variables
continuas utilizar Analisis de Varianza, y las pruebas realizarlas al mismo nivel de
significancia.

8. RESULTADOS
1.1 HISTOLOGIA

Los dos especialistas en patologia y medicina oral diagnosticaron en dos momentos
diferentes y segun los criterios de la OMS las 53 muestras que correspondian al grupo
control de lenguas sanas y al grupo control de casos de COCE tefiidas con hematoxilina
y eosina, mediante este analisis se descarté una muestra que correspondia a una
patologia de otro tejido y una con proceso inflamatorio, ambas del grupo control, y
del grupo de estudio se descartaron dos de COCE pobremente diferenciado, una
porque correspondia a una mucosa de otra localizaciéon de la cavidad oral y otra
porque los especialistas en patologia de este estudio consideraron que tenia una
clasificacion histopatolégica diferente en cuanto al grado de diferenciacion; por lo que
la muestra definitiva fue de 49.

1.2 INMUNOHISTOQUIMICA

En el fotomicroscopio de campo claro se observaron 392 laminillas correspondientes
a los 8 marcadores de inmunohistoquimica de los 49 especimenes (CD207, CD1a,
CD80, CD86, CD273, CD274, anti HLA Il y anti receptor de adenosina Aza); en cada una
de esas 392 laminillas se registraron por fotomicrografias 10 campos al azar para un
total de 3920 campos a 20X, en los que ademds se contaron visualmente todas las
células de aspecto dendritico con nucleo visible, marcadas y localizadas en el epitelio.
Se registraron los conteos celulares de los 3920 campos para posteriormente realizar
por analisis estadistico la media y la desviacion estandar.

A continuacién se muestran algunas fotomicrografias representativas de los

marcadores de inmunohistoquimica y de la tinciones de H -E en cada uno de los
grupos de estudio.
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1. Fotomicrografias -Lenguas Sanas

Fotomicrografia 1 de cortes de lenguas sanas: A) Tincién de H- E a 5X, B) IHQ a 20X con anti
HLA - 11, C) IHQ a 20X con anti CD1a, D) IHQ a 20X con anti CD273.
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2. Fotomicrografias - Lenguas Sanas

Fotomicrografia 2 de cortes de lenguas sanas: E) IHQ a 40X con anti CD207, F) IHQ a 40X con
anti CD80, G) IHQ a 40X con anti CD86, H) IHQ a 40X con anti receptor de adenosina.
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3. Fotomicrografias COCE bien diferenciados
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Fotomicrografia 3 de cortes de COCE bien diferenciados: A) Tincién de H- E a 40X, B) IHQ a
40X con anti HLA - 11, C) IHQ a 40X con anti CD1a y anti CD273, D) IHQ a 40X con anti CD274.
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_4. Fotqmic_rograﬁas COCE bin diferenciado

Fotomicrografia 4 de cortes de COCE bien diferenciados: E) IHQ a 40X con anti CD207, F) [HQ
a 40X con anti CD80, G) IHQ a 40X con anti CD86, H) IHQ a 40X con anti receptor de
adenosina.
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5. Fotomlcrograﬁas COCE moderadamente dlferenmados
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Fotomicrografia 5 de cortes de COCE moderadamente diferenciados: A) Tincién de H- E a 40X,
B) IHQ a 40X con anti HLA - 11, C) IHQ a 40X con anti CD1a y anti CD273, D) IHQ a 40X con anti

CD274.
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6. Fotomic
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Fotomicrografia 6 de cortes de COCE moderadamente diferenciados: E) IHQ a 40X con anti
CD207, F) IHQ a 40X con anti CD80, G) IHQ a 40X con anti CD86, H) IHQ a 40X con anti
receptor de adenosina.
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Fotomicrografia 7 de cortes de COCE pobremente diferenciados: A) Tincion de H- E a 40X, B)
[HQ a 40X con anti HLA - II, C) IHQ a 40X con anti CD1a y anti CD273, D) IHQ a 40X con anti
CD274.

30



8. Fotomicrografias COCE pobremente diferenciados

0 TR T eV T G VS e
. i ) - o4 o g% K o ® b P &°
Y (3 * oy ~ 4 § e . Wy } e
B : : A 0. 208 bl > s &
3 4 a~ ‘ ' ' . ‘0 A Py @ -
' y L3 . o: o‘ s" 1Y, b o, P @
W o o gy VY ’e P, 49 ?. %o o, el
LY ; L 7 ’."-'“’3'. $ia ‘) Po.® - o @ ’.
e VA o £ ’ N » e & 04 O..‘
el P o e’ Ny Ay §° ¢ >
'« ® .‘;‘ ae g e s ‘ % "5:,- P
- < - A AN 'y ¥ . "
o 825 2e°8 5® s -
& ,4;'..‘- - .,ﬂ [ L % n
. " P :’ R ."g‘ e o P L
o Qe f’ . { is s P » -
‘. Ny o e P ‘1 ane s .‘ ., s 4
o - ‘ -
0 - e 3 '. &* v |
v 800 Vet Y v
foa 0 B0y ¥ ¢ 50 pm
E F
o W T > e e N x v v >
oS \ % 8 _ s 7 SRR IS ' ”. My %o\
- - -~ . ° tY 4. %
. ® -3, o2 _6 oS of o, @ a Q 0 asled AL
o e ® € 4 oo e’r,ﬁ} yi Sy - oy o ML iy i |
LB Tlimiad) sy RSP AL AR e
% o & cafr® { \ g ¥ Aol
e -hﬁt ¥ ‘; ¢ w S -,‘\ e ¥ AR 4 4 28 E‘.‘Q%
Te = ST .’ 55 v R Sy 5 P r . i
B . - - aNs,
- -(‘: @ L] Y » ’&' 2NN " . » .0'0“ "),%. |
S VL P - \51 D & @9 s Voo )A *
T bl &9 Ju5, R _c‘;:.,:' ) "o e ~e" 5 ,‘&’;‘
27 8% 0""‘ o aoe S o "0 : - A W& '”.',‘* 0“?.
0 e as &Y IS - -8 3 A 4 & B 1%
¥ 8o’y SO Ty J ?;, & R TN
A WA D™ ac o A - - v S
..\: A .. € Y‘p‘ “ ):v\ 3 ;f ;4 % J’. g ) '3 " ’: > . ’ 4 ’ i‘o"l Q "'.‘J
9" 5, e fna 4 - glER® MW, 14 * Fag
© - 2 - = — s, s « 3
% s 5 @ y :"c e~ & € ) ¥ b, 2" 'y N
z. . % - . [}
Bise I e TN B - e % N Em
G. H

Fotomicrografia 8 de cortes de COCE pobremente diferenciados: E) IHQ a 40X con anti CD207,
F) IHQ a 40X con anti CD80, G) IHQ a 40X con anti CD86, H) IHQ a 40X con anti receptor de
adenosina.

8.3. ANALISIS ESTADISTICO:

Las variables cuantitativas se trabajaron con medias y desviacién estandar; se realiz6
el analisis de varianza y el test de comparacion multiple de Turkey.

Siglas Utilizadas: BD(COCE Bien Diferenciado), MD(COCE Moderadamente diferenciado), PD (COCE Pobremente
diferenciado).

8.3.1 CONTEO DE CELULAS POR MARCADOR IDENTIFICADO CON ANTICUERPOS
ESPECIFICOS

8.3.1.1 CONTEO DE CELULAS MARCADAS CON EL ANTICUERPO ANTI CD207 (LANGERINA):
TABLA 1. Andlisis estadistico del anticuerpo anti CD207: El promedio de células de

Langerhans marcadas con el anticuerpo anti CD207 tanto para el grupo de lenguas
sanas como para los grupo de especimenes con COCE en sus tres grados de
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histodiferenciacion, no tuvo diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en
ninguno de estos cuatro grupos analizados.

TABLA 1. ANALISIS ESTADISTICO DEL ANTICUERPO ANTI CD207
Tabla Analizada [coz07 ]
Andlisis de Varianza de una via
Valorde P 0,7171
Resumen del Valor de P ns
Tienen las medias diferencia No
significativa? (P < 0.05)
Numero de grupos 4
F 0,4526
Cuadrado R 0,03840
Test de Bartlett para varianzas iguales
Estadistica de Bartlett 1,795
(corregida)
Valor de P 0,6160
Resumen del valor de P ns
Las varianzas difieren No
significati ? (P < 0.05)
Tabla de ANOVA SS df MS
Tratamiento {(entre columnas) 21,23 3 7,077
Residual (entre columnas) 5316 34 15,64
Total 552,8 37
Test de comparacion multiple Diferencia | q Significativa? Resumen | 95% Cl of diff
de Tukey Media P < 0.05?
Sanos vs BD -0,5900 04718 No ns -5.371t04.191
Sanos vs MD -1,230 0,9837 No ns -6.011 to 3.551
Sanos vs PD -2,078 1,566 No ns -7.148 t0 2,993
BD vs MD -0,6400 0,5118 No ns -5.421t04.141
BDvs PD -1,488 1,122 No ns -6.558 to 3.583
MDvsPD -0,8475 0,6390 No ns -5.918 t0 4.223

Grafica 1. Promedio del nimero de células con Ac CD207: En las muestras analizadas y
marcadas con anticuerpo anti CD207 se observé un rango entre 2,3 a 4,4 de células de
Langerhans positivas a la marca en promedio.
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8.3.1.2 CONTEO DE CELULAS MARCADAS CON EL ANTICUERPO ANTI CD1A:

TABLA 2. Andlisis estadistico del anticuerpo anti CDla: Se observé una diferencia
estadisticamente significativo (p<0.05) en el promedio de células de Langerhans
marcadas con el anticuerpo anti CD1a entre el grupo de los COCE moderadamente
diferenciados con respecto al de los COCE pobremente diferenciados; entre los otros
grupos analizados no se encontraron diferencias estadisticas.

TABLA 2. ANALISIS ESTADISTICO DEL ANTICUERPO ANTI CD1a

Tabla Analizada | CD1a |

Anélisis de Varianza de una via

Valor de P 0,0462

Resumen del valor de P "

Tienen las medias diferencia Yes

significativa? (P <0.05)

Nimero de grupos 4

F 2,956

Cuadrado R 0,2069

Test de Bartlett para varianzas iguales

Estadistica de Bartlett (corregido) | 46,05

Valor de P <0.0001

Resumen del valor de P ]

Las varianzas difieren Yes

significativa. (P < 0.05)

Tabla de ANOVA SS df MS

Tratamiento (entre columnas) 1387 3| 46,24

Residual (entre columnas) 5319 34| 15,64

Total 670,6 37

Test de comparacién miltiple de Diferencia | q Significativa? Resumen | 95% Cl of diff
Tukey media P <0.05?

Sanos vs BD -0,3500 | 0,2798 No ns -5.132 10 4432
Sanos vs MD 0,5700 0,4557 No ns -4.212105.352
Sanos vs PD -4,540 3,422 No ns -9.612t0 0.5323
BD vs MD 0,9200 0,7355 No ns -3.862 10 5.702
BD vs PD 4,190 3,158 No ns -9.262 to 0.8823
MD vs PD -5,110 3,852 Yes * -10.18 10 -0.03766

Grafica 2. Promedio del niumero de células con Ac anti CD1a: En las muestras analizadas y
marcadas con anticuerpo anti CD1a se observé un rango entre 0,5 a 5,6 de células de
Langerhans positivas a la marca en promedio.
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Grafica 2. Promedio del numero de
células con Ac CD1a
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0.0462

8.3.1.3 CONTEO DE CELULAS MARCADAS CON EL ANTICUERPO ANTI HLA - II

TABLA 3. Andlisis estadistico del anticuerpo anti HLA - II: Para el promedio de células de
Langerhans marcadas con el anticuerpo anti HLA-II se observé una diferencia

estadisticamente significativa (p<0.05), entre el grupo de los especimenes de lenguas
sanas con respecto al grupo de los COCE moderadamente diferenciados; de igual
manera, entre el grupo de las lenguas sanas con respecto al grupo de los COCE
pobremente diferenciados. En los otros grupos analizados para este anticuerpo no se

encontraron diferencias

estadisticas.
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TABLA 3. ANALISIS ESTADISTICO DEL ANTICUERPO ANTIHLA - II

Tabla Analizada HLA-DR - |
DP -DQ
Andlisis de Varianza de una via
ValordeP 0,0160
Resumen del valor de P *
Tienen las medias diferencia Yes
significativa? (P <0.05)
Nimero de grupos 4
F 3,958
Cuadrado R 0,2588
Test de Bartlett para varianzas iguales
Estadistica de Bartlett (corregido) | 45,44
Valor de P <0.0001
Resumen del valor de P e
Las varianzas difieren Yes
significativamente?. (P < 0.05)
Tabla ANOVA SS df MS
Tratamiento (entre columnas) 8315 3 2772
Residual (entre columnas) 23810 34| 7003
Total 32120 37
Test de comparacién miiltiple de Diferencia | q Significativa? Resumen | 95% Cl of diff
Tukey Media P <0.05?
Sanos vs BD -15,92 1,902 No ns -47.92 t0 16.08
Sanos vs MD -36,01 4303 Yes ¥ -68.01t0 -4.015
Sanos vs PD -34,20 3,853 Yes »* -68.14 to -0.2662
BD vs MD -20,09 2,401 No ns -52.09t0 11.91
BDvs PD -18,28 2,060 No ns -52.22t0 15.65
MDvsPD 1,807 0,2036 No ns -32.13t035.74

Grafica 3. Promedio del ndmero de células con Ac anti HLA - II: En las muestras
analizadas y marcadas con anticuerpo anti HLA - II se observ6 un rango entre 0,6 a
34,8 de células de Langerhans positivas a la marca en promedio.
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8.3.1.4 CONTEO DE CELULAS MARCADAS CON EL ANTICUERPO ANTI CD274:

TABLA 4. Analisis estadistico del anticuerpo anti CD274: Referente al promedio de células
de Langerhans marcadas con el anticuerpo anti CD274 se observo que hubo diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05), entre el grupo de lenguas sanas comparado
con los COCE pobremente diferenciadas; entre el grupo de COCE bien diferenciados
comparado con el grupo de los COCE pobremente diferenciados; y el grupo de COCE
moderadamente diferenciado comparado con el grupo de los COCE pobremente
diferenciado. En los demas grupos no se encontraron diferencias estadisticas.

TABLA 4 . ANALISIS ESTADISTICO DEL ANTICUERPO ANTI CD274

Tabla Analizada | CD274 |

Anélisis de Varianza de una via

Valorde P 0,0049

Resumen del Valor de P .

Tienen las medias diferencia Yes

significativa? (P <0.05)

Nimero de grupos 4

F 5,126

Cuadrado R 0,3115

Test de Bartlett para varianzas iguales

Estadistica de Bartlett (corregido) | 14,53

Valor de P 0,0023

Resumen del valor de P "

Las varianzas difieren Yes

significativamente? (P <0.05)

Tabla ANOVA SS Df MS

Tratamiento (entre columnas) 14,36 3| 4,785

Residual (entre columnas) 31,74 34| 0,9335

Total 46,09 37

Test de comparacién miltiple de Diferencia | Q Significativa? Resumen | 959 CI of diff
Tukey Media P <0.05?

Sanos vs BD -0,1100 | 0,3600 No ns -1.278 to 1.058
Sanos vs MD -0,1300 0,4255 No ns -1.298t0 1.038
Sanos vs PD -1,583 4,883 Yes g -2.822t0 -0.3435
BD vs MD -0,02000 | 0,06546 No ns -1.1881t0 1.148
BDvs PD -1,473 4,544 Yes * -2.71210-0.2335
MD vs PD -1,453 4,482 Yes “ -2.692t0-0.2135

Grafica 4. Promedio del nimero de células con Ac anti CD274: En las muestras analizadas y
marcadas con anticuerpo anti CD274 se observé un rango entre 0,2 a 1,8 de células de
Langerhans positivas a la marca en promedio.
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Grafica 4. Promedio del numero de
células con Ac CD274
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8.3.1.5 CONTEO DE CELULAS MARCADAS CON EL ANTICUERPO ANTI CD273:

TABLA 5. Analisis estadistico del anticuerpo anti CD273: En el analisis estadistico para el
anticuerpo anti CD273 no se observo que los promedios de las células de Langerhans
diferencias
significativas(p<0.05) entre los tres grupos de histodiferenciacion del COCE y el grupo

marcadas con este

anticuerpo

de lenguas sanas analizados.

tuvieran

estadisticamente
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TABLA 5 . ANALISIS ESTADISTICO DEL ANTICUERPO ANTI CD273

Tabla Analizada [cp273 ]
Andlisis de Varianza de una via
Valorde P 0,4558
Resumen del Valor de P ns
Tienen las medias diferencia No
significativa? (P <0.05)
Nimero de grupos 4
F 0,8907
Cuadrado R 0,07286
Test de Bartlett para varianzas iguales
Estadistica de Bartlett 99,14
(corregido)
Valor de P <0.0001
Resumen del valor de P 295
Las varianzas difieren Yes
significati ? (P <0.05)
Tabla ANOVA SS Df MS
Tratamiento (entre columnas) 110,1 3| 36,70
jual (entre col 1401 34 | 41,20
Total 1511 37
Test de comparacién mdltiple Diferencia | Q Significativa? | Resumen | 95% Cl of diff
de Tukey Media P <0.05?
Sanos vs BD -0,5000 0,2463 No ns -8.261t0 7.261
Sanos vs MD -4,230 2,084 No ns -11.99 t0 3.531
Sanos vs PD -0,8600 0,3994 No ns -9.092 to 7.372
BD vs MD -3,730 1,838 No ns -11.49 to 4.031
BDvs PD -0,3600 0,1672 No ns -8.592 to 7.872
MD vs PD 3,370 1,565 No ns -4.862 to 11.60

Grafica 5. Promedio del nimero de células con Ac anti HLA - II: En las muestras analizadas
y marcadas con anticuerpo anti CD273 se observé un rango entre 0,2 a 4,4 de células
positivas a la marca en promedio.
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8.3.1.6 CONTEO DE CELULAS MARCADAS CON EL ANTICUERPO ANTI CDS8O:

TABLA 6. Andlisis estadistico del anticuerpo anti CD80: Se observo diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) para el promedio de células de Langerhans
marcadas con el anticuerpo anti CD80 entre los grupos de lenguas sanas con el grupo
de COCE pobremente diferenciado. En los demdas grupos estudiados no hubo
diferencias estadisticas.

TABLA 6 . ANALISIS ESTADISTICO DEL ANTICUERPO ANTI CD80

Tabla Analizada [cos0 ]

Andlisis de Varianza de una via

Valorde P 0,0429

Resumen del Valor de P *

Tienen las medias diferencia Yes

significativa? (P <0.05)

Namero de grupos 4

F 3,024

Cuadrado R 0,2106

Test de Bartlett para varianzas iguales

Estadistica de Bartlett (corregido) 13,43

Valor de P 0,0038

Resumen del valor de P 48

Las varianzas difieren Yes

significativamente? (P < 0.05)

Tabla ANOVA SS Df MS

Tratamiento (entre columnas) 81,67 3 27,22

Residual (entre columnas) 306,1 34 9,003

Total 3878 37

Test de comparacién multiple de Diferencia | Q Significativa? Resumen 95% Cl of diff
Tukey Media P <0.05?

Sanos vs BD -1,350 1,423 No ns -4.978102.278
Sanos vs MD -2,560 2,698 No ns -6.188 to 1.068
Sanos vs PD -4,085 4,059 Yes L -7.933t0-0.2371
BD vs MD -1,210 1,275 No ns -4.838t02.418
BD vs PD -2,735 2,718 No ns -6.583t01.113
MD vs PD -1,525 1,515 No ns -5.373t02.323

Grafica 6. Promedio del numero de células con Ac anti CD80: En las muestras analizadas y
marcadas con anticuerpo anti CD80 se observo un rango entre 1,0 a 5,1 de células
positivas a la marca en promedio.
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Grafica 6. Promedio del numero de
células con Ac CD80
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8.3.1.7 CONTEO DE CELULAS MARCADAS CON EL ANTICUERPO ANTI CD86

TABLA 7. Andlisis estadistico del anticuerpo anti CD86: Para el promedio de células de

Langerhans marcadas con el anticuerpo anti CD86 se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre el grupo de lenguas sanas comparado
con el grupo de COCE pobremente diferenciados. En los demas grupos estudiados no
existe diferencias estadisticas.
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TABLA 7 . ANALISIS ESTADISTICO DEL ANTICUERPO ANTI CD86

Tabla Analizada CD86

Andlisis de Varianza de una via

Valor de P 0,0066

Resumen del Valor de P =

Tienen las medias diferencia Yes

significativa? (P <0.05)

Ndmero de grupos 4

F 4,826

Cuadrado R 0,2986

Test de Bartlett para varianzas iguales

Estadistica de Bartlett (corregido) 34,61

Valor de P <0.0001

Resumen del valor de P o

Las varianzas difieren Yes

significativamente? (P <0.05)

Tabla ANOVA 3 Dfy MS

Tratamiento (entre columnas) 111,1 313703

Residual (entre columnas) 260,9 34| 7,673

Total 372,0 37

Test de comparacién multiple de Diferencia | Q Significativa? P | Resumen 95% CI of diff
Tukey Media <0.05?

Sanos vs BD -2,100 2,397 No ns -5.449t0 1.249
Sanos vs MD -1,460 1,667 No ns -4.809 to 1.889
Sanos vs PD -4,918 5,293 Yes b/ -8.470t0 -1.365
BD vs MD 0,6400 0,7306 No ns -2.709 to 3.989
BDvs PD -2,818 3,033 No ns -6.370t0 0.7348
MDvs PD -3,458 3,721 No ns -7.010 to 0.09482

Grafica 7. Promedio del numero de células con Ac anti CD86: En las muestras analizadas y
marcadas con anticuerpo anti CD86 se observé un rango entre 0,5 a 5,4 de células de
Langerhans positivas a la marca en promedio.

Grafica 7. Promedio del numero de
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8.3.1.8 CONTEO DE CELULAS MARCADAS CON EL ANTICUERPO ANTI RECEPTOR DE ADENOSINA
A2A:

TABLA 8. Andlisis estadistico del anticuerpo anti receptor de adenosina Aza: El promedio de
células de Langerhans marcadas con el anticuerpo anti receptor de adenosina Aza
presenté diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre el grupo de
lenguas sanas comparado con el grupo de COCE moderadamente diferenciados. En los
otros grupos analizados no se observo diferencia estadistica.

TABLA 8 . ANALISIS ESTADISTICO DEL ANTICUERPO ANTI RECEPTOR DE ADENOSINA AZA

Tabla Analizada Rc de
Adenosina
Aza

Andlisis de Varianza de una vfa

Valor de P 0,0427

Resumen del Valor de P *

Tienen las medias diferencia | Yes
significativa? (P < 0.05)

Nimero de grupos 4
F 3,027
Cuadrado R 0,2108
Test de Bartlett para varianzas iguales
Estadistica de Bartlett 17,50
corregido)
Valor de P 0,0006
Resumen del valor de P aes
Las varianzas difieren Yes
significativamente? (P < 0.05)
Tabla ANOVA SS Df MS
Tratamiento (entre columnas) 114,3 3| 38,10
Residual (entre columnas) 428,0 34 | 12,59
Total 542,3 37
Test de comparacién miltiple Diferencia Q Significativa? Resumen | 95% CI of diff
de Tukey Media P < 0.05?
Sanos vs BD -2,050 1,827 No Ns -6.340t0 2.240
Sanos vs MD -4,330 3,859 Yes * -8.620to -
0.04037
Sanos vs PD -3,928 3,300 No Ns -8.477 10 0.6223
BD vs MD -2,280 2,032 No ns -6.570 t0 2.010
BD vs PD -1,878 1,578 No ns -6.427 t0 2.672
MDvs PD 0,4025 0,3382 No ns -4.147 t0 4.952

Grafica 8. Promedio del nimero de células con Ac anti receptor de adenosina Aza: En las
muestras analizadas y marcadas con anticuerpo receptor de adenosina A2a se observo
un rango entre 0,6 a 4,9 de células positivas a la marca en promedio.
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8.3.2. COMPARACION DE CONTEOQS DE CELULAS POR GRUPO

8.3.2.1 CONTEO DE CELULAS MARCADAS EN EL GRUPO CONTROL - LENGUAS SANAS:

TABLA 9. Analisis estadistico del grupo control - lenguas sanas: En el analisis estadistico
hecho para el grupo control de lenguas sanas, se observé que no hubo diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre los diferentes promedio de células de
Langerhans marcadas con los siguientes anticuerpos: anti CD207, anti CD1a, anti

CD80, anti CD86, anti CD273, anti CD274, anti HLA - Il y anti receptor de adenosina.
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TABLA 9. ANA I DEL GRUPO = LENGUAS SANAS
Tabla Analizada LENGUAS
SANAS

Andlisis de Varianza de una via

Valorde P 0,0897

Resumen del Valor de P ns

Tienen las medias diferencia No

i (P <0.05)

Nimero de grupos 8

F 1,856

Cuadrado R 0,1528

Test de Bartlett para varianzas iguales

Estadistica de Bartlett (corregido) | 48,08

Valor de P <0.0001

Resumen del valor de P ol

Las varianzas difieren Yes

(P < 0.05)

Tabla ANOVA ss Df MS

Tratamiento (entre columnas) 33,64 7 4,805

Residual (entre columnas) 186,4 72 2,589

Total 220,1 79

Test de i6n maltiple de Dif Q Significativa? P | Resumen | 99% Cli of diff4
Tukey Media. <0.01?

CD273 vs CD274 0,01000 0,01965 No ns -2.649 to 2.669
CD273 vs CD1A -0,8700 1,710 No ns -3.529t0 1.789
CD273 vs HLA-II -0,3700 0,7271 No ns -3.029to0 2.289
CD273 vs CD80 -0,8000 1,572 No ns -3.459 to 1.859
CD273 vs CDB6 -0,2800 0,5502 No ns -2.939t0 2.379
CD273 vs CD207 -2,120 4,166 No ns -4.779t0 0.5393
CD273 vs Re Aden. -0,3700 0,7271 No ns -3.029 t0 2.289
CD274 vs CD1A -0,8800 1,729 No ns -3.539t0 1.779
CD274 vs HLA-II -0,3800 0,7468 No ns -3.039t0 2.279
CD274 vs CD30 -0,8100 1,592 No ns -3.469 to 1.849
CD274 vs CD86 -0,2900 0,5699 No ns -2.949 to 2.369
CD274 vs CD207 -2,130 4,186 No ns -4.789 t0 0.5293
CD274 vs Re Aden. -0,3800 0,7468 No ns -3.039t02.279
CD1A vs HLA-II 0,5000 0,9826 No ns -2.159 t0 3.159
CD1A vs CDSD 0,07000 0,1376 No ns -2.589t0 2.729
CD1A vs CDB6 0,5900 1,159 No ns -2.069 to 3.249
CD1A vs CD207 -1,250 2,456 No ns -3.909 to 1.409
CD1A vs Re Aden. 0,5000 0,9826 No ns -2.159 to 3.159
HLA-II vs CD8O0 -0,4300 0,8450 No ns -3.089t0 2.229
HLA-Il vs CD86 0,09000 0,1769 No ns -2.569 to 2.749
HLA-Il vs CD207 -1,750 3,439 No ns -4.409 to 0.9093
HLA-II vs Re Aden. 10,0000 0,0000 No ns -2.659 to 2.659
CD80 vs CD86 0,5200 1,022 No ns -2.139t03.179
CDE0 vs CD207 -1,320 2,594 No ns -3.979to 1.339
CDB0 vs Re Aden. 0,4300 0,8450 No ns -2.229t0 3.089
CD86 vs CD207 -1,840 3,616 No ns ~4.499 to 0.8193
CD86 vs Re Aden. -0,09000 0,1769 No ns -2.749 to 2.569
CD207 vs Re Aden. 1,750 3,439 No ns -0.9093 to 4.409

Grafica 9. Promedio de células en lenguas sanas: En las muestras analizadas del grupo
control de lenguas sanas, se observo que en promedio las células de Langerhans

positivas a la marca CD207 es de 2,3; seguido por el CD1a con 1,1.
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Grafica 9. Promedio de células en
lenguas sanas
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Valor de P 0,0897

8.3.2.2 CONTEO DE CELULAS MARCADAS EN LOS COCE BIEN DIFERENCIADOS:

TABLA 10. Andlisis estadistico del COCE bien diferenciado: Se encontr6 en el analisis
estadistico realizado para el grupo de COCE bien diferenciados que habia diferencias
estadisticamente significativas (p<0.01) entre los siguientes anticuerpos: anti CD273
comparado con anti HLA-II, anti CD274 comparado con anti HLA-II[, anti CDla
comparado con anti HLA-II , anti HLA-II comparado con anti CD80, anti HLA-II
comparado con anti CD86, anti HLA-II comparado con anti CD207, anti HLA - II
comparado con anti receptor de adenosina Aza.
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TABLA 10. ANALISIS ESTADISTICO DEL COCE BIEN DIFERENCIADO
Tabla Analizada COCE BIEN
DIFERENCIADOS
Andlisis de Varianza de una via
Valor de P <0.0001
Resumen del Valor de P hae
Tienen las medias diferencia Yes
i (P <0.05)
Nimero de grupos 8
F 8,913
Cuadrado R 0,4643
Test de Bartlett para varianzas iguales
Estadistica de Bartlett 1419
(corregido)
Valorde P <0.0001
Resumen del valor de P o
Las varianzas difieren Yes
(P <0.05)
Tabla ANOVA sS df MSs
Tratamiento (entre columnas) 1542 7| 2774
Residual (entre columnas) 2241 72| 31,13
Total 4183 79
Test de i6n maltiple Dife Media q Significativa? P | Resumen 99% Cl of diff4
de Tukey <0.01?
CD273 vs CD274 0,4000 0,2267 No ns -8.820 t0 9.620
CD273 vs CD1a -0,7200 0,4081 No ns -9.940 to 8.500
CD273 vs HLA-II -15,79 8,550 Yes b -25.01t0 -6.570
CD273 vs CDB0 -1,650 0,9352 No ns -10.87 to 7.570
CD273 vs CD86 -1,880 1,066 No ns -11.10to0 7.340
CD273 vs CD207 -2,210 1,253 No ns -11.43t0 7.010
CD273 vs Rc Aden. -1,920 1,088 No ns -11.14 to 7.300
CD274 vs CD1a -1,120 0,6348 No ns -10.34 to 8.100
CD274 vs HLA-II -16,19 9,177 Yes e -25.41to -6.970
D274 vs CD80 -2,050 1,162 No ns -11.27t0 7.170
D274 vs CD86 -2,280 1,292 No ns -11.50 to 6.940
CD274 vs CD207 -2,610 1,479 No ns -11.83 t0 6.610
CD274 vs Rc Aden. -2,320 1,315 No ns -11.54 to 6.900
CD1a vs HLA-Il -15,07 8,542 Yes \dd -24.29 to -5.850
CD1a vs CDBO -0,9300 0,5271 No ns -10.15 to 8.290
CD1avs CD86 -1,160 0,6575 No ns -10.38 to 8.060
CD1avs CD207 -1,450 0,8445 No ns -10.71t0 7.730
CD1a vs Rc Aden. -1,200 0,6802 No ns -10.42 to 8.020
HLA-II vs CD80 14,14 8,015 Yes b 4.520t0 23.36
HLA-Il vs CD86 13,91 7,884 Yes e 4.690t0 23.13
HLA-IIl vs CD207 13,58 7,697 Yes . 4.360 to 22.80
HLA-II vs Re Aden. 13,87 7,862 Yes e 4.650to 23.09
CD80 vs CD86 -0,2300 0,1304 No ns -9.450 to 8.990
CD80 vs CD207 -0,5600 0,3174 No ns -9.780 to 8.660
CD80 vs Re Aden. -0,2700 0,1530 No ns -9.490 to 8.950
CD86 vs CD207 -0,3300 0,1870 No ns -9.550 to 8.890
CD86 vs Re Aden. -0,04000 0,02267 No ns -9.260 to 5.180
CD207 vs Re Aden. 0,2900 0,1644 No ns -8.930t0 9.510

Grafica 10. Promedio de células en COCE bien diferenciado: En las muestras analizadas del
grupo con COCE bien diferenciados, se observo que en promedio las células de
Langerhans positivas a la marca del Ac HLA - Il es 16,5 mayor que con los otros
anticuerpos, pues esta seguido por el CD207 con un promedio de 2,9.

46



Grafica 10. Promedio de células en
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8.3.2.3 CONTEO DE CELULAS MARCADAS EN LOS COCE MODERADAMENTE

DIFERENCIADO

TABLA 11. Andlisis estadistico del COCE moderadamente diferenciado: Para el grupo de
COCE moderadamente diferenciado en el analisis estadistico se observéd que existian
diferencias estadisticamente significativas (p<0.01) entre los siguientes anticuerpos:
anti CD273 comparado con anti HLA-II, anti CD274 comparado con anti HLA-II, anti
CD1a comparado con anti HLA-II, HLA-II comparado con anti CD80, anti HLA-II
comparado con anti CD86, anti HLA-II comparado con anti CD207 y HLA-II
comparado con anti receptor de adenosina.
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TABLA 11 . ANALISIS ESTADISTICO DEL COCE MODERADAMENTE DIFERENCIADO

Tabla Analizada COCE

MODERADAMENTE

DIFERENCIADO
Andlisis de Varianza de una via
Valorde P <0.0001
Resumen del Valor de P s
Tienen las medias Yes
diferencia significativa?
(P <0.05)
Nimero de grupos 8
F 6,082
Cuadrado R 0,3716
Test de Bartlett para varianzas iguales
Estadistica de Bartlett 207,1
(corregido)
Valor de P <0.0001
Resumen del valor de P e
Las varianzas difieren Yes
significativamente? (P <0.05)
Tabla ANOVA SS df MS
Tratamiento (entre columnas) 10220 7 1460
Residual (entre columnas) 17290 72| 2401
Total 27510 79
Test de comparacién miltiple | Diferencia Media q Significativa? | Resume | 99% Cl of diff
de Tukey P <0.01? n
CD273 vs CD274 4,110 0,8387 No ns -21.50 to 29.72
CD273 vs CD1a 3,930 0,8020 No ns -21.68 to 29.54
CD273 vs HLA-Il -32,15 6,561 Yes . -57.76 to -6.542
CD273 vs CD80 0,8700 01775 No ns -24.74 10 26.48
CD273 vs CD86 2,490 0,5081 No ns -23.12t0 28.10
CD273 vs CD207 0,8800 0,1796 No ns -24.73t0 26.49
CD273 vs Rc Aden. -0,4700 0,09591 No ns -26.08 to 25.14
CD274 vsCD1a -0,1800 0,03673 No ns «25.79 to 25.43
CD274 vs HLA-IT -36,26 7,400 Yes b2 -61.87 to -10.65
CD274 vs CD80O -3,240 0,6612 No -28.85t0 22.37
CD274 vs CD86 -1,620 0,3306 No ns -27.23t0 23.99
CD274 vs CD207 -3,230 0,6592 No ns -28.84 10 22.38
CD274 vs Re Aden. 4,580 0,9347 No ns -30.19t0 21.03
CD1avs HLA-II -36,08 7,363 Yes qad -61.69 to -10.47
CD1avs CD80 -3,060 0,6245 No ns -28.67 to 22.55
CD1avs CD86 -1,440 0,2939 No ns -27.05 to 24.17
CD1avs CD207 3,050 0,6224 No ns -28.66 to 22.56
CD1avs Rc Aden. 4,400 0,8979 No ns -30.01t0 21.21
HLA-II vs CD80 33,02 6,739 Yes . 7.412 105863
HLA-Il vs CD86 34,64 7,069 Yes e 9.032 to 60.25
HLA-II vs CD207 33,03 6,741 Yes 598 7.422t0 58.64
HLA-11 vs Rc Aden. 31,68 6,465 Yes Saad 6.072 to 57.29
CD80 vs CD86 1,620 0,3306 No ns +2399t0 27.23
CD80 vs CD207 0,01000 0,00204 No ns 25,60 to 25.62
CD80 vs Rc Aden. -1,340 ;,Z 735 No ns ~26.95to 24.27
CD86 vs CD207 -1,610 0,3286 No ns ~27.22t0 24.00
CD86 vs Re Aden. ~2,960 0,6041 No ns ~28.57 to 22.65
D207 vs Re Aden. -1,350 0,2755 No ns +26.96 to 24.26

Grafica 11. Promedio de células en COCE moderadamente diferenciado: En las muestras
analizadas del grupo con COCE moderadamente diferenciados, se observé que en
promedio las células de Langerhans positivas a la marca Ac HLA - Il es de 36,6, siendo
mayor que con los anticuerpos y esta seguido por el Ac Receptor de adenosina con un
promedio de 4,9.

48
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8.3.2.4 CONTEO DE CELULAS MARCADAS EN LOS COCE POBREMENTE DIFERENCIADOS

TABLA 12. Andlisis estadistico del COCE pobremente diferenciado: En el analisis realizado
para el grupo de COCE pobremente diferenciado
estadisticamente significativas (p<0.01), entre los siguientes anticuerpos: anti CD273
comparado con anti HLA-II, anti CD274 comparado con anti HLA-II, anti CDla
comparado con anti HLA-II, anti HLA-II comparado con anti CD80, anti HLA-II
comparado con anti CD86, anti HLA-II comparado con anti CD207, anti HLA-II
comparado con anti receptor de adenosina Aza.

se observd diferencias

49




TABLA 12. ANALISIS ESTADISTICO DEL COCE POBREMENTE DIFERENCIADO

Tabla Analizada COCE POBREMENTE I | | | |
DIFERENCIADOS

Anélisis de Varianza de una via
Valor de P <0.0001
Resumen del Valor de P e
Tienen las medias Yes
diferencia significativa?
(P <0.05)
Nimero de grupos 8
F 7,169
Cuadrado R 0,4726
Test de Bartlett para varianzas iguales
Estadistica de Bartlett 89,25
(corregido)
Valor de P <0.0001
Resumen del valor de P o
Las varianzas difieren Yes
significativamente? (P <
0.05
Tabla ANOVA SS df MS
Tratamiento (entre 6798 719711
columnas)
Residual (entre columnas) 7585 56 | 1354
Total 14380 63
Test de comparacién Diferencia Media q Significativa? | Resumen | 99% Clof diff
miltiple de Tukey| P <0.01?
CD273 vs CD274 -0,7125 0,1732 No ns =22.44 10 21.02
CD273 vs CD1a -4,550 1,106 No ns -26.28t0 17.18
CD273 vs HLA-DR -33,71 8,193 Yes ", -55.4410-11.98
CD273 vs CD8O0 -4,025 0,9782 No ns -25.75t017.70
CD273 vs CD86 -4,338 1,054 No ns -26.07 t0 17.39
CD273 vs CD207 -3,338 0,8111 No ns -25.07 to 18.39
CD273 vs Re Aden. 3,438 0,8354 No ns -25.17 t0 18.29
CD274 vs CD1a -3,838 0,9326 No ns -25.57 to 17.89
CD274 vs HLA-DR -33,00 8,020 Yes -y -54.7310-11.27
CD274 vs CD8O -3,313 0,8050 No ns -25.04 t0 18.42
CD274 vs CD86 -3,625 0,8810 No ns -25.35t0 18.10
CD274 vs CD207 2,625 0,6380 No ns -24.35t019.10
CD274 vs Re Aden. -2,725 0,6623 No ns «24.4510 19.00
CD1avs HLA-DR -29,16 7,087 Yes e -50.89to -7.434
CD1avs CD80 0,5250 0,1276 No ns -21.20 to 22.25
CD1avs CD86 0,2125 0,05164 No ns -21.52t0 21.94
CD1avs CD207 1,213 0,2947 No ns -20.52 to 22.94
CD1avs Rc Aden. 1,113 0,2704 No ns -20.62 to 22.84
HLA-DR vs CD80 29,69 7,215 Yes oo 7.959t051.42
HLA-DR vs CD86 29,38 7,139 Yes hoe 7.646to 51.10
HLA-DR vs CD207 30,38 7.382 Yes e, 8.646t0 52.10
HLA-DR vs Rc Aden. 30,28 7,358 Yes ey 8.546 t0 52.00
CD80 vs CDB6 -0,3125 0,07595 No ns -22.04t0 21.42
CD80 vs CD207 0,6875 0,1671 No ns -21.04 t0 22.42
CD80 vs Rc Aden. 0,5875 0,1428 No ns -21.14 10 22.32
CD86 vs CD207 1,000 0,2430 No ns -20.73t0 22.73
CD86 vs Rc Aden. 0,9000 0,2187 No ns -20.83 to 22.63
RJO vs Re Aden. -0,1000 0,02430 No ns -21.83t0 21.63

Grafica 12. Promedio de células en COCE pobremente diferenciado: En las muestras
analizadas del grupo con COCE pobremente diferenciado, se observé que en promedio
las células de Langerhans positivas a la marca anti HLA - II es de 34,8, siendo mayor
que con los anticuerpos; y esta seguido por el Ac anti CD1a con un promedio de 5,6.
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8.4 DATOS DE HABITO TABAQUICO Y ALCOHOL:

Se recolectaron datos de las historias clinicas correspondientes a los especimenes con
los que se trabajé tanto para el grupo control de lenguas sanas, como para los COCE en
lengua; para hacer correlacion de habito tabaquico y alcohol con la presencia y
ausencia de enfermedad, pero se encontré una limitaciéon en el estudio, ya que los
datos previamente tomados en las instituciones que facilitaron los especimenes de
estudio, no tenian en todos los casos el registro de dichos datos; por lo que se opto por
no realizar el andlisis estadistico para estos habitos en los grupos de estudio para
evitar sesgos.
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8.5 DATOS CLINICOS DE EDAD Y GENERO:

De las historias clinicas correspondientes a cada espécimen se recolectaron los
siguientes datos:

TABLA 13. RANGOS DE EDAD

Especimenes Lenguas Sanas COCE bien COCE COCE pobremente
diferenciado moderadamente diferenciado
diferenciado
Rango de Edad 22- 81 afios 46 - 93 afios 37- 80 afios 44 - 89 afios

TABLA 14. DISTRIBUCION POR GENERO

Especimenes Lenguas Sanas COCE bien COCE COCE pobremente
diferenciado moderadamente diferenciado
diferenciado
Femenino 3(30%) 6(60%) 3(30%) 8(88,8)
Masculino 6(60%) 4(40%) 7(70%) 1(11,1)
No Especificado 1(10%)
9. DISCUSION

El presente estudio se realizé para conocer acerca de la capacidad funcional de las CL
con relacion al grado de diferenciacion del COCE ya que ayuda a comprender aspectos
de los mecanismos de la evasion inmunoldgica de esta neoplasia maligna.

En este estudio se tuvo en cuenta que la localizacion anatémica a estudiar mas
importante en cavidad oral es la lengua, pues es la regién reportada con mas alta
incidencia de COCE, dato que permanece sin cambio, sin importar las variaciones que
ya se conocen para este cancer y que permiten hacer diferentes agrupaciones de
acuerdo a sus diferentes patogenias, mecanismos carcinogénicos y comportamiento
biologico.

Se sabe también que el numero de células de Langerhans en el epitelio bucal esta
determinado por la presencia o ausencia de estrato cérneo superficial; por lo que se
considero pertinente obtener datos de nimero e inmunofenotipo de las CL del mismo
sitio anatémico tanto para los casos de COCE como para los controles.

Ademas se tratd de que los resultados de la observacion realizada en este estudio
tuvieran la mayor validez y confiabilidad al trabajar con un tamafio muestral de 49 y
al usar 7 marcadores para determinar la presencia y funcionabilidad de las CL y un
marcador de ambiente tumoral.

En el presente estudio el numero de CL positivas al marcador CD207 (Langerina)
entre el grupo control y el grupo de casos no presentd diferencias significativas
(grafica 1); un poco diferente a lo observado con el anticuerpo CD1a, en el que hay
diferencias entre el grupo de COCE moderadamente diferenciado con el de COCE
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pobremente diferenciado (grafica 2), fenémeno que se explica por la posible
migracion de células hacia el epitelio para reforzar la funcién inmune en los
carcinomas pobremente diferenciados, ante la presencia de un mayor numero de
antigenos tumorales de naturaleza lipidica, glucolipidica o lipoproteica. Los resultados
de este estudio difieren con el de Lasisi T] et al, quienes contaron el nimero de células
de Langerhans en COCE marcadas s6lo con CDla, usando la clasificacién
histopatoldgica de Bryne (alto y bajo grado de malignidad), de muestras obtenidas de
diversos sitios anatémicos de la cavidad oral. Ellos encontraron en su estudio que el
numero de células de Langerhans estaba reducido significativamente en el COCE con
alto grado de malignidad con respecto al grupo control, lo cudl ellos lo atribuyen a una
supresion del sistema inmune#°. Otro estudio en cambio apoya nuestros resultados;
Ohman J et al reportan un incremento de CL y células T en COCE en comparacién con
los epitelios con diagndsticos clinicos de leucoplasia (lesién premaligna); este estudio
se realizé por medio de inmunohistoquimica con los marcadores CD1a y CD207, en
tejidos de diversos sitios anatémicos de cavidad oral?.

En los resultados del presente estudio las moléculas de clase II del complejo principal
de histocompatibilidad (HLA -II) se vieron aumentadas significativamente en los
COCE tanto en los moderadamente como en los pobremente diferenciados con
respecto al grupo control (grafica 3); esto apoya la idea que ante antigenos tumorales,
en este caso de tipo peptidicos, hay una gran repuesta del sistema inmune, en los
carcinomas; este panorama se representa mejor al ver la expresién de todos los
marcadores estudiados en los grupos de histodiferenciacion (graficas 9, 10, 11, 12), ya
que en los COCE hay una diferencia altamente significativa de este marcador con
respecto a los demas. Aspecto que puede indicar que las células de Langerhans son
predominante maduras, expresan CPH de clase II en la superficie para presentar los
antigenos y activar a los linfocitos T virgenes, lo que se conoce como la primera sefial;
pero para que se de totalmente tanto la presentacion como la estimulacion a los
linfocitos para que éstos se diferencien y actiien, debe darse una segunda sefal de
coestimulacidn y posteriormente una tercera sefial que es la produccion de citocinas.

Por otro lado, se observo que las moléculas coestimulatorias CD80 (grafica 6) y CD86
(grafica 7) esta aumentada su expresion de manera significativa en CL en los COCE
pobremente diferenciados a comparacion de los especimenes de lengua sana; pero al
ver el comportamiento de todos los marcadores en los diferentes grupos de estudio
(grafica 12), el promedio de células CD 80+ y CD86+, es relativamente bajo con
respecto a la expresion de HLA - II. Asi, hay moléculas para la primera sefal, y se dan
las moléculas de la segunda sefial pero no en la misma cantidad. Es decir, predomina
en los COCE pobremente diferenciados la tolerancia inmunoldgica por parte de las CL.

Jonuleit H et al, en el afio 2000, reportaron que la presentaciéon de antigenos por
células dendriticas inmaduras (iCDs) (que son CD sin o con poca expresion de
moléculas coestimulatorias en su superficie y sin o con poca producciéon de IL 12),
tiene un papel en el establecimiento y mantenimiento de la tolerancia de las células T.
A pesar de expresar niveles moderados de CPH y moléculas coestimuladoras, la
presentacion por iCDs estimula el desarrollo de las poblaciones de células T
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reguladoras. Lo cual, favoreceria el tumor pues es un mecanismo de evasién
inmunolégica la presencia de células T reguladoras en este ambiente>2°3. Ademas, las
iCDs son capaces de inducir respuestas inmunes antitumorales porque pueden inducir
tolerancia de las células T. Si las células presentadoras de antigenos fallan en
proporcionar una apropiada sefial coestimulatoria a las células T, se desarrolla
tolerancia o anergia?4.

En relacién con las moléculas coinhibitorias , especificamente el CD274 (grafica 4)es
de notar que hay un aumento significativo en el COCE pobremente diferenciado con
respecto a los demas grupos. Al observar todos los marcadores en los COCE
pobremente diferenciados, estas moléculas en realidad se presentan en un promedio
muy bajo con respecto a las otras estudiadas. Sin embargo, un grupo de CL en esto
COCE pobremente diferenciados suprime la activacion de las células T.

La presencia en los COCE pobremente diferenciados de moléculas coestimulatorias y
coinhibitorias y de forma simultdnea de HLA- Il en gran proporcién y con una
marcada diferencia significativa con respecto a los otros marcadores que se usaron
para identificar CL en el presente estudio; se deba, entre otras causas, a que se ha
observado que las neoplasias epiteliales con pobre diferenciacion histolégica, tienden
a invadir y hacer metastasis mas rapidamente, lo cual lleva a pensar que se
desarrollan mdas aceleradamente, y por tanto, la interaccién con el sistema inmune
planteado en las tres fases de la inmunoedicién: eliminacién, equilibrio y escape, no
estén bien delimitadas, lo cual lleva a que al mismo tiempo se observen caracteristicas
de las tres fases en estos tumores. De ser asi, estas neoplasias tienen clonas
inmunogénicas y no inmunogénicas, incluso en estados donde ya se estan invadiendo
otros tejidos. Sin embargo, debe predominar un estado de evasion del sistema
inmune, apoyados en que son los COCE donde se observd mas tolerancia
inmunolégica junto con los moderadamente diferenciados que tuvo un
comportamiento similar de presentar CL con fenotipo tolerogénico en gran
proporcidén. Este es un dato no reportado en ningin otro estudio y que es un aporte
importante de esta investigacion.

El promedio de CL en las muestras del grupo control con todos los marcadores
estudiados (grafica 9), en general fue bajo y no presento diferencias significativas. El
estudio de Feng P et al (2009), realizado en lengua de humanos sanos adultos muestra
un promedio de 5.49 CL positivas a CPH Il y de 4.42 para CD1a, ambos utilizando
inmunohistoquimica®4; estos datos contrastan ligeramente con lo hallado en este
estudio, en el que se obtuvo 0.61 en promedio para HLA- II (grafica 3) y para CD1a fue
de 1,11 (grafica 2); estas diferencias probablemente se deban a las variaciones
metodoldgicas ya que Feng P y cols utilizaron tejido fijado por congelaciéon para
realizar la inmunohistoquimica, mientras que en el presente estudio los tejidos
empleados se fijaron con formol y se incluyeron en parafina; igualando las
condiciones de las muestras de COCE, que habian tenido este mismo procesamiento,
esto nos ayudo a disminuir los sesgos entre los grupos estudiados.

Respecto al marcador receptor de adenosina A2a (grafica 8), se observa en este
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estudio que hay una tendencia a estar presente en mayor cantidad en los COCE con
menor grado de diferenciacidn; especificamente entre los COCE moderadamente
diferenciados, ya que se observa una diferencias estadisticamente significativa con
respecto al grupo control. Este marcador no ha sido muy estudiado, y los reportes
encontrados no son de carcinomas orales, es un campo aun por explorar. Un estudio
realizado por Wei Q et al (2013) sobre el receptor de adenosina Azs en lineas celulares
de cancer de prostata, realizado con analisis de Western Blot mostré que hay una alta
expresion de los receptores de adenosina Aza y A2s. Asimismo, se estudio el papel del
receptor de adenosina Azgen la muerte y la proliferacion celular de las células de
cancer de colén, y se observd que la activacion del receptor de adenosina Azs
promueve el crecimiento de las células de cancer de proéstatass. Un estudio realizado
por Panther E et al (2001), sobre la expresiéon y la funcién de los receptores de
adenosina en CD humanas demuestra que la adenosina induce la polimerizacién de
actina y la migraciéon de CDs inmaduras humanas involucrando el receptor de
adenosina A1y As y que la activacion del receptor de adenosina A2a resulta en una
inhibicién en la produccion de la IL -12, lo que conduciria a que las CD no sean capaces
de inducir respuestas Th1%. Aunque el presente estudio no ahonda en las
implicaciones funcionales del aumento de este receptor en el COCE, si abre el
panorama para realizar estudios en un futuro acerca de esto, pues se aprecia un
cambio en los niveles promedio de este marcador en los diferentes grados
histopatoldgicos.

10. CONCLUSIONES

En las muestras de COCE pobremente diferenciado se encontré que a pesar de contar
con células de Langerhans que expresan moléculas CPH de clase II en una cantidad
considerable, a su vez estas células expresan moléculas coinhibitorias y moléculas
coestimulatorias, lo que les confiere un caracter tolerogénico ante las células
neoplasicas, permitiendo que éstas evadan el sistema inmune, favoreciendo la
proliferacién de esta neoplasia maligna, su desarrollo y comportamiento agresivo, lo
que a su vez, deteriora el prondstico del individuo afectado.

Es importante hacer la correlacidon entre el nimero de células de Langerhans y su
inmunofenotipo en cada uno de los grados histopatolégicos del COCE, pues ello
permite saber si estas células se encuentran activas y funcionales contra la neoplasia,
o por el contrario, tienen un tipo tolerogénico ante las células cancerosas.

En este estudio, se aprecia que hay un cambio en la presencia del marcador receptor
de adenosina A2A; lo cual deja un campo abierto a la investigacidon con respecto al
receptor de adenosina en COCE, pues se ha observado que la adenosina tiene efectos
en células cancerosas, dandole ganancias funcionales; ademas de actuar sobre las
células del sistema inmune disminuyendo su respuesta y favoreciendo un
microambiente propicio para que el cancer se desarrolle.
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ANEXO 1

Descripcion del método por el cual se realizé el estudio de inmunohistoquimica,
corresponde al método empleado en el Laboratorio de Inmunoterapia e Ingenieria de
tejidos en la Facultad de Medicina de la UNAM.

ESTUDIO DE INMUNOHISTOQUIMICA

La inmuhistoquimica es una técnica que permite identificar constituyentes celulares
de tejidos (antigenos) por medio de interacciones antigeno - anticuerpo. La existencia
del sitio de unién del anticuerpo se identifica, ya sea por marcaje directo del
anticuerpo o por uso de un segundo método de marcaje (técnicas de laboratorio en
biologia celular y molecular).

El marcador utilizado (epitope presente/ ausente) en inmunohistoquimica fueron
marcadores de diferenciacion y proteinas tejido especifico, estos marcadores
utilizados como antigenos pueden ser visualizados por medio de anticuerpos
especificos, generados de diferentes especies de animales, estos anticuerpos una vez
unidos a su receptor en el tejido son identificados por medios colorimétricos, la
reaccion quimica generada fue en la membrana celular.

Los tejidos de lengua fueron obtenidos, se fijaron en formaldehido al 10% vy
posteriormente se incluyeron en parafina de los cuales se realizaron once cortes a
4um de grosor.

La primera muestra de la serie se tifio con hematoxilina - eosina y los demas se
utilizaron para inmunohistoquimica con el método de deteccién indirecto y el sistema
biotina - avidina /peroxidasa (SBAP).

En el sistema biotina - avidina /peroxidasa (SBAP) el anticuerpo primario es
posteriormente reconocido por un anticuerpo secundario quimicamente unido con
biotina, que actda como puente para la uniéon del complejo avidina - peroxidasa y
revelado con colorante; la enzima en presencia de peroxido de hidrogeno lleva a cabo
un proceso de oxidacion del colorante y la reacciéon final es la que puede ser
visualizada.

Se emplearon los siguientes anticuerpos:

AntiCD1a marcas Santa Cruz BT y Serotec (con segundo anticuerpo anti-mouse)

Anti HLA-DR marca Zymed, anti HLA DP DQ DR marca Serotec (con segundo
anticuerpo anti-mouse)

Anti CD 273 (B7 - DC, PD - L2) marca Biolegend (con segundo anticuerpo anti-
ratén)

Anti CD 274 (B7 - H1, PD - L1) marca Biolegend (con segundo anticuerpo anti-
ratén)

Anti receptor de adenosina A2a marca Novus Biological (con segundo anticuerpo
anti- ratdn).

Anti CD 80 marca Abcam (con segundo anticuerpo anti - conejo)

Anti CD 86 marca Abcam (con segundo anticuerpo anti - conejo)

Anti CD 207 marca abcam (con segundo anticuerpo anti - ratén)
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El procedimiento empleado para la realizacién de inmunohistoquimica fue la
siguiente:

1. Los cortes del tejido cortados a 4um fueron montados en laminillas silanizadas,
se identifico cada laminilla con el nimero de biopsia correspondiente.

2. Las laminillas se colocan en una canastilla de acero inoxidable y se colocaron
en el horno a 602 C por 30 min para desparafinar las muestras.

3. Se hidrataron las muestras histolégicas pasando las laminillas colocadas en la
canastilla por

Xilol 1 por 5 minutos

Xilol 2 por 3 minutos

Alcohol absoluto 1 por 3 minutos
Alcohol absoluto 2 por 2 minutos
Alcohol al 90% por 2 minutos
Alcohol al 80% por 30 segundos
Alcohol al 70% por 30 segundos
Agua destilada por 5 minutos

4. Se realiz6 re-expresion de antigenos

Las laminillas con los tejidos se colocaron en buffer de citratos con un pH 6 al 0.1M en
un vaso Coplin de propileno.

Se coloca el vaso Coplin de propileno al bafio Maria en la olla a presiéon, cuando llega a
los 1209 C se deja 3 minutos mas y se apaga.

Se deja enfriar la olla y que pierda la presion por 10 minutos y se procede a abrirla

El vaso de Coplin de propileno que contiene las laminillas se colocan en agua fria por
10 minutos.

Se sacan las laminillas del vaso Coplin de propileno y cada una se lava con agua
destilada.

Las laminillas se colocan en una camara humeda y a cada una se le coloca PBS
(Tampon de fosfato salino).

Se retira el exceso de PBS de las laminillas.

5. Se inhibe la peroxidasa endogena con peréxido de hidrégeno al 10% en agua.

Se cubre cada tejido de las laminillas con la peroxidasa enddgena y se dejan sobre la
camara humeda por 10 minutos.

6. Se hacen tres lavados a cada laminilla con PBS cada uno por 5 minutos.

7. Se lava cada laminillas con PBS albimina al 0.1% por 10 min.
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8. Se incuba cada laminilla con el primer antigeno toda la noche en el refrigerador

Primeros antigenos: anti HLA - II 1: 100; anti CD1a concentrado, anti CD80 1:100,
anti CD86 1:300, anti CD273 1:30, anti CD274 1: 30, anti CD207 1:100, anti receptor
de adenosina A2a 1:500.

0. Se hacen tres lavados a cada laminilla con PBS cada uno por 5 minutos.
10.  Selava cada laminilla con PBS albumina al 0.1% por 10 minutos.

11.  Se retira el exceso de PBS y se incuba cada laminilla con el segundo antigeno
biotilinado, se colocan en la cdAmara himeda y se llevan al horno por 30 minutos a
37¢C.

Segundos anticuerpos: Anti Mouse (para: anti CD1a, anti CD 207, anti HLA - II, anti
CD273, anti CD 274), Anti Rabbit (para: anti CD80. Anti CD86, anti receptor de
adenosina A2a).

12. Se saca la camara humeda y sin destapar se deja enfriar a temperatura
ambiente por 3 minutos.

13.  Se hacen tres lavados a cada laminilla con PBS cada uno por 3 minutos.

14.  Seretira el exceso de PBS, y a cada laminilla sobre el tejido se incuba con el con
el complejo estreptoavidina peroxidasa (HRP) se colocan en la camara hiumeda y se
pone en el horno por 30 min a 372 C.

15. Se saca la camara himeda y sin destapar se deja enfriar a temperatura
ambiente por 3 minutos.

16.  Se hacen cuatro lavados a cada laminilla con PBS cada uno por 3 minutos.

17. Con guantes de latex se revela con DAB (3,3 deaminobencidina) colocandoselo
al tejido de cada laminilla y dejandolo por 5 minutos.

18. Se observa la laminilla en el microscopio éptico hasta que la reaccién
calorimétrica sea adecuada de acuerdo al control positivo.

19.  Selava con agua destilada las laminillas (los restos van en un frasco de desecho
especial que contiene hipoclorito de sodio al 6%).

20.  Se retira el exceso de agua y se tifie cada tejido de las laminillas con
Hematoxilina por 1 minuto.

21.  Selava cadalaminilla con agua de corriente.
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22. Se deshidrataron las muestras histolégicas pasando las laminillas colocadas

en la canastilla por

Alcohol al 70% por 30 segundos
Alcohol al 80% por 30 segundos
Alcohol al 90% por 30 segundos
Alcohol absoluto 1 por 3 minutos
Alcohol absoluto 2 por 3 minutos
Xilol 1 por 5 minutos

Xilol 2 por Sminutos

23.  Se dejan secar las laminillas y se les coloca resina y el cubreobjetos a cada una

de las muestras, se dejan secando en la campana de extraccién por 20 minutos.
24.  Se observa cada laminilla al microscopio.

PREPARACION DE REACTIVOS

1. PBS

Cloruro de sodio (NaCl) 7 g

Fosfato de sodio monobasico (NazHPO4) 1.48 g
Fostato de potasio dibasico (KH2P04) 0.43 g
Ajustar pH a 7.4 con NaOH (Hidro6xido de sodio)
Aforar a 1 Lt o la cantidad necesaria.

2. PBS ALBUMINA

Cloruro de sodio (NaCl) 7 g

Fosfato de sodio monobasico (NazHPO4) 1.48 g
Fostato de potasio dibasico (KH2P04) 0.43 g
Albumina 0.1%

Twin 20 al 0.05%

Ajustar pH a 7.4 con NaOH (Hidroéxido de sodio)
Aforar a 1 Lt o la cantidad necesaria.

3. BUFFER DE CITRATOS

Biocare medical. Reveal Decloaker 10 X diluido 1/10 para usar en agua destilada (40

ml para un vaso de copling)

4, PEROXIDASA ENDOGENA

64



5. DAB

Kit Zymed

1000um de agua destilada

32um de cada reactivo (1, 2, 3) y disolver cuando se agregan.

Preparar antes de usar y dejarlo reaccionar de 5 a 10 minutos. Se usa para la reaccion
con agua destilada.

6. LAMINILLAS CON SILANO

Lavar las laminillas con dextran y luego enjuagarlas con agua corriente.
Colocar las laminillas en una canastilla, secarlas.

Colocar las laminillas en alcohol al 96% por 15 minutos

Secar las laminillas en el horno.

Colocar las laminillas en Silano al 5 % en acetona pura por 5 minutos.
Lavar las laminillas con agua corriente.

Secar las laminillas en el horno.

Usarlas o guardarlas sin que se empolven.
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