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1 INTRODUCCION

La displasia epitelial es una alteracién morfolégica indicativa de un desorden
en la maduracion y una alteracién de la proliferacién celular que puede ser
en algunos casos reversible y en otros puede tener una transformacion

maligna.

La angiogénesis es un proceso bioldgico indispensable para el crecimiento
tumoral, ya que facilita el acceso de células neoplasicas a vasos sanguineos
anomalos y suministra el oxigeno y nutrientes a dichas células. Este proceso
puede cuantificarse mediante el calculo de la densidad microvascular, que se
realiza analizando el numero de los micro vasos sanguineos en un area
determinada por inmunohistoquimica, en los que la endoglina (CD105) es un
potente marcador angiogénico expresado en células endoteliales activadas
durante la angiogénesis y que se considera un marcador especifico para la

deteccion de la neo-vasculatura.

Este estudio pretende analizar la expresion de CD105 en muestras de
displasias epiteliales leves, moderadas y severas para evaluar la densidad
microvascular determinadas por este marcador y confirmar si puede ser un

elemento favorable para el prondstico de la transformacién maligna.



2 MARCO TEORICO

2.1 ANGIOGENESIS

La angiogénesis es el proceso que conduce a la formacion de nuevos

vasos sanguineos a partir de vasculatura preexistente.

Para el crecimiento de cualquier tejido sano o patoldgico es necesario que
haya un aporte sanguineo continuo a través de la amplia red vascular que
nutra a las células de elementos basicos como glucosa, oxigeno y otras
moléculas necesarias para el desarrollo de sus funciones. La formacion
de estos vasos se da en dos procesos diferentes: la vasculogénesis y la
angiogenesis. La primera se produce en la fase embrionaria a partir de
angioblastos que se diferencian en células endoteliales encargadas de
formar los primeros vasos sanguineos. En la segunda se forman nuevos
capilares a partir de los ya existentes por una migracion y proliferacion al

espacio extravascular de células endoteliales. ?

Actua en la cicatrizacion en los sitios de alguna lesion o en hipoxia. La
angiogénesis comienza con una vasodilatacion y aumento de la
permeabilidad de los vasos preexistentes inducido por el factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF), éste es el principal regulador de
células endoteliales (CE), promueve la migraciéon celular y se encarga de
la formacion de vasos sanguineos. ' Posteriormente se separan los
pericitos de la superficie abluminal y se degrada la membrana basal que
rodea las células endoteliales para permitir la formacion de brotes
vasculares. Al mismo tiempo se necesita la migracion y proliferacién de
las células endoteliales hacia el area, hay una remodelacion en los tubos
capilares y comienza el reclutamiento de pericitos y células de musculo

liso a fin de formar el vaso maduro.



Se proporciona estabilidad al nuevo vaso capilar con ayuda de algunos
factores de crecimiento como el factor de crecimiento derivado de

plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B). ?

Finalmente se detiene la proliferacion y migracién endotelial y empieza a
formarse la nueva membrana basal, asi se establecen los mecanismos de

adhesion celular y el flujo sanguineo (figura 1).3

— . 20 Matnz extracelular
s~~~ Lamina basal

= Céiula endotelial <@ Células musculares lisas

y perncitos

Figura 1 Fases de la angiogénesis a) aumento de la permeabilidad vascular,
modificacion de la membrana basal y de la matriz extracelular. b) migracion y
proliferacién de las células endoteliales c) restructuracién de la lamina basal y

matriz extracelular d) reclutamiento de pericitos y células de musculo liso.

Las proteinas de la matriz extracelular participan en la formacién de
brotes de nuevos vasos, por medio de interacciones con los receptores de
integrinas en las células endoteliales aportando la infraestructura para el

crecimiento vascular. 4



El proceso de angiogénesis afecta varias vias de sefalizacién como la via
de Notch, ésta regula la formacion de brotes y la ramificacion de nuevos
vasos, asegura que estén en el espacio adecuado para irrigar el tejido en
fase de cicatrizacion, interacciones célula-célula, proteinas de la matriz

extracelular y enzimas tisulares. 3

La generacion de nuevos capilares es el resultado del balance entre las
sefales positivas (factores proangiogénicos o estimuladoras) y las

sefales negativas (factores antiangiogénicos o inhibidores).

Hay un gran numero de moléculas que pueden promover o inhibir el
proceso de angiogénesis; actuan sobre diferentes procesos, pero
principalmente intervienen en el remodelado de la matriz extracelular o en

la migracion y proliferacion de las células endoteliales. *

2.1.2 Principales promotores enddgenos

Son factores de crecimiento necesarios en condiciones fisioldgicas, pero
cuando se sobre expresan actuan sobre las células endoteliales tanto del
vaso preexistente como del neovaso, estimulando la angiogénesis. Son
imprescindibles para la supervivencia celular, ya que, en su ausencia, las
células entran en apoptosis; sélo tras la union a sus receptores celulares

producen la sobreexpresion de proteinas antiapoptoéticas. 3

Aunque se han descrito muchas moléculas que intervienen en la
angiogenesis, algunos de los promotores mas importantes son factores de
crecimiento que actuan sobre las células endoteliales VEGF, PDGF,
TGFa y B, TNFa. También hay otras moléculas como la angiopoyetinas 1
y 2 que participan en la maduracion estructural de los nuevos vasos, IL-8,
leptinas, prostaglandinas, lipidos, el HIF1, proteasas (activadores del

plasminégeno) o ciertas MMP que intervienen en la degradacion de la



matriz extracelular a fin de permitir la remodelacion y la extension de los

conductos vasculares (figura 2).5

Cétulas Precursoras
Endoteliales
e 0"

Méduls Oea Aopmisalo

Figura 2 Angiogénesis. Mecanismos moleculares del crecimiento de los vasos

sanguineos.

2.1.3 Principales inhibidores enddégenos

Estos inhibidores actuan principalmente estimulando la apoptosis de las
células endoteliales, siempre de forma controlada, ya que, si no, se
produciria la muerte del tejido, un efecto inverso al que producen los
factores de crecimiento. Para el proceso de angiogénesis la
sobreexpresiéon de promotores no es suficiente, ya que también es

imprescindible que haya una regulacion de las moléculas inhibidoras. ©)

Entre ellos destaca la angiostatina como un potente inhibidor derivado del
plasminégeno que impide la proliferacion de la célula endotelial. La
endostatina ejerce dos mecanismos de inhibicion de la angiogénesis
sobre la migracidén de las células endoteliales y su efecto en la apoptosis

celular e inhibe la sintesis del 6xido nitrico. °



2.1.4 Angiogénesis en los procesos patoldégicos

La parte beneficiosa de la angiogénesis se encuentra en procesos de
cicatrizacion de heridas, remodelacion del esqueleto o tisular, en isquemia
miocardica; en estas situaciones puede favorecer la recuperacion del
paciente o frenar el desarrollo de la patologia. En la parte perjudicial el
crecimiento tumoral es el principal, situacidn en la que la angiogénesis

favorece el desarrollo de la enfermedad. !

La angiogénesis patoldgica aparece cuando se alcanza y sobrepasa el
umbral entre los estimuladores e inhibidores angiogénicos. Se pueden
distinguir dos tipos de angiogénesis patoldgica; la activada y la inhibida,
dependiendo de los niveles de las moléculas pro o anti-angiogénicas

respectivamente.

Existen diversas condiciones asociadas a la angiogénesis activada como
las enfermedades malignas, ademas de estar implicada en obesidad,
asma, diabetes, cirrosis, infecciones bacterianas y enfermedades
autoinmunes. La angiogénesis inhibida aparece cuando hay isquemia y
estd asociada al mal funcionamiento de las células endoteliales a la
regresion o malformaciéon de los vasos ademas de prevenir la

revascularizacion, cicatrizaciéon y regeneracion. '

La angiogénesis desempefia un papel crucial en el comportamiento
maligno, ya que facilita el acceso de las células tumorales a vasos
andmalos. También aumenta el suministro de oxigeno, nutrientes a las
células cancerosas y elimina los desechos. Ademas, estas vasculaturas
anormales son importantes como via para las células cancerosas desde

un tumor primario hasta érganos distantes.® Figura 3



Las células endotellales
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necesarias para expresar 12
formacién de nuevos vasos

Figura 3 VEGF-en la angiogénesis tumoral. 5

Los vasos sanguineos son un componente importante del estroma
tumoral y por lo tanto la angiogénesis es un factor predictor en el
prondstico de muchas neoplasias, se considera que existe una correlacion
importante entre el numero de la densidad de los vasos sanguineos con
los estados metastasicos, tamano del tumor, tipo histoldégico y por

consiguiente grado de malignidad tumoral. 4

Un tumor soélido no puede crecer por encima de 1-2 mm de diametro, ya
que representa la distancia maxima donde se difunden el oxigeno,
nutrientes y la eliminacién de productos de desecho a menos que puede

inducir la angiogénesis. 3
Se ha reportado un aumento en la vascularidad de la angiogénesis

cuando hay actividad proliferativa y transformacion de las células

epiteliales, lo cual permite su crecimiento. ©
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Existen dos etapas de crecimiento neoplasico: La fase avascular donde
los propios vasos del hospedero son suficientes para propiciar un
crecimiento tumoral de 1-2mm y cuando hay un crecimiento mayor a este
diametro necesita la formacion de nuevos vasos por lo que se activa la
siguiente fase de crecimiento: La vascular, en ella las células endoteliales
recién formadas estimulan el crecimiento de las células tumorales

adyacentes al secretar factores de crecimiento. ¢ Figura 4

Figura 4 Crecimiento tumoral. ’

2.2 DENSIDAD MICROVASCULAR

Existen 3 formas de evaluar la angiogénesis tumoral: histolégicamente
(directa), radiolégicamente (indirecta) y serolégicamente con marcadores
de actividad angiogénica (alternativa). Comunmente es utilizada la
evaluacion histologica y con ella se realiza la medicion de la angiogénesis
y la densidad microvascular (MVD). & La cual se define como el nimero de

vasos pequefios en una determinada area tumoral. °

La MVD se evalua examinando areas seleccionadas al azar contando las

zonas de mayor densidad, la MVD puede ser cuantificada con las areas

11



de mayor neovascularizacion llamadas “focos calientes” obteniendo una
escala logaritmica de espectro de baja y alta densidad, que va de 10 a

200 microvasos por cada campo. (10

La densidad vascular determina la respuesta angiogénica tumoral y asi,
establece relaciones con la progresion tumoral y el prondstico en tumores
solidos a nivel de mama, prostata, ovario y colon. ® Es uno de los
marcadores biolégicos mas novedosos para la evaluaciéon inicial y el
prondstico de enfermedades neoplasicas. Dicho marcador se ha
correlacionado con algunos estudios con la etapa clinica, etapa

patoldgica, metastasica y grado y grado histopatoldgico del cancer. ©(11)

Se ha reportado un aumento en la vascularidad y la angiogénesis durante
la actividad proliferativa y de transformacion de células epiteliales bucales
en el orden de permitir su crecimiento. Generalmente las zonas donde
hay mayor neovascularizacion se ubican en los margenes del tumor. (10
Para que la densidad pueda cuantificarse es importante que exista un

diverso espectro de densidades de los diferentes casos de una neoplasia.
(12)

En el endotelio vascular se encuentran presentes el antigeno relacionado
al factor de Von Willebrand, las moléculas de adhesion a las células
endoteliales, plaquetas, selectinas, algunos marcadores como CD105,
CD34 y CD31. ®) Estos se pueden emplear en diferentes métodos de

tincion incluyendo técnicas de inmunohistoquimica (1%

La mayoria de los estudios de MVD se han llevado a cabo con muestras
fijadas con formalina e incrustadas con parafina. Los vasos sanguineos
inmaduros recién formados en tumores tienen caracteristicas diferentes
de los vasos maduros. ©® Es decir, las células cancerosas pueden

penetrar las paredes de los vasos sanguineos inmaduros mas facilmente

12



que las de los vasos maduros, porque los vasos maduros muestran una
mayor permeabilidad y fragilidad. 2

En particular se analiza la relacion entre el potencial maligno, la
progresion del tumor, la supervivencia del tumor y las diferencias entre los

anticuerpos utilizados para la deteccidén de células endoteliales en detalle.
(1)

2.2.1 Medicion de la angiogénesis

Para evaluar el nivel de la angiogénesis en los tejidos cancerosos se han
aplicado varios métodos diferentes; por ejemplo: la cuantificacion de las
moléculas relacionadas con la angiogénesis, como el factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF) y las proteinas de los marcadores
endoteliales. Sin embargo, la cuantificacion de la densidad microvascular
se considera el método mas util para medir tejidos cancerosos. Las areas
de mediada para la evaluacion de la angiogénesis se determinan
mediante los siguientes tres enfoques: analisis de imagen aleatorios y
automatizados/ semiautomaticos; el método de Chalkley; y analisis de

“puntos calientes”. (10)

Andlisis de imagen automatizado/ semiautomatico

Se han desarrollado métodos de conteo automatizados/semiautomaticos
que utilizan analisis de imagenes digitales y software de computadora. La
seleccion del area de medicidon y la deteccion de microvasos son
claramente objetivas, ya que las areas de los sujetos se eligen al azar y
los vasos tenidos positivamente se detectan mediante un método que
depende menos de la experiencia del observador. Este analisis
automatizado de imagenes puede medir varios parametros de
microvasos, incluyendo el area del vaso, el espesor de la pared del vaso y
la compacidad del vaso, al mismo tiempo. Este método se ha utilizado en

los Ultimos afios para el examen de tejidos de cancer de préstata. (")

13



Técnica de conteo de Chalkley

Otro método para estimar la MVD en tejidos cancerosos es el método de
Chalkley, que se sugiri6 como el método principal para la evaluacién
inmunohistoquimica de la angiogénesis en 1943. La reticula de Chalkley
es una lente fisica en la que se colocan 25 puntos al azar y el recuento de
Chalkley se calcula como el numero de puntos que afectan a los vasos

tenidos.

La variabilidad de los resultados entre los observadores es inferior a la de
otros métodos. El método de Chalkley es confiable y versatil para contar
el MVD en tejidos cancerosos. Sin embargo, la frecuencia de uso de este
método es menor que la de otros. En un informe anterior, para usar este
método para tejidos de cancer, se coloca una reticula de ocular Chalkley
de 25 puntos en el ocular, se gira y se proyecta en el "punto caliente" para
que los 25 puntos aleatorios de la cuadricula coincidan con tantos puntos

vasculares como sea posible (figura 4).°

Figura 4 Rejilla de Chalkley. Un circulo dividido en cuartos y poblado con
25 puntos. Se cuentan los puntos en la reticula golpeando los vasos

tenidos.

14



Analisis en un “punto caliente” o Hot Spot

La densidad vascular es una medida para determinar la respuesta
angiogeénica tumoral y asi establecer relaciones con la progresion tumoral
y el pronostico en tumores solidos a nivel de mama, ovario, prostata,

colon y otros. (19

El enfoque de "punto caliente" es un método para medir la densidad
vascular maxima en una muestra. Este método es el mas comunmente
utilizado para los tejidos de cancer. En la mayoria de los estudios las
regiones altamente vascularizadas se seleccionan a un bajo aumento (x
40 o x 100) y los microvasos se cuentan utilizando un campo de alta
potencia (x 200 o x 400). Muchos investigadores evaluaron la MVD en al
menos tres campos no superpuestos, y consideraron el nivel medio como
la MVD final. ()

Las ventajas de este enfoque son su simplicidad y relativa facilidad,
especialmente con tejidos enteros obtenidos por RP, de hecho, el enfoque
de "punto caliente" es el método mas popular y comun para evaluar el
estado angiogénico de muchos tipos de tumores solidos, y también

utilizamos este enfoque en muchos estudios anteriores. '

Varios factores pueden influir en la MVD en los tejidos cancerosos. Sin
embargo, muchos investigadores apoyan la opinion de que las
discrepancias observadas aqui pueden atribuirse a los diferentes
anticuerpos utilizados para la identificacion de los microvasos

relacionados con el cancer. !
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La cuantificaciéon se analiza con ayuda de un software que mide la
intensidad de densidades o6pticas, asi como la cuantificacién objetiva de
los vasos sanguineos previamente tefiidos con inmunohistoquimica.'®

Figura 5
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Figura 5 Programa Image J. '

Dada las diferencias de diagnostico es fundamental la utilizacion de
marcadores biolégicos que midan la proliferacion celular y capacidad de
transformacion maligna y de esta manera lograr unificar criterios para
estableces un mejor prondstico. En diversos estudios tales marcadores se
han utilizado para la determinacion de la densidad vascular, mediante

técnicas de inmunohistoquimica. (1)

2.3 MARCADORES ANGIOGENICOS

2.3.1CD34

Es una glucoproteina transmembrana de cadena simple. Se expresa
selectivamente en células progenitoras hematopoyéticas mieloides vy
linfoides y en células endoteliales. Se ha utilizado ampliamente como un
marcador para ayudar en la identificacion y el aislamiento de células

madre hematopoyéticas y progenitores en la preparacion para pacientes

16



con trasplante de médula 6sea. Promueve la adhesion de los linfocitos

al endotelio vascular especializado en tejidos linfoides. (19

Un informe inicial lo describe como un marcador de cancer testicular y
postuld que podria ser un biomarcador sérico util. Poco después se
encontré que la regulacion de CD34 se correlaciona con un resultado
deficiente en el carcinoma de mama invasivo. Esto sugiere que los altos
niveles de expresion de CD34 son un mejor marcador para predecir un

resultado pobre que otros marcadores. (')

CD34 valora la densidad de la microvascularizacién a través de la
tincion de la membrana. Se cuenta el numero de vasos CD34 positivos.
(16) Se debe destacar el hecho de que CD34 puede teiiir algunas células
endoteliales linfaticas, por lo que los vasos tenidos con CD34 podrian
contribuir a una MVD falsamente elevada en los tejidos cancerosos.
Existe la opinion de que CD34 se detecta en vasos pequefios, pero no
de vasos grandes, aunque el CD34 se detecta en vasos pequefos, se
encuentra tanto en vasculaturas recién formadas como preexistentes y

sus mediciones son muy altas. (")

2.3.2CD31

El antigeno CD31 (PECAM-1) es una glucoproteina transmembrana de
cadena simple, pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas y
actua en forma homofilica. Se expresa en la superficie de los granulocitos,
monocitos y plaquetas. CD31 se encuentra en células endoteliales,

membranas de las plaquetas, células plasmaticas y macréfagos. (16)

Los anticuerpos especificos para CD31 inhiben la angiogénesis inducida
por tumor in vivo en ratones, ademas de su papel como receptor
inhibitorio en plaquetas y leucocitos circulantes. Se expresa altamente en

las uniones de las células endoteliales, donde funciona como una proteina
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adhesiva de respuesta ante el estrés para mantener la integridad de la
unidn de las células endoteliales y acelerar la restauracion de la berrera
de permeabilidad vascular tras una inflamacién o evento trombético. 7

Se ha analizado que CD31 se detecta en vasos preexistentes y en
vasos recien formados en tejidos cancerosos. Por lo que todavia se usa

constantemente para medir la MVD en tejidos cancerosos humanos. ('")

Con respecto a las diferencias en la expresion de CD31, un estudio que
involucrd la cuantificacion de ARNm informé que este marcador no era
adecuado para distinguir entre tejidos normales y tumores. En contraste,
los informes anteriores sobre CD31-MVD mostraron diferencias
significativas entre el cancer de proéstata y los tejidos no tumorales. Por lo
tanto, todavia hay problemas para resolver. (19 Por lo cual, se han
buscado nuevos marcadores especificos para nuevos vasos
neorformados. (" Se ha demostrado que CD105 posee ventaja sobre
otros marcadores para evidenciar las células endoteliales recién

formadas. (18

2.3.3 ENDOGLINA

La endoglina (CD105) es una glicoproteina de membrana celular
homodimérica unida por disulfuro de 180 kDa, las dos isoformas
conocidas de CD105, L y S, difieren entre si por la cola citoplasmatica,
ambas formas son fosforiladas constitutivamente, se expresa
predominantemente en células endoteliales. ('® El gen que codifica a la

endoglina se localiza el cromosoma 9q34. (20)
La endoglina funciona como un co-receptor para varios ligandos de la

familia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), una citocina

que modula la angiogénesis mediante la regulacion de diferentes
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funciones celulares incluida la proliferacién, diferenciacion y migracion

celular (figura 6)."9
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Figura 6 Esquema de la estructura de la endoglina, receptor de TGF-B de

tipo 1.

Entre las moléculas de superficie expresadas en las células
endoteliales, la endoglina (CD105) esta emergiendo como un objetivo

vascular primario para la terapia antiangiogenética del cancer. "

CD105 se expresa principalmente en las células endoteliales activadas
asociado al tumor que funciona como un componente accesorio
del complejo del factor de crecimiento transformante - receptor By esta
involucrado en el desarrollo vascular y la remodelaciéon. La evaluacién
de la positividad a CD105 se evalua en regiones peritumorales para
disminuir la probabilidad de contar vasos sanguineos pre existentes. (20)

Figura 7
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Figura 7 El papel de la endoglina en las células endoteliales. %2

La hipoxia originada por el crecimiento neoplasico es un estimulo potente
para la expresion del gen CD105 en las células endoteliales vasculares, lo
que a su vez atenua la apoptosis celular y, por tanto, contribuye a la

angiogénesis. %

2.3.4 CD105 como marcador angiogénico

Se ha sugerido que la cuantificacion de la densidad de microvasos
intratumoral por tincién con CD105 y de CD105 soluble en circulacién
tiene importancia pronostica en tumores solidos y hematopoyéticos
como: tumores de mama, proéstata, cervical, colorrectal, mieloma

multiple y leucemia de células pilosas. (22) (24)
La cuantificacion de la densidad de microvasos tumorales, determinada

por la tincién inmunohistoquimica para CD105, es un indicador

significativo de mal prondstico en pacientes con tumores solidos como:
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Cancer colorrectal

En un estudio se investigaron con inmunohistoquimica 54 casos de
adenomas colorrectales y 20 casos de carcinomas con CD34 y CD105 y
se contd la densidad de microvasos. Los microvasos positivos para
CD34 se distribuyeron uniformemente en los adenomas. En contraste
los microvasos positivos para CD105 se observaron preferentemente en

la periferia de los adenomas colorrectales. 23

En otro estudio se analizaron 150 pacientes con carcinoma colorrectal,
en el cual CD105 demostré significativamente mas microvasos
neoplasicos en proliferacion que CD31. 24 La evaluacion con CD34 y
CD31 puede ser no precisa, ya que no siempre se expresan en todos
los vasos tumorales. CD31, aunque es un buen marcador para células
endoteliales, tife vasos grandes y pequefios con la misma intensidad,
asi como vasos sanguineos en tejido tumoral y normal y en algunas

ocasiones tifie células del carcinoma colorrectal. 23

La tincion de microvasos con endoglina estuvo presente en todos los
casos estudiados, tind pequefios vasos con alta sensibilidad en y
alrededor del tumor y los vasos de tejido no neoplasico no se tifieron.
Esto concuerda con estudios previos en los que CD105 se expreso en
vasos sanguineos en proliferacién, mientras que CD31 y CD34 tifieron

todos los vasos sanguineos. (1®)

Cancer de préstata

Varios infirmes han demostrado que la MVD aumenta con la
carcinogénesis y se asocia significativamente con caracteristicas
patoldgicas y resultados en pacientes con cancer de prostata. 2°

En el cancer de prostata la endoglina se encuentra en vasos sanguineos
nuevos e inmaduros. La inmunohistoquimica apoya la asociacion entre la

expresion de la endoglina y el progreso de la enfermedad. La endoglina
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puede ser extremadamente Uutii como marcador de enfermedad
metastasica en personas con presuncion de cancer de prostata. 26
Un estudio demostré que CD105 se correlaciona positivamente con el

cancer de prostata. (1)

2.4 DISPLASIA EPITELIAL

Se considera displasia epitelial oral a la serie de alteraciones o
modificaciones de la normalidad histolégica y que se correlaciona con la

capacidad de malignizacion de su epitelio escamoso. 2/

Solo puede determinarse mediante el estudio microscopico de un
espécimen de biopsia. La concordancia en la valoracion de la displasia
epitelial esta directamente relacionada con algunos datos como:

inflamacidn, localizacion y de la técnica de la biopsia. %

Las células displasicas estan separadas de los tejidos circundantes por la
membrana basal. Si no se administra tratamiento las células tumorales
penetran la membrana basal y se propagan hacia tejidos circundantes. '

Tanto los epitelios inflamados como los regenerativos pueden mostrar

cambios epiteliales reactivos. %

Si las células son displasicas y el estimulo que genera la displasia se
elimina, las células recuperan su estado normal si el estimulo se retira y
las células siguen reproduciéndose sin control, entonces esta teniendo
lugar un proceso neoplasico, de ahi la importancia de un diagndstico

precoz. 2°

22



Figura 10 Se observa displasia epitelial ligera con signos de hiperplasia y pérdida
de la polaridad de células basales, ademas de pleomorfismo celular y nuclear.
Coloracién H/E. 400X.%°

2.4.1 Clasificacion

La Organizacion mundial de la salud (OMS) en 2005 clasificé las
displasias epiteliales en leves, moderadas, severas y carcinoma in situ
segun la presencia y la gravedad de la atipia celular y las caracteristicas
arquitectdénicas basadas en el grosor de las capas displasicas en

comparacion con el epitelio total. 3

Displasia leve: se limita al tercio inferior del epitelio (capas basales y
parabasales) que presenta alteraciones citologicas y / o arquitectonicas.

Displasia moderada: muestra una maduracion desordenada desde
la capa basal que se extiende hasta la porcion media de la capa espinosa

(tercio medio).
Displasia grave: revela una maduracion anormal que se extiende desde

las células basales a un nivel por encima del punto medio del epitelio

(tercio superior) a todo el espesor del epitelio.
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Carcinoma in situ: Si la alteracion displasica es intensa y afecta a todo el
espesor del epitelio, pero la lesidon no penetra la membrana basal, se
habla de neoplasia preinvasiva o de carcinoma in situ. 3 Una vez que las
células tumorales rompen la membrana basal, se habla de un tumor

invasivo o infiltrante. 27

Los rasgos que identifican una displasia epitelial se clasifican en

alteraciones arquitecténicas y alteraciones celulares. 2 Tabla 1
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Tabla 1 Criterio usado en el diagndstico de displasia en la mucosa oral. 27

Estratificacion epitelial irregular Variacion normal en el tamano
nuclear

Pérdida de la polaridad de las Variacion anormal en la forma

Células basales nuclear

Crestas epiteliales en forma de gota | Variacién anormal en la forma

celular

Aumento del numero de mitosis Variacion anormal del tamano
celular

Mitosis anormales superficiales Aumento en la proporcion

nucleo/citoplasma

Queratinizacion prematura  de | Mitosis atipicas

células aisladas

Perlas de queratina dentro de las | Aumento del numero y tamafo de

crestas los nucléolos

Hipercromatismo

Tanto las caracteristicas citologicas como arquitectonicas se utilizan
cuando se desarrollan criterios para clasificar la displasia epitelial oral.
Los puntos de corte para una lesion de alto riesgo definida como
"susceptibilidad potencial para la transformaciéon maligna" y una lesién de
bajo riesgo definida como "no tiene la susceptibilidad potencial para la
transformacion maligna" fueron al menos 4 cambios arquitecténicos y 5
cambios citologicos, respectivamente. Usando este esquema de
clasificaciéon, no todas las lesiones de alto riesgo son sinénimo de

displasia grave o carcinoma in situ. 3’
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Utilizando los criterios de la OMS de 2005 para diagnosticar la displasia,
se desarroll6 un sistema binario de clasificacion basado en la

combinacién de cambios en la arquitectura y la citologia (figura 11)3

WHO Binary
mild low graf:le
dysplasia
moderate
high
grade
dysplasia
severe -
carcinoma
in situ

sistemas binarios de clasificacién de displasia epitelial oral .

Las alteraciones displasicas suelen encontrarse cerca de focos de
carcinoma invasivo. Aunque la displasia se considera una lesién

precursora de la transformacion maligna, no siempre evoluciona a cancer.
28
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Es importante sefalar que el grado de displasia epitelial puede aumentar

con el tiempo. Este factor varia entre individuos, desde meses hasta afios.

La valoracion de las displasias epiteliales es un proceso subjetivo ya que
todavia no existen parametros cuantificables, por lo que no siempre es
sinobnimo de malignizacion. Todavia no disponemos de marcadores
definitivos que nos puedan sefialar su existencia o no y lo que es mas

importante: su evolucion. 33

2.4.2 Aplicaciones clinicas

Las aplicaciones de la angiogénesis toman importancia en el diagnostico
y pronostico de procesos patolégicos como:

-Predecir la ocurrencia de metastasis.

-Predecir la recurrencia de un tumor.

-Diferenciar procesos neoformativos.

El analisis histolégico de muchos tumores revela la presencia de
numerosos vasos de neoformacioén asociados con el tejido tumoral. Estos
vasos constituyen un elemento esencial del estroma tumoral y por lo tanto
la densidad vascular puede constituir un factor pronostico importante para

la evolucion de esta enfermedad. 4

3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las displasias epiteliales son alteraciones morfolégicas que dependiendo
de su estadio se relacionan con la capacidad de malignidad y desarrollar

alguna neoplasia.
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Es importante un pronodstico temprano y predecir este proceso utilizando
moléculas expresadas en etapas tempranas de carcinogénesis. La
expresion de CD105 en displasias orales, podria ser un indicador

importante de su posible progresion de leve a un perfil de severidad.

¢, Cual es la cuantificacion de la densidad microvascular con CD105 en las

displasias epiteliales leves, moderadas y severas?

4 JUSTIFICACION

La displasia se considera una lesion potencialmente maligna, esto hace
que la deteccion temprana de estas lesiones repercuta en el prondstico de

los pacientes afectados.

La angiogénesis es un proceso importante que permite el crecimiento
tumoral, y que ha sido util como marcador prondstico de malignidad. Es
importante identificar si la angiogénesis, medida con la cuantificacion de
la densidad micro vascular puede ser util para predecir el grado de

displasias orales que repercuta en el pronostico de los pacientes.

5 HIPOTESIS

La cuantificacion de la densidad microvascular con CD105 es mayor

en displasias epiteliales severas que en las displasias epiteliales leves.

6 OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

Determinar la cuantificacion de la densidad microvascular con CD105

en displasias epiteliales leves, moderadas y severas.
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6.2 Objetivos especificos

Comparar la cuantificacion de la densidad microvascular con CD105

en displasias epiteliales leves, moderadas y severas.

7 MATERIAL Y METODO

7.1 Tipo de estudio

Observacional y transversal.

7.2 Universo de estudio

Displasias epiteliales del Departamento de Patologia, Medicina Bucal y
Maxilofacial UNAM, en un periodo de 2014 a 2018.

7.3 Muestra de estudio

Seis casos de displasia epitelial oral, dos de cada grado (leve, moderado
y severo) de Departamento de Patologia, Medicina Bucal y maxilofacial
UNAM.

7.4 Criterios de inclusiéon

Los casos que en HyE se confirme el diagnodstico de displasias epitelial

oral leve, moderada y severa.

7.5 Criterios de eliminacion

Casos con diagndstico de displasia epitelial leve, moderada y severa, que

en la revision histologica no coincidan con el diagndstico.
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Casos con muestra insuficiente de tejido.

Casos que no cuenten con bloque de parafina

7.6 Criterios de exclusion

Casos que durante el procesamiento se pierda el tejido.

7.7 Andlisis Histopatol6égico H&E.

De los casos seleccionados se realizd el analisis histopatologico y
gradificacion de su diferenciacion con el fin de clasificar considerando los

criterios de la OMS, con apoyo de un especialista de patologia bucal.

7.8 Andlisis de Inmunohistoquimica (IHQ)

Previo a la realizacién de la técnica de IHQ se estandarizo la técnica para
el anticuerpo y se determiné la dilucion a utilizar.

En el primer paso las laminillas se desparafinaron en 2 bafios de xilol
durante 5 minutos cada uno y rehidratacion en 2 banos de alcohol de
100% 3 minutos cada uno, seguidos de dos mas en alcohol de 90%
durante 3 minutos.

Posteriormente se lavaron con agua corriente, se realizd la recuperaciéon
antigénica utilizando un buffer de citratos y se llevé en bafio de agua al

horno de microondas durante 4 minutos a potencia de 700 W.

Se hicieron 3 lavados con TBS por 3 minutos cada uno para limpiar los
residuos y se inhibié la actividad de la peroxidasa enddégena con peroxido
de hidrogeno al 3%incubandolo durante 20 minutos en camara humeda; y
transcurrido el tiempo se hicieron 3 lavados mas de TBS por 3 minutos.

Se delimitd la muestra con un lapiz hidrofébico y enseguida se
permeabilizé con Triton X100. Se lavd nuevamente con TBS 3 veces

durante otros 3 minutos. Posteriormente se realiz6 el bloqueo del marcaje
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inespecifico con PBS- albumina durante 20 minutos en camara humeda y

se realizaron 3 lavados de TBS durante 3 minutos.

Se coloco el anticuerpo CD105 dilucion 1:200 (marca Santa Cruz
Biotechnology ®) en cada laminilla, incubando a 37°C por una hora.
Después de la incubacion con el anticuerpo se realizaron 3 lavados de 3
minutos con solucién TBS. Se incubo por 20 minutos con SuperEnhancer
(Super Sensitive Polymer-HRP kits ®) a temperatura ambiente y después
se realizaron 3 lavados por 3 minutos con solucion TBS.

Se prosiguio a colocar el polimero (HRP) por 20 minutos a 37° C seguido

de 3 lavados por 3 minutos con TBS.

Se utilizé diamenobencidina (DAB) como cromogeno y se coloc a cada
tejido por 3 minutos. Después de aplicar el cromogeno se lavaron las
laminillas con agua corriente, se dejaron en agua destilada desionizada

por 5 minutos.

Se realizd la contratincion con hematoxilina por 2 minutos vy
posteriormente se lavaron con agua corriente y se colocé en agua
desionizada. Se realizé la deshidratacion de los tejidos con alcohol de
diferentes concentraciones y xilol para realizar el montaje con resina
hidrofobica. Y se dejaron secar para después poder observar en el

microscopio.

7.9 Analisis de inmunoexpresion

Para evaluar la expresion inmunohistoquimica el analisis de imagenes se
realizd con el programa Leica 750 e ImagedJ. Se analizaron a 200
aumentos los sitios con mayor inmunotincion o llamados hot spots. De
ellos se tomaron 5 fotografias de cada caso a 400 aumentos con ayuda
del fotomicroscopio Leica 750. Se hizo la cuantificacion vascular con

ayuda del software ImagedJ version 1.8.0 previamente calibrado, y con la
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herramienta multipunto. Esto se realizé con el fin de hacer una medicion

vascular cuantitativa objetiva.

8 RESULTADOS

En los casos de displasias leves y moderadas, se observd una
inmunoexpresidon nula en los vasos sanguineos para CD105. Estos datos
sugieren que estas displasias no presentan un proceso de neoformacion

vascular.

En cuanto a las displasias severas se observd una inmunoreaccion
positiva para CD105 en los vasos de la periferia, cercanos al epitelio de la
mucosa. El numero de los vasos sanguineos se reportdé en medianas con
valores maximos y minimos. Se obtuvo una mediana de cuantificacion de

12 con un valor minimo de 5 y maximo de 11 vasos contados (Tabla 2).

Tabla 2 Cuantificacion densidad microvascular con CD105 en

displasias leves, moderadas y severas.

DISPLASIAS N° de vasos.

Leve 0
Moderada 0
Severa 12 (5-15)
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Foto 5 Fotomicrografia Inmunohistoquimica CD105 en Displasia epitelial

severa. Evaluacion de los sitios de mayor inmunoreaccion. F-P

Foto. Fotomicrografia Inmunohistoquimica CD105 en Displasia epitelial

severa. Areas de cuantificacion vascular. FP
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9 DISCUSION

Las displasias epiteliales orales son alteraciones que no siempre se
transforman en neoplasias malignas. Se ha visto que no hay una regla en
cuanto a la progresiéon de las displasias orales, es decir, no siempre una
displasia leve pasara una mediana hasta llegar a severa. Una displasia
epitelial leve pude convertirse en meses o afios en una displasia severa, 0
involucionar.

Existen casos de displasias severas que no llegan a ser carcinomas, por
lo tanto, seria importante utilizar métodos biomoleculares que nos

permitan identificar el grado de progresion de estas lesiones.

Dada las diferencias de diagnéstico por parte de los observadores es
fundamental considerar la utilizacién de marcadores biolégicos que midan
proliferacion celular y capacidad de transformacién maligna; y de esta
manera lograr unificar criterios para establecer un mejor pronostico. 3°La
endoglina esta asociada a la proliferacion e inducible por la hipoxia y en
varios estudios se ha utilizado como marcador de células endoteliales,
esto se asocia con el resultado obtenido en nuestro estudio donde se
observo que el anticuerpo CD105 posee la ventaja de reconocer sélo los

vasos sanguineos recién formados.

En un estudio de Folkman se reporta un aumento en la vascularidad y
angiogeénesis durante la actividad proliferativa y de transformacion de
células epiteliales bucales en el orden de permitir su crecimiento.® En
nuestro estudio se observd que en las displasias epiteliales severas hubo
aumento de la densidad microvascular. Por lo que la cuantificacion de la
densidad microvascular tiene un papel significativo para proveer

informacion prondstica sobre las displasias epiteliales.
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10 CONCLUSIONES

En este estudio observamos que la MVD es util para diferenciar las
displasias epiteliales leves y moderadas de las severas, debido a que
éstas ultimas mostraron valores de cuantificacion con CD105 mucho

mayores.

No encontramos diferencias entre la cuantificacion de las displasias
epiteliales leves y moderadas, lo cual puede ser debido a que éste es un
estudio piloto, con una muestra pequena. Se sugiere realizar estudios
posteriores con un mayor numero de casos que nos permita identificar si
existe o no dicha diferencia.

Por ultimo, proponemos en estudios futuros, comparar los resultados de
MVD en las displasias con el carcinoma oral de células escamosas, que
nos permita evidenciar si a mayor severidad habra una mayor formacion
de vasos sanguineos. Reiterando que la terapia antiangiogénica contra
las células endoteliales es evaluada actualmente como una terapia

novedosa para enfermedades malignas.
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