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Resumen

Introduccién: La displasia epitelial bucal (DEB) en sus diferentes grados de severidad
predispone a cambios que pueden conducir al desarrollo de carcinoma bucal de células
escamosas (CBCE). En la actualidad no se cuenta con biomarcadores capaces de predecir el
riesgo de transformaciéon maligna, sin embargo, las células troncales cancerosas (CTC), que
tienen la capacidad de iniciacién tumoral y autorenovacién, pueden representar potenciales
biomarcadores de carcinogénesis.

Objetivo: Identificar la inmunoexpresiéon e intensidad de SOX-2, KLF4 y NANOG en
muestras histolégicas de DEB, CBCE y mucosa bucal sana, y su posible asociaciéon con las
caracteristicas clinicas e histopatoldgicas.

Material y método: Estudio retrolectivo, transversal y observacional, en el que se analizaron
las caracteristicas histopatoldgicas € inmunohistoquimicas de 43 muestras de DEB y 29 de
CBCE (n=29). Los cortes histologicos tefiidos con H-E de displasias se clasificaron en bajo
riesgo (BR) y alto riesgo (AR), y en los casos de CBCE, en bien, moderada y pobremente
diferenciado. El protocolo de inmunotincién se realizé con anticuerpos primarios
monoclonales para NANOG, SOX2 y KLF4. Se consider6 inmunoexpresion positiva para
NANOG a la reaccién nuclear y citoplasmética, mientras que la positividad para SOX2 y
KLF4 se registr6 unicamente considerando el marcaje nuclear. La intensidad de
inmunoexpresién de todos los marcadores se cuantific6 como leve (+), moderada (++) y
severa (+++). Los resultados se evaluaron usando analisis de varianza (ANOVA), U-Mann-
Whitney, Chi cuadrada o prueba exacta de Fisher segin se requiriera, utilizando el programa
SPSS (v. 21.0), con un nivel de alfa < 0.05.

Resultados: Se incluyeron 72 casos (40/55.5%, hombres), con una mediana de edad de 60.5
[Q1-Q3: 48.2-72.7] afios. La mucosa yugal fue la localizacion mds frecuente en la DEB
(32.6%), y el borde lateral de la lengua en el cancer bucal (55.2%) (p=0.018). En todos los
grupos se identificO una alta proporcion de positividad a los inmunomarcadores de
pluripotencia SOX2, KLF4 y NANOG. En la DEB-AR, NANOG fue significativamente mas
alto que en DEB-BR (p=0.006). KLF4 fue el unico marcador que mostré diferencias entre
DEB y CBCE (p=0.034); al evaluar la intensidad de KLF4, el 95% de las DEB presentaron
intensidad moderada/fuerte (p=0.001). Se observé una pérdida de la expresion de KLF4 y
ganancia de NANOG conforme aumenta la transformacién maligna.

Conclusiones: En el presente estudio se encontraron diferencias en la media de
inmunoexpresion e intensidad de KLF4 y NANOG entre DEB y CBCE. La baja expresion de
KLF4 en CBCE sugiere su participacion en fases tempranas de la carcinogénesis y en la
diferenciacion celular, mientras que NANOG se expresé en mayor proporciéon en DEB-AR en
comparacion de DEB-BR, sugiriendo que es un marcador de autorrenovacién celular.
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1. INTRODUCCION

El céncer bucal ocupa el onceavo lugar de todos los canceres que se producen en el mundo
(Ferlay y cols. 2015). De acuerdo con el GLOBOCAN, para el afio 2012, se registré un
estimado de 300,400 casos nuevos de cancer bucal y 145,400 muertes asociadas a este tipo
de cancer (Ferlay y cols., 2015; Ferlay y cols., 2013; Bray y cols., 2013; Torre y cols.,
2012). Las tasas mds altas se encuentran en el sur y centro de Asia, asi como en el centro y
este de Europa; mientras que las tasas mds bajas se registraron en el este de Asia y oeste de

Africa (Torre y cols. 2012).

En México no existen datos sobre la incidencia, prevalencia y mortalidad del cancer bucal,
aunque existen diferentes reportes con frecuencias variables (Herndndez-Guerrero y cols.,
2013; DGA/SSA, 2002; Meza y cols., 2009; Anaya-Saavedra y cols., 2008; Gaitan-Cepeda
y cols., 2007). Aparentemente, al igual que en otras partes del mundo, alrededor del 90% de
los casos de cancer en boca corresponden al carcinoma bucal de células escamosas (CBCE)
(El-Naggar y cols., 2017; Ferlay y cols., 2015; Warnakulasuriya, 2009; Curado y Hashibe,
2009). En nuestro pais es diagnosticado en etapas avanzadas (Fang, 2013; Seoane y cols.,
2012; McGurk y cols., 2005; Frias-Mendivil y cols., 1997), lo cual implica deterioro en la
calidad de vida de los pacientes y disminucién de la supervivencia a los cinco afios, que en
estadios tempranos puede ser del 80%, y disminuye a 15% en estadios IIl y IV (Bose y

cols., 2013; Warnakulasuriya, 2009).

A partir del ano 2005, en lugar del término “lesiones precancerosas” se recomienda el

término ‘“condiciones potencialmente malignas (CPM) o trastornos potencialmente



malignos (TPM) (Aguirre y cols., 2016)” para referirse a dichas lesiones, debido a que no
necesariamente evolucionan a una neoplasia maligna (Warnakulasuriya y cols., 2007). Los
TPM son condiciones que predisponen al desarrollo de CBCE, e histolégicamente pueden
corresponder a displasia epitelial bucal (DEB) leve, moderada o severa; o bien, de alto o
bajo riesgo segtin el sistema empleado para su clasificacion (Warnakulasuriya y cols.,
2007). Sin embargo, el andlisis histopatolgico de estas lesiones no es suficiente para
predecir su capacidad de transformacion maligna (Kujan y cols., 2007; Fischer y cols.,
2004; Cowan y cols., 2001). Por tal razén, se han sugerido diversos marcadores
inmunohistoquimicos, relacionados al ciclo celular, factores de transcripcion, oncogenes,
genes de supresion tumoral, marcadores de ploidias y pérdida de la heterocigocidad, entre
otros, que puedan determinar el riesgo de progresion de estas lesiones a CBCE; sin
embargo, ninguno ha tenido éxito para ser utilizado como una herramienta predictora del

riesgo de transformacion maligna (Pitiyage y cols., 2009).

En 2007, Takahashi & Yamanaka indujeron la pluripotencia en cultivos celulares de
fibroblastos usando los factores de transcripcion NANOG, OCT4, SOX2 y KLF4 (Abollo-
Jiménez y cols., 2010; Takahashi y cols., 2007). Dichos factores forman complejos
multiméricos de proteinas que se unen al ADN y regulan la expresion de genes
involucrados en el desarrollo y pluripotencia celular (Takahashi y cols., 2007), por lo que
se encuentran en cé€lulas troncales cancerosas (CTC), un grupo de células tumorales que
regulan el crecimiento por medio de un proceso de autorenovacion, siguiendo un modelo
jerarquico de iniciacion y progresion (Sampieri y Fodde, 2012; Monroe y cols., 2011;
Wicha y cols., 2006). Asi, los factores de transcripcién son considerados potenciales

marcadores de transformacion maligna, y han sido identificados en neoplasias malignas de



células escamosas de pulmén, cérvix, mama, prdstata, estomago, eséfago y boca
(Miyazawa y cols., 2014; Asadi y Derakhshani, 2014; Nagata y cols., 2014; Fu y cols.,

2015; Hussenet y cols., 2010).

1.1 Células troncales

Las células troncales (CT) del adulto tienen la habilidad de perpetuarse gracias a su
capacidad de autorenovacion, este fendmeno les permite generar células maduras (Reya y
cols., 2001), participando no solo en la reparacion de tejidos dafiados, sino también en la
homeostasia tisular (Mannelli y Gallo, 2012). Las CT han sido descritas como células no
especializadas, capaces de autorenovarse a través de division celular en periodos de tiempo
intermitentes (Mannelli y Gallo, 2012). Las CT constituyen una pequeiia fraccion del total
de células del tejido, su capacidad de proliferaciéon es baja (Boman y Wicha, 2008) y
requieren un ordenamiento espacial siguiendo un patron jerdrquico para la diferenciacion

(Gonzélez-Moles y cols., 2013).

1.1.1 Patron de ordenamiento espacial de las células troncales y su progenie en la
cavidad bucal

Las CT se encuentran ubicadas en el epitelio bucal en las capas basal, parabasal y
superficial (Gonzalez-Moles y cols., 2013). Las CT del estrato basal pueden persistir en
cada division celular y/o generar una célula transitoria amplificada (CTA) en la capa
parabasal. Esta ultima célula, en comparacion con la CT basal tiene menor capacidad de
autorenovacion y su funcion es incrementar el nimero de células diferenciadas, es por ello
que su capacidad de dividirse varia de tres a cinco veces hasta llegar a su diferenciacién

terminal en las capas superficiales (Mackenzie, 2006; Janes y cols., 2002). De esta manera



se constituye una estructura piramidal invertida denominada “unidad proliferativa”; siendo
el vértice de la pirdmide una célula troncal del estrato basal, por encima, en las capas
parabasales, varias CTA y en la base, las células completamente diferenciadas superficiales.
Con este ordenamiento de proliferacion jerdrquica, la tasa de proliferacion estd controlada
evitando crecimientos desregulados y representa un mecanismo de proteccion tumoral

(Gonzalez-Moles y cols., 2013; Janes y cols., 2002).

Es dificil determinar un nimero exacto de células troncales presentes en el epitelio, las CT
se distribuyen de manera espaciada y esporadica en la capa basal. Las CTA con mayor
capacidad de reproduccion se disponen a lo largo de la capa basal, mientras que las CTA
con baja tasa de proliferacion proporcionan el mantenimiento estructural del epitelio y se
ubican en la capa parabasal (Gonzalez-Moles y cols., 2013), similar a lo postulado en la

piel (Jensen y cols., 1999).

1.1.2 Patogénesis de las células troncales cancerosas

Se han propuesto diferentes hipotesis para explicar la heterogeneidad y la capacidad de
iniciacion de una neoplasia, la mas aceptada es la hipétesis de la evolucidon clonal
(Campbell y Polyak, 2007; Nowel, 1976) y la recientemente descrita hipotesis de las
células troncales cancerosas (Reya y cols., 2001). Nowell (1976). La hipdtesis de la
evolucion clonal postula que las neoplasias provienen de una sola célula y su progresion
resulta de la variabilidad genética adquirida dentro de la clona original siguiendo una
seleccion secuencial. La asignacion del modelo estocdstico para esta hipdtesis sugiere que

existe una acumulacién de numerosas y variadas mutaciones individuales y sefiales del



microambiente que proveen una ventaja selectiva a cualquier célula del tumor que le

permite dividirse y propagarse (Monroe y cols., 2011; Shakib y cols., 2011).

Por el contrario, la hipétesis de las CTC establece un modelo jerdrquico para la iniciacién
del tumor y su progresion, sugiriendo que una subpoblacién especifica de células del cancer
es autosuficiente y capaz de mantener el tumor (Sampieri y Fodde, 2012; Monroe y cols.,
2011; Ishizawa y cols., 2010) a partir de ciertas habilidades propias de estas células como
su potencial de iniciacion tumoral, capacidad de autorenovacion y diferenciacion aberrante
(Ward y Dirks, 2007). De esta manera, las CTC son células con ADN danado que pueden
generar lineas celulares evadiendo la apoptosis, dividiéndose y originando células que
conservan las caracteristicas de “células troncales” (habilidad de autorenovacién y

diferenciacion) (Sundaram y cols., 2004).

La hipotesis de las CTC puede ser explicada por la heterogeneidad tumoral, debido a que
los tumores son histolégica y genéticamente heterogéneos, es decir, la expresion de factores
es diferente en una célula diferenciada en comparacion con una indiferenciada en la misma
masa tumoral (Reya y cols., 2001). Asimismo, en las islas tumorales bien diferenciadas se
observa el parecido con el epitelio de origen y el ordenamiento espacial que presentan las
células que sugiere que el crecimiento y mantenimiento de una neoplasia son mediados por
un tunico tipo de célula tumoral, las CTC (Gonzéles-Moles y cols., 2013; Reya y cols.,

2001; Sell y Pierce 1994).

El comportamiento agresivo de un gran nimero de tipos de cancer se ha vinculado a las

CTC, ya que se ha demostrado que tienen la capacidad de transicion epitelio-mesenquimal,



paso clave en el proceso de desdiferenciacion en las neoplasias de células escamosas y

caracteristica importante para la metdstasis (Albers y cols., 2012; Dewan y cols., 2006).

1.1.3 Marcadores de células troncales cancerosas en carcinomas de cabeza y cuello

Las CTC se identificaron por primera vez en tumores hematopoyéticos (leucemia y
mieloma multiple) en 1997, con un pequefio grupo de células capaces de proliferar al ser
trasplantadas en cultivos in vitro con positividad para CD44, CD34 y negatividad para
CD24 y CD38 (Bonnet y Dick, 1997). En el 2003, en una neoplasia de mama, se aislaron
por primera vez células con capacidad de trasplantarse y propagar el tumor, las cuales
resultaron ~ CD44 positivas y CD24, Lin28 negativas (Al-Hajj y cols., 2003),
posteriormente este fendmeno se observé también en cultivos celulares de tumores de
diversas partes del cuerpo como préstata (Collins y cols., 2005; Xin y cols., 2005), pulmén
(Eramo y cols., 2008), colon (Ricci-Vitiani y cols., 2008), cerebro (Singh y cols., 2004),
cabeza y cuello (Hildebrand y cols., 2014; Wilson y cols., 2013; Biddle y cols., 2011;
Okamoto y cols., 2009; Prince y cols., 2007), mostrando en las células proliferantes el
mismo inmunofenotipo de superficie (Al-Hajj y cols., 2003). Sin embargo, en una masa
tumoral no todas son CTC, lo que explica el hecho que no todas las células tienen la
capacidad de iniciar una nueva neoplasia a distancia, esto se comprueba con la deteccion de
pequeios numeros de células cancerosas diseminadas las cuales nunca manifiestan una

enfermedad metastasica (Reya y cols., 2001).

La positividad celular para marcadores de superficie (CD44, ALDHI1, CD138 y CD24) en
carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello (Hildebrand y cols., 2014; Huang y

cols., 2014; Chen y cols., 2010) se relaciona con un peor prondstico, metdstasis regionales



y a distancia (Kaseb y cols., 2016; Hildebrand y cols., 2016; Oliveira y cols., 2011). El
método mas fiable para identificar CTC se basa en la expresion fenotipica de marcadores de
superficie en cultivos celulares; otros marcadores potenciales que han surgido para evaluar
CTC, como los factores de troncalidad, no pueden evaluarse por citometria de flujo y/o
trasplante en animales debido a que no se expresan en la superficie celular, sino en el
ndicleo (Zhang y cols., 2012; Kaur y cols., 2004) lo que dificulta ubicarlos
topograficamente con dichos métodos (Gonzélez-Moles y cols., 2013), por ello se ha
recurrido a la produccién de anticuerpos monoclonales en inmunohistoquimica para evaluar
la presencia de estos marcadores en diversos tipos de céncer a partir de muestras de

biopsias en parafina (Gonzalez-Moles y cols., 2013; Ward y Dirks, 2007).

Los marcadores de superficie antes mencionados se han utilizado para identificar CTC en
CBCE, pero carecen de especificidad (Kaseb y cols., 2016; Gonzélez-Moles y cols., 2013;
Monroe y cols., 2011; Richard y Pillai, 2010) y para aumentarla, es necesario emplear
paneles multiples de anticuerpos (Zhang y cols., 2012), como los factores de transcripcion
SOX2, KLF4 y NANOG presentes en CTC, que juegan un rol importante para el
mantenimiento de la pluripotencia y la autorenovacion de cé€lulas troncales embrionarias y
del adulto (Gonzalez-Moles y cols., 2013) e incluso han sido utilizados para inducir

pluripotencia en células diferenciadas (Takahashi y cols., 2007).

La existencia de marcadores de autorenovacion (SOX2, KLF4 y NANOG) en CT del
adulto, hace congruente la existencia de éstos en las CTC, postuldndolos como un marcador
potencial para la identificacion de las CTC (Qiao y cols., 2014). Por otro lado, las células

troncales del céncer y la fraccion de células troncales normales de algun tejido sano o



neopldsico siguen siendo un problema sin resolver por la falta de marcadores especificos;
sin embargo, se ha inducido la troncalidad en células cultivadas de cdncer de lengua con los
factores de autorenovaciéon (Harada y cols., 2016) y se ha reportado que existe
aproximadamente una CTC en mds de 2500 células en el carcinoma de células escamosas

de cabeza y cuello (Ishizawa y cols., 2010).

1.1.4 Factor de transcripcion SOX2

El factor de transcripcion SOX2 localizado en el cromosoma 3, es un factor clave en la
pluripotencia, embriogénesis y oncogénesis (Ivanova y cols., 2006; Boyer y cols., 2005);
consiste en 315 a.a. divididos en tres regiones N-terminal (a.a. 1 al 45), dominio HMG (a.a.
46 al 298) y C-terminal (a.a. 298 al 315) (Kamachi y cols., 2013). Su principal funcién en
las CT es mantener la pluripotencia (Takahashi y Yamanaka, 2006) y es considerado uno
de los cuatro factores de Yamanaka para reprogramar las células maduras en CT
(Takahashi y cols., 2007), y a su vez, esta ligado fuertemente con la inhibicién de la
diferenciacion neuronal y es un importante factor de transcripciéon en el mantenimiento de
la autorenovacién en células troncales embrionarias (Dalerba y cols., 2007). SOX2 es
crucial para la morfogénesis, homeostasis y diferenciacion del epitelio del es6fago, traqueo-
bronquial y bronquial (Yuan y cols., 2010; Thompkins y cols., 2009; Que y cols., 2007;
Gontan y cols., 2008), debido a que su sobreexpresion induce a la expresion de marcadores
epiteliales tales como p63 y CK-6 (Bass y cols., 2009) y su desregulacion también induce a
la aparicion de malignidades (Yang y cols., 2015; Chang y cols., 2015; Arora y cols., 2013;
Maier y cols., 2011; Ben-Porath y cols., 2008). SOX2 se encuentra sobreexpresado en CTC
de cancer cerebral (Hemmati y cols., 2003), mientras que en las células del carcinoma

cérvico-uterino promueve la proliferacion, clonogenicidad y tumorogenicidad (Chang y



cols., 2015; Yang y cols., 2015), ademds al expresarse contribuye al arresto del ciclo
celular, lo que resulta en la proliferacion tumoral (Hussenet y cols., 2010). En los
carcinomas de células escamosas de diferentes partes del cuerpo tales como eséfago (Wang
y cols., 2009), tracto gastrointestinal (Brcic y cols., 2012; Long y Hornick, 2009), laringe
(Yang y cols., 2015), pulmén (Hussenet y Manoir, 2010) y cavidad bucal (Yoshihama y
cols., 2016; Freier y cols., 2010), la implicacién prondstica ha demostrado ser
contradictoria (Atramadal y cols., 2015), debido a la expresion conjunta con otros factores

de troncalidad como OCT4 (Watanabe y cols., 2014).

En hiperplasia y displasia pulmonar, SOX?2 se encuentra en niveles elevados (McCaughan y
cols., 2010; Yuan y cols., 2010) y su desregulacion participa en las etapas tempranas de la
carcinogénesis (Lu y cols., 2010). Al suprimir la expresion de SOX2 se reduce el avance y
la migracion del cdncer, mientras que su sobreexpresion participa en la transformacion

maligna y el desarrollo del carcinoma de células escamosas (Fu y cols., 2015).

Se ha demostrado que SOX2 se expresa en lesiones precursoras y también en carcinomas,
ya que en un estudio realizado en Taiwédn se evalu6 a SOX2 en tejido normal, tejido
adyacente al tumor y en carcinoma bucal de células escamosas, y los resultados mostraron
que SOX2 se expres6 mds en el tejido adyacente al tumor que en el tumor mismo (p<0.001)
(Fu y cols., 2015). En China, un estudio similar al anterior evalud lesiones precancerosas de
la mucosa bucal y se report6 en ellas un alto porcentaje (90%) de células positivas a SOX2
(Quiao y cols., 2014). Los autores concluyen que esto puede deberse a la participacion de
SOX2 en la diferenciacion epitelial y la autorenovacion (Hussenet y Manoir, 2010). Los

estudios que describen la expresion de SOX?2 en el epitelio no alterado y en carcinomas de



células escamosas, pueden reflejar que la presencia de SOX2 se relaciona con tumores

epiteliales bien diferenciados (Michifuri y cols., 2012).

La expresiéon de SOX2 se ha considerado un marcador prondstico favorable en cancer de
células epiteliales del eséfago, pulmén, hipofaringe y CBCE (Fu y cols., 2015; Brcic y
cols., 2012; Wilbertz y cols. 2011, Ge y cols., 2010; Bass y cols. 2009) ya que se asocia a
un estadio temprano de dichos canceres (Fu y cols., 2015); sin embargo, su utilidad en
CBCE, autn es controversial y son necesarios més estudios (Lee y cols. 2014, Zullig y cols.

2013).

1.1.5 Factor de transcripcion NANOG

El gen NANOG se localiza en el cromosoma 12 y regula la transcripcion de la troncalidad,
y por eso se le conoce también como el regulador maestro de la pluripotencia y
autorenovaciéon. NANOG consiste en 305 aminoacidos (a.a.) divididos en N-terminal (a.a 1
a 95), dominio homeobox (a.a 96 al 155) y C-terminal (a.a 156-305) (Gehring y cols.,
1994). La porcion C-terminal contiene 2 potentes subdominios de transactivacion que
interactian con el dominio homeobox, que a su vez contiene la porcion para la union del
ADN vy permite que NANOG se transporte activamente dentro y fuera del nucleo (Mong-

Lien y cols., 2013).

NANOG es uno de los factores clave en la transcripcion, ya que, al suprimirse su expresion,
conduce a un proceso de desdiferenciaciéon que permite reprogramar a fibroblastos en CT
(Mong-Lien y cols., 2013; Nayarrr y cols., 2012). Ademads, se considera un factor

importante en relaciéon con las CTC, ya que al unirse a ciclina D1 regula el ciclo celular
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permitiendo la autorenovacién, tumorogenicidad, metdstasis y resistencia a la
farmacoterapia (Gong y cols., 2015; Mong-Lien y cols., 2013). NANOG contribuye a la
tumorogénesis por un mecanismo similar al que emplea en las células troncales

embrionarias, aumentando la proliferacion de células alteradas (Sun y cols. 2015).

En células troncales de glioblastoma, NANOG y GLI se regulan por retroalimentacién
positiva restringida por p53, resultando el aumento de la proliferacion celular en este tipo
de tumores (Gong y cols., 2015; Fujii y cols., 2015; Jin y cols., 2014; Niu y cols., 2013; Xu
y cols., 2012). Adicionalmente, otro factor que rige la expresion de NANOG es la hipoxia
(Fig.1), caracteristica comun del microambiente de tumores soélidos, ésta por medio de
expresion del factor HIF y miARN promueve la sobreexpresion de factores de CTC tales

como NANOG, OCT-4, SOX2, KLF4 y c-MYC (Gong y cols., 2015).

Hipoxia
Cancer de
Prostata

VRN

. GBM NANOGPS | w1\ o0énesis

N~

Figura 1.- Regulacion de NANOG en células cancerosas de prostata. La hipoxia
incrementa a NANOGP8 miRNA a través de HIF; a su vez, NANOGPS8 forma una
retroalimentacion positiva con Glil en células GBM, lo cual es antagonizado por p53
dando como resultado la tumorogénesis (Gong y cols., 2015).
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NANOG se expresa en la capa basal y suprabasal del epitelio estratificado (Watanabe y
cols., 2014) con un patrén similar a p63 (Piazolla y cols. 2014), y probablemente esto tenga
que ver con su participacion en el proceso de diferenciacion de las células escamosas (Fu y
cols. 2015, Watanabe y cols. 2014, Piazolla y cols. 2014, Evans y cols. 2008).
Experimentos in vitro realizados a partir de la sobreexpresion de NANOG en papilomas
murinos, han conseguido la transformacién maligna de dichas lesiones (Palla y cols., 2015),
incluso se ha observado la sobreexpresion de NANOG en carcinomas de células escamosas
de mama (Nagata y cols., 2014; Bourguignon y cols., 2008), cérvico-uterino (Ye y cols.,
2008), gastrico (Zhang y cols., 2013; Lin y cols., 2012; Meng y cols., 2010), pulmén
(Chiou y cols., 2010), riién (Bussolati y cols., 2008), ovario (Lee y cols., 2012;
Bourguignon y cols., 2008), pancreas (Wen y cols., 2010), prostata (Jeter y cols., 2011) y
en CBCE (Fu y cols., 2015; Habu y cols., 2015; Tsai y cols., 2011; Chiou y cols., 2008).
Diversos autores han indicado que la sobreexpresion de NANOG se vincula con la
resistencia al tratamiento, especialmente la quimioterapia (Sun y cols., 2015; Gong y cols.,

2015; Mizawa y cols., 2014; Nagata y cols., 2014; Chiou y cols., 2008).

Con respecto al CBCE, el incremento de la expresion de NANOG en células cultivadas
(Huang y cols. 2014). Por otra parte, en un estudio hecho en Taiwadn con CBCE se observo
una mayor expresion de NANOG en aquellos carcinomas quimioresistentes comparado con
los quimiosensibles (p<0.001) (Tsai y cols., 2011). Igualmente, Habu y cols. (2015),
reportaron en su estudio que NANOG se expreso en el 20% de las muestras de CBCE que
tenian metdstasis ganglionares, sugiriendo que NANOG se expresa en los CBCE mas
agresivos. Otros hallazgos han reportado que la expresion de NANOG se asocia con la

disminucioén de la sobrevida (Chiou y cols., 2008). Al comparar tejido neopldsico con tejido
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normal y tejido adyacente al tumoral (displdsico) se ha observado que la expresiéon de
NANOG se registra mas en aquellos que se encuentran microscOpicamente alterados
(Yoshihama y cols. 2016, Fu y cols. 2015), tal como se registra en el estudio de Silva y
cols. (2009), ellos al comparar tejidos normales, neopldsicos y displdsicos, encontraron que
NANOG tuvo mayor expresion en tejidos adyacentes al tumor (p=0.009) y en CBCE
(p=0.021) que en tejidos normales, y aunque la explicacién a este hecho no es clara, los
autores argumentan que NANOG es decisivo para mantener la pluripotencia,
particularmente en la fase final de la reprogramacion y en presencia de otros factores (Fu
y cols., 2015). La expresion de NANOG en CBCE puede ser explicado con un modelo de
expresion multifactorial y la heterodimerizacién con otros factores de pluripotencia
(Santaliz-Ruiz y cols., 2014), asi como también por su mecanismo relacionado a las CTC

que favorece la tumorogénesis (Sun y cols., 2015).

1.1.6 Factor de transcripcion KLF4

El Kruppel-like factor 4 (KLF4, por sus siglas en inglés), pertenece a la familia KLF de los
factores de transcripcion zinc-finger. Esta proteina se encuentra expresada en una variedad
de tejidos y juega un rol importante en muchos procesos fisioldgicos, incluyendo la
proliferacion, diferenciacion y apoptosis (Zhang y cols., 2010; Huang y cols., 2005; Wel y
cols., 2005; Shields y cols., 1996). KLF4 consiste en 508 a.a. con tres dominios zinc-finger,
el primero del a.a. 425 al 508, el segundo del a.a. 432-454, el tercero del a.a. 430 al 454 y el
cuarto del a.a. 476 al 501 (Liu y cols., 2014). KLF4 normalmente tiene participacion en la
diferenciacion de las células epiteliales, pero también actia como un factor supresor de
tumores (Wang y cols., 2002). Se expresa en queratinocitos basales favoreciendo su

correcta diferenciacion, pero al perder la expresion alélica de p53, la sobreexpresion de
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KLF4 actia como un oncogén que podria conducir a una displasia y progresiéon a

carcinoma (Foster y cols., 2005). Se ha demostrado que KLF4, en condiciones in vitro,

causa activacion de p21 y reprime al promotor de la ciclina D1, produciendo el arresto de la

fase G1 a la fase S del ciclo celular (Flandez y cols., 2008; Rowland y cols., 2005). Este

papel doble génico de KLF4 puede estar mediado por un alelo de ciclina D1 (Fig. 2) que

posibilita la pérdida de p21 y activa a KLF4 para el arresto del ciclo celular y también

produce una transformacion fenotipica de KLF4 que oculta su actividad oncogénica

(Rowland y cols., 2005).

p21CIP1

T
Ciclina D1

T

RASVi2

Bemards y Peeper D, 2005).

Inhibicién de proliferacion
Supresiéon tumoral

Promocidn de proliferacion
Transformacion

Figura 2.- Modelo de la funcion de KILLF4 como supresor tumoral y oncogén. (a) KLF4
simultineamente suprime los niveles de p53 e induce a p21<®!, este ultimo representa la respuesta
dominante en las células normales, resultando en la supresion tumoral. (b) En ausencia de p21¢™!, o
en la presencia de la sefial RASV!?_ciclina D1, el efecto antiproliferativo de KLF4 es neutralizado, lo
cual resulta en la transformacion celular y contribuye a la funciéon oncogénica de KLF4 (Rowland B,

KLF4 se ha encontrado desregulado en varios tipos de cancer como el colo-rectal (Choi y

cols., 2006), gastrico (Wei y cols., 2005) y de mama (Pandya y cols., 2004), incluso se le ha
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vinculado con mal prondstico en cdncer de mama y de cavidad bucal (Wang y Zhou, 2011;
Pandya y cols. 2004) haciendo referencia al rol que cumple en el arresto del ciclo celular e
inhibicién de la maduracién (Yu y cols. 2011, Choi y cols. 2006, Wei y cols. 2005). Sin
embargo, al estudiar este factor en carcinomas de células escamosas de colon se observé
que la sobreexpresion inhibe potencialmente la formacién de colonias y la migracién e
invasion del epitelio maligno (Dang y cols. 2003). En otro estudio realizado con tejidos
provenientes de la nasofaringe, se identific6 disminuciéon de la expresion de KLF4 en
carcinomas avanzados, mientras que mantenia su expresion en tejidos hiperplasicos atipicos
y tejidos normales (Liu y cols. 2013). Otros estudios in vitro apoyan estos hallazgos, ya que
posterior a la supresion condicionada de KLF4 observaron el desarrollo de lesiones
displdsicas en la lengua de murinos (Abrigo y cols., 2014), ademds los que fueron
expuestos a agentes carcindgenos desarrollaron més cambios displésicos en relacion a los
que no recibieron la supresion de KLF4 (Paparella y cols. 2015). De acuerdo con esta
hipotesis, la expresion de KLF4 disminuye conforme se desencadena un proceso
desprogramado de proliferacion en las células epiteliales bucales que terminan en una
transformacion neoplasica segun se muestra en la DEB y el CBCE (Abrigo y cols. 2014,
Paparella y cols. 2015). Por otra parte, a partir de estos estudios se sugiere que KLF4 puede
actuar como supresor de tumores o como oncogén dependiendo del tipo de tumor (Foster y
cols., 2005), pero siendo estas funciones de caricter contradictorio, la ejecucién de una u
otra, depende de la accién de p21, un interruptor que determina el papel de KLF4 como
oncogén o supresor tumoral (Rowland y cols. 2005), sin embargo, esto es todavia un

supuesto que debe ser resuelto.
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1.1.7 Interaccion de factores de transcripcion (SOX2, KLF4 y NANOG) que regulan
la autorenovacion

Las células troncales poseen capacidad pluripotente y continua autorenovacion, por lo
tanto, requieren del mantenimiento de un perfil tnico de expresion de factores de
transcripcién para su pluripotencialidad, por el contrario, para diferenciarse a diversos
linajes, las CT deben cambiar su perfil de expresion de factores transcripcionales, ambos,
regulacion transcripcional y regulacion epigenética juegan un rol fundamental en el
mantenimiento y control de la plasticidad del perfil transcripcional existente (Chen y Daley,

2008).

En las CT, los factores transcripcionales de pluripotencia trabajan junto con reguladores
epigenéticos para activar genes involucrados en el mantenimiento del estado pluripotente y
para reprimir los genes involucrados en el desarrollo. Aunque los genes que controlan la
diferenciacion estdn inactivos, se mantienen en estado potencialmente activo para su
transcripcion. En la diferenciacion, los factores de pluripotencia disminuyen, mientras los
genes requeridos para mantener la pluripotencia son silenciados (Fig. 3) (Wagner y

Cooney, 2009).

La inhibicién de genes somaticos por c-Myc parece ser importante en estadios tempranos,
pero no indispensable como los otros factores de transcripcién involucrados en la

reprogramacion como son OCT4, SOX2, KLF4 y NANOG (Abollo-Jiménez y cols., 2010).
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PLURIPOTENTE DIFERENCIADO

Figura 3.- Factores clave para la pluripotencia y la diferenciacion en células normales.
En este esquema se observa que en el estado pluripotente los reguladores epigenéticos y los
factores OCT4, SOX2 y NANOG activan a los genes relacionados con la pluripotencia e
inhiben a los del desarrollo, caso contrario a lo que sucede en los estados diferenciados en
donde los miARN’s suprimen a los factores de pluripotencia, siendo los reguladores
epigenéticos los encargados en activar a los genes relacionados al desarrollo e inhibir a los de
la pluripotencia (Chen y Daley, 2008).

Estos factores de transcripcion forman complejos multiméricos de proteinas que se unen al
DNA y de ese modo dirigen la correcta expresion temporal y espacial de genes
involucrados en el desarrollo. Este proceso conduce al establecimiento de asociaciones
funcionales con la combinacion preferentemente a la actividad individual de cada factor

(Ohtsuka y Dalton, 2008; Avilion y cols., 2003).

OCT4, SOX2 y c-MYC han sido reportados como factores importantes en la preservacion o

induccidn del sistema regulador de la autorenovacion y pluripotencia; SOX?2 participa en la
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autorenovacion y diferenciacion de células troncales (Peng y cols., 2014), y NANOG
mantiene la pluripotencia de las células troncales embrionarias y bloques funcionales de
diferenciaciéon (Chambers y cols., 2003), importantes mecanismos en la transformacion del

tumor, tumorogenicidad y metdstasis (Chiou y cols., 2008).

La expresion de NANOG ha sido estudiada en la regulacién de los heterodimeros de
OCT4/SOX2 en el cual este se une a los elementos octdmero/sox dentro de la region N-
terminal e induce su transcripcion (Mong-Lien, Shih-Hwa y Cheng-wen, 2013), estos dos
genes que forman heterodimeros son incrementados en CTC, lo cual aumenta su
caracteristica troncal regulada por NANOG (Mong-Lien, Shih-Hwa y Cheng-wen, 2013).
Estudios funcionales han demostrado que NANOG no solo es un marcador de CTE, sino
que promueve las caracteristicas de troncalidad en diferentes tipos de cancer (Mong-Lien,
Shih-Hwa y Cheng-wen W, 2013). OCT4, SOX2 y NANOG comparten una fraccion
sustancial de genes blanco, interesantemente, estos tres factores poseen retroalimentacion
autdloga (Mong-Lien, Shih-Hwa y Cheng-wen, 2013). Si bien la interacciéon de SOX2 y
OCT4 es determinada a través de cadenas laterales dentro del ADN fijando dominios, no
sucede asi con SOX2 y NANOG, en los que ocurre a través de secuencias afuera de los
dominios de fijacion del ADN, explicando la no dependencia del complejo OCT/SOX con

NANOG (Wei y cols., 2009).

Sin embargo, la interaccion de los genes y las proteinas entre NANOG es diversa y depende

de varios factores para su regulacion (Fig. 4) (Szklarczyk y cols., 2017).
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Figura 4.- Genes que participan en la regulacion de NANOG. En este esquema se observa que NANOG
interactia con diversos genes, que si bien se conoce su relacion, no se sabe de que manera participan en la
regulacion de sus proteinas (Szklarczyk y cols., 2017).

Se cree que NANOG activa a la transcripcion de SOX2-OCT4 y mantiene la
pluripotencialidad. Por otro lado, KLF4 acttia como activador transcripcional de NANOG y
es independiente al dimero OCT/SOX (Gong y cols., 2015; Santaliz-Ruiz y cols., 2014;
Nayarrr y cols., 2012; Wet1 y cols., 2009). Por lo tanto, la expresion controlada de KLF4
induce a la expresion de NANOG vy activa la cascada de la troncalidad (Zhang y cols.,

2010).

Experimentos in vitro han mostrado que la expresion de OCT4 no puede impedir la
diferenciacién de las células troncales inducidas. La activacion de KLF4 induce a SOX2

para el mantenimiento de las CT, demostrando que OCT4 por si solo no es capaz de
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mantener la pluripotencialidad y autorenovacién. KLF4 puede actuar como potencializador
del efecto de OCT4 y SOX2 para activar a NANOG; en ausencia de KLF4, OCT4 y SOX2
no pueden permanecer unidas al promotor de NANOG para regular su expresion y esto es

insuficiente para mantener las caracteristicas de troncalidad (Zhang y cols., 2010).

En modelos experimentales animales se ha estudiado la asociacién de los marcadores de
diferenciacion de células madre en conjunto (NANOG, SOX2 y OCT4) y se ha descrito que
promueven la formacion del carcinoma de células escamosas en epitelio de ratas (Donovan

y cols., 2013).

Es posible que SOX2 por si solo no esté asociado con la autorrenovacion celular,
carcinogénesis y el pronodstico de las lesiones tumorales, pero tedricamente estd involucrado
en la activacion de NANOG (Attramadal y cols. 2015, Watanabe y cols. 2014); de igual
manera en experimentos in vitro recientes, se ha demostrado que KLF4 es capaz de activar
a NANOG sin depender de SOX2 en IPS (Gong y cols., 2015; Santaliz-Ruiz y cols., 2014;

Nayarrr y cols., 2012; Wei y cols., 2009).

1.2 Cancer bucal

1.2.1 Epidemiologia del cancer bucal

Se estima que para el afio 2020 en el mundo habra 15 millones de casos nuevos de cancer
(Ferlay y cols., 2013). El céncer bucal se posiciona entre el lugar nimero 6° y 15° del total
de casos de cancer en el mundo dependiendo de la serie (Cancer Research UK, 2014; Scully
y Bagan, 2009; Warnakulasuriya y cols., 2003), siendo el carcinoma de células escamosas

el mds comun, representando alrededor del 90% de los casos (El-Naggar y cols., 2017;
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Warnakulasuriya, 2009; Curado y Hashibe, 2009); y se estima que representa el 5% de
todas las lesiones malignas del cuerpo (Warnakulasuriya, 2009; Karim-Kos y cols., 2008;

Frias-Mendivil y cols., 1997).

La incidencia de cancer bucal en el mundo es variable, en 2008 se reportaron 263,000
nuevos casos de CBCE y 128,000 murieron a causa de la enfermedad (Jemal y cols., 2011);
de estos, aproximadamente el 62% se presenta en paises en vias de desarrollo
(Krishnamurthy y cols., 2013; Warnakulasuriya 2010; Curado y Hashibe, 2009), pero
dependiendo de la region geografica y los hébitos sociales estas cifras son variables; asi, en
Asia, actualmente es el 3° tipo mds comin (Boyle y Ferlay, 2005), India reporté cifras
alrededor de 300,000 casos al afio (Krishnamurthy y cols., 2013), mientras que en China se
reportan aproximadamente 11,900 casos de CBCE cada afio y 5,000 sufren un desenlace
mortal (Ferlay y cols., 2004). La Union Europea, a diferencia de Asia, es una de las
regiones con menor incidencia de carcinoma de células escamosas en cabeza y cuello,
registrando cifras en 2014 de 67,000 casos nuevos (Boyle y Ferlay, 2005). En América del
Norte, el pais con el registro epidemioldgico més exacto es Estados Unidos de América, en
donde el numero de nuevos casos se ha estimado a 61,000 y 3000 muertes a causa de
CBCE, en 2016, cifras que muestran un aumento en comparacion con el afio 2013 con
41,380 casos nuevos y 7890 defunciones a causa de este (Jemal y cols., 2013; Harris y
cols., 2010), y en 2010 se registraron 49,260 casos y murieron 128,000, cifra mayor y en el
2002 se registraron 34,360 personas con la enfermedad (Siegel y cols., 2016; Jemal y cols.,

2010; SEEER 1975-2004).
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El céncer bucal es diagnosticado en etapas avanzadas en México y en el mundo (Tavares y
cols., 2016; Fang, 2013; Seoane y cols., 2012; McGurk y cols., 2005; Frias-Mendivil y
cols., 1997; Pisani y cols., 1999), esto implica el deterioro en la calidad de vida de los
pacientes en un 50-75% (Suarez-Cunqueiro y cols., 2008) y disminucién de la sobrevida a
los 5 afos; es decir, los que son diagnosticados en etapas tempranas tienen mayor
probabilidad de supervivencia a los 5 afios (80%) que aquellos diagnosticados en estadios
mas avanzados (15%) (Bose y cols., 2013; Jemal y cols., 2011; Warnakulasuriya, 2009;

Carvalho y cols., 2005).

En México, no existen datos sobre la incidencia y prevalencia del CBCE en la poblacion
general, aunque existen estudios que se acercan a estimaciones (Hernandez-Guerrero y
cols., 2013; Gaitan-Cepeda y cols., 2011; Meza y cols., 2009; Anaya-Saavedra y cols.,
2008; Gaitan-Cepeda 2007; DGA/SSA, 2002;). En este sentido, un estudio basado en el
seguimiento de una cohorte por un periodo de 24 afios (1979-2003) reporta que ocurrieron
15,576 muertes a causa de la enfermedad en nuestro pais (Anaya-Saavedra y cols., 2008),
ademas en el afio 2008, Globocan reporté que el 1.8% (127,604) de todas las neoplasias

malignas en México correspondian a CBCE (Ferlay y cols., 2010).

1.2.2 Etiopatogenia del cancer bucal

Se considera a las DEB’s como el resultado en la acumulacién de diversas alteraciones
genéticas que conllevan al desarrollo y progresion del CBCE (Scully y Petti, 2010; Supic y
cols., 2009; Scully y cols., 2008; Shamaa y cols., 2008). El proceso de carcinogénesis

implica multiples eventos, la iniciacion es el primer paso, en ésta se incluye una serie de
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eventos en donde un agente exdgeno o endégeno predispone a la célula escamosa para su

transformacién maligna (Supi¢ y cols., 2009; Scully y cols., 2008).

Las neoplasias malignas crecen mediante un proceso direccionado por miltiples
mutaciones celulares que condicionan el desarrollo de cdncer (Song y Grandis, 2006), ya
que a través de ellas se activan diversos protooncogenes que estimulan el crecimiento
desregulado; los genes supresores tumorales son alterados inactivdndose y propiciando a la

célula a una transformacion maligna (Song y Grandis, 2006; Califano y cols., 2000).

Las mutaciones producidas en el ADN afectan genes que interrumpen el control de
proliferacion y crecimiento. Las alteraciones epigenéticas incluyen la expresion y funcion
de las moléculas que regulan el control del ciclo celular de las células escamosas que se
manifiestan con una serie de cambios genéticos que van de una célula potencialmente

maligna a una maligna, dando lugar a carcinomas (Scully y Bagan, 2009).

1.3 Displasia epitelial bucal

El potencial de malignizacion esta determinado por el grado de displasia epitelial, lo cual se
traduce en una serie de trastornos de la maduracion epitelial y la alteracion de la
proliferaciéon celular, que en resumen se describen como cambios arquitectonicos y
celulares (Warnakulasuriya, 2010). Los cambios arquitectonicos se caracterizan por la
estratificacion irregular del epitelio, la pérdida de la polaridad de las células basales, los
procesos epiteliales gotosos, el incremento en el nimero de figuras mitdsicas, las mitosis
superficiales anormales, la disqueratosis y la presencia de queratinizacion individual,

mientras que los cambios citoldgicos incluyen al pleomorfismo celular y nuclear, la
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anisonucleosis, la anisocitosis, el incremento en el nimero y tamafio de nucléolos y figuras

mitdsicas atipicas (Fig. 4) (Warnakulasuriya y cols., 2008).

Criterios arquitectonicos Criterios citologicos

Perdida de la estratificacion Variaciones anormales del tamano nuclear
(anisonucleosis)

Perdida de la polaridad del estrato basal Variaciones anormales de la forma nuclear

(pleomorfismo nuclear)

Hiperplasia de la capa basal Variaciones anormales del tamaiio celular
(anisocitosis)
Procesos epiteliales en forma de gota Variaciones anormales de la forma celular

(pleomorfismo celular)

Incremento en el nimero de figuras mitosicas Perdida de la relacion nicleo-citoplasma

Presencia de mitosis en capas superiores Figuras mitosicas atipicas

Queratinizacion individual (disqueratosis) Incremento en el niumero y tamaiio de
nucléolos

Formacion de perlas de queratina Hipercromatismo

Figura 5. Criterios histopatologicos para el diagnéstico de displasia epitelial bucal.

(Warnakulasuriya y cols., 2008)

La determinacion diagndstica se realiza con el nimero y la combinacion de caracteristicas
citologicas o arquitecturales, no existe evidencia que indique cual de las caracteristicas
individuales puede estar asociada a un grado de displasia epitelial, tradicionalmente la
displasia se divide en 3 grados de severidad en base al nimero de tercios del epitelio
afectado, la leve puede ser definida por cambios limitados al tercio basal, la moderada por
la extension hasta el tercio medio y severa con cambios hasta el estrato superior; sin
embargo, la atipia citoldgica y arquitectural y la arquitectura de la interfaz del tejido

conectivo debe incrementar el grado de displasia (EI-Naggar y cols., 2017).
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Se ha sugerido que el carcinoma de células escamosas es precedido por una displasia

epitelial bucal y esto se ha puesto en evidencia a través de los siguientes postulados:

— Se ha observado que las DEB’s durante el seguimiento se convierten en CBCE.

— Alteraciones comtinmente encontradas en las DEB’s coexisten en los margenes de los
CBCE.

— Las DEB’s muestran alteraciones morfoldgicas y citolégicas que son observadas en
CBCE.

— Algunas alteraciones cromosomicas, genomicas y moleculares son encontradas en las

DEB’s y CBCE (Warnakulasuriya y cols. 2007).

Si bien el riesgo de transformacién maligna se asocia con el grado de displasia epitelial; se
han observado casos de displasia leve con transformaciéon maligna, y displasia severa, que

se ha mantenido sin desarrollar CBCE por periodos prolongados (Cowan y cols., 2001).

Considerando la subjetividad existente para un acuerdo intraobservador e interobservador,
en 2008 se propuso reducir el nimero de opciones diagndsticas de cuatro a dos utilizando
los términos “displasia epitelial bucal de bajo riesgo (DEB-BR)” que involucra lesiones que
no presenten displasia epitelial y las que sean cuestionables y leves; el término “displasia
epitelial bucal de alto riesgo (DEB-AR)” que incluye lesiones con displasia moderada,
severa y carcinomas in situ (Warnakulasuriya y cols., 2008; Kujan y cols., 2007). Con esta
clasificacion se aumenta el acuerdo de los observadores teniendo solamente dos grados de

displasia, y segun reportes las DEB’s de bajo riesgo describen un 15% de transformacién
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maligna, mientras que las de alto riesgo la presentan en hasta un 80% (Warnakulasuriya y

cols., 2008; Kujan y cols., 2007).

En relacién con las CTC, se ha identificado su presencia en el epitelio adyacente “sano” a
las neoplasias malignas. La alta proliferacion basal y suprabasal observada en algunos
epitelios también puede ser explicada por la existencia de CTC que no han perdido su
divisiéon asimétrica, pero han incrementado su rango de proliferacion debido a eventos
mutacionales (Gonzdlez-Moles y cols., 2013). Una posible explicaciéon en cuanto a la
progresién maligna de la displasia epitelial es que las células genéticamente alteradas
pudieran ser células transitorias amplificadas que conservan caracteristicas de célula troncal

pero con un menor poder de autorenovacion (Gonzélez-Moles y cols., 2013).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La displasia epitelial bucal representa un grupo de lesiones con un amplio espectro de
cambios citolégicos y arquitecturales que tienen mayor probabilidad de desarrollar céncer
que los tejidos aparentemente normales (El-Naggar y cols., 2016). En la actualidad, a pesar
de mudltiples estudios, no se han encontrado marcadores capaces de predecir la progresion

de una displasia epitelial a un carcinoma (Scully y Petti, 2010; Supic y cols., 2009).

La deteccion temprana del céncer bucal juega un papel fundamental en el prondstico,
calidad de vida y sobrevida del paciente; sin embargo, en nuestro pais y en la mayor parte
del mundo, el diagndstico sigue siendo tardio. En la actualidad, no existen marcadores

prondsticos de la transformacion maligna de la DEB.

Los biomarcadores de factores de troncalidad en células troncales cancerosas (SOX-2,
KLF4 y NANOG) han sido identificados en carcinomas de células escamosas de colon,
cuello uterino, pulmoén, es6fago y en laringe (Brcic y cols., 2012; Watanabe y cols., 2014;
Assadollahi y cols., 2015; Amini y cols., 2014; Liu y cols., 2013). En modelos animales in
vivo se ha inducido al epitelio de ratas con estas proteinas observdandose la formacién de
carcinomas de células escamosas (Palla y cols., 2015). Sin embargo, no se tiene
conocimiento sobre su papel en el cdncer bucal y la displasia epitelial bucal. El presente
estudio propone evaluar la expresion e intensidad inmunohistoquimica de los marcadores
de células troncales cancerosas SOX2, KLF4 y NANOG en DEB y CBCE utilizando como

control a tejido bucal normal.
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Los resultados del presente estudio podran ser de utilidad para la identificacién de lesiones
con alto riesgo de transformacién maligna, primer paso para la deteccién temprana y

tratamiento oportuno del cancer bucal.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Identificar la inmunoexpresién de SOX2, KLF4 y NANOG en muestras histoldgicas de
DEB, CBCE y mucosa bucal sana, y su posible asociacion con las caracteristicas clinicas e

histopatoldgicas.

3.2 Objetivos especificos

- Describir las caracteristicas demogréficas, clinicas e histopatolégicas de las muestras
con DEB y CBCE.

- Identificar la inmunoexpresiéon de SOX2, KLF4 y NANOG y determinar las posibles
diferencias entre la displasia epitelial bucal, el carcinoma de células escamosas y la
mucosa bucal sana.

- Describir el promedio de inmunoexpresion y la intensidad de las células positivas a los
marcadores de troncalidad y compararlo entre la DEB y CBCE, asi mismo con la DEB-

BR y la DEB-AR.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Diseiio del estudio
Estudio transversal, observacional y retrolectivo en el que se analizaron bloques de parafina
correspondientes a trastornos potencialmente malignos, carcinoma bucal de células

escamosas y mucosa bucal sana, obtenidos del archivo del Laboratorio de Histopatologia

Bucal de la UAM-X durante el periodo 1979 a 2015.

4.2 Criterios de inclusion
e Casos de displasia epitelial bucal con diagnéstico clinico de trastornos
potencialmente malignos provenientes del Laboratorio de Histopatologia Bucal de
la UAM Xochimilco en el periodo 1979-2015.
e Casos de carcinoma bucal de células escamosas provenientes del Laboratorio de

Histopatologia Bucal de la UAM Xochimilco en el periodo 1979-2015.

4.3 Criterios de exclusion

e (asos en los que no se encontro el bloque.

4.4 Criterios de eliminacion
e Casos que posterior a su reevaluaciéon presentaron un diagndstico histolégico
diferente de las entidades a estudiar.
e Muestras que no contaron con suficiente tejido representativo de la lesion para

poder realizar las pruebas de inmunohistoquimica.
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e Muestras que después de realizar la técnica de inmunohistoquimica sufrieron algin

dafio que no permitié su evaluacion.

4.5 Procedimientos de laboratorio

4.5.1 Evaluacion de los casos

Todos los cortes histolégicos tefiidos con H-E fueron evaluados para confirmar el
diagnodstico y reclasificarlos en DEB y CBCE. Por su comportamiento bioldgico y grado de
diferenciacién, los CBCE se agruparon en: bien diferenciados (CBCE-BD),
moderadamente diferenciados (CBCE-MD) y poco diferenciados (CBCE-PD) de acuerdo
con los criterios de clasificacion vigentes, evaluando el parecido y nivel de diferenciacion
celular (Lindenblatt y cols., 2012). Las displasias epiteliales se clasificaron segin los
cambios citolégicos y arquitecturales observados en tercios del epitelio afectado, en donde
displasia leve correspondi6 a la alteracién del primer tercio, la moderada a la afeccion de
dos tercios y la severa en donde se involucraron los tres tercios, sin embargo, en los casos
donde se observd marcada atipia celular se clasifico con el grado superior inmediato. Asi
mismo al obtener la clasificaciéon de la OMS, se empleé el sistema binario en donde la
displasia epitelial bucal de bajo riesgo (DEB-BR) incluy6 a las displasias leves y la
displasia epitelial bucal de alto riesgo (DEB-AR) incluy6 aquellas con displasia moderada,

severa y carcinoma in situ (Warnakulasuriya y cols., 2008).

4.5.2 Técnica de inmunohistoquimica
La técnica de inmunohistoquimica se realizé en el Laboratorio de Biologia Molecular y

Biotecnologia del Instituto Nacional de Cancerologia de la Ciudad de México, utilizando el
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equipo automatizado VENTANA (Automated IHC/ISH Slide Staining System). Se
utilizaron anticuerpos primarios monoclonales, para NANOG (anti-NANOG, conejo,
SIGMA-ALDRICH) en una dilucién de 1:50, SOX2 (anti-SOX2, cabra, SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY) en 1:100 y KLF4 (anti-KLF4, conejo, Abcam) en 1:200. Se
realizaron cortes de 2 um de espesor y se montaron en laminillas electrocargadas (Kling-On
Slides, Biocare-medical®, USA) para posteriormente ser incubados con los anticuerpos
primarios. El revelado de las reacciones fue mediado por el cromédgeno
3,3'diaminobencidina, las secciones se contratifieron con hematoxilina sin alcohol. Para
garantizar la especificidad de los anticuerpos, se realizaron ensayos omitiendo el anticuerpo
primario como control negativo y, por cada laminilla evaluada, se utiliz6 un control

positivo de epitelio bucal sano.

4.5.3 Analisis inmunohistoquimico
La descripcion del andlisis inmunohistoquimico en las lesiones con diagndstico histolégico
de mucosa normal, hiperqueratosis con displasia epitelial de bajo y alto riesgo, y carcinoma

bucal de células escamosas se realizé como se describe a continuacion.

4.5.3.1 Inmunomarcadores SOX2 Y KLF4

Célula positiva: reaccion Unicamente nuclear; reacciéon conjunta nucleo-citoplasma fue
considerada negativa como lo descrito en estudios previos (Brcic y cols., 2012; Yuan y
cols., 2010; Gopalan y cols., 2009).

Forma de evaluacion: la expresion de SOX2 y KLF4 fue realizada en cuatro dreas
representativas de cada caso. El porcentaje de expresion celular se calcul6 mediante el uso

de microscopio Optico que permitid observar y tomar fotografias de las dreas
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representativas de la lesion. Todas las células fueron cuantificadas mediante el uso de
fotomicrografias tomadas a 40X en cada campo. La imagen se transfiri6 al programa
IMAGE-J 1.45 para realizar el conteo celular, iniciando en la esquina superior izquierda
siguiendo un mismo orden y culminando en la esquina superior derecha. Para la recoleccién
de los datos, se calcul6 el porcentaje de expresion que se obtuvo dividiendo el ndmero de
nicleos positivos entre el total de nicleos celulares multiplicado por cien (Bologna-Molina

y cols., 2011).

4.5.3.2 Inmunomarcador NANOG

Célula positiva: reaccion nuclear y citoplasmadtica; reacciones unicamente nucleares o
citoplasmaticas fueron consideradas negativas como lo descrito en estudios anteriores, ya
que la proteina de NANOG tiene una capacidad transmembranal (Habu y cols., 2015;
Watanabe y cols., 2014).

Forma de evaluacion: la expresion de NANOG fue realizada en cuatro areas representativas
de cada caso. El porcentaje de expresion celular se calcul6 mediante el uso de microscopio
optico, que permitié observar y tomar fotografias de las dreas representativas de la lesion.
Todas las células fueron cuantificadas mediante el uso de fotomicrografias tomadas a 40X
en cada campo. La imagen se transfirio al programa IMAGE-J 1.45 donde y se realizo el

calculo de la manera descrita anteriormente (Bologna-Molina y cols., 2011).

4.5.3.3 Intensidad de la inmunoexpresion
Para todos los inmunomarcadores se evalud la intensidad del marcador por medio de
cruces. Se asigné una cruz (+) para una intensidad de inmunomarcaje leve, dos cruces (++)

para moderada y tres cruces (+++) para intensa, tomando como referencia la intensidad
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expresada por linfocitos o células endoteliales adyacentes (+++), y compardndolas con la
expresion nuclear (SOX2 y KLF4) y nuclear/citoplasmatica (NANOG) de los marcadores a

estudiar (Habu y cols., 2015).

4.6 Variables

4.6.1 Dependientes
Displasia epitelial (bajo riesgo / alto riesgo)
Carcinoma bucal de células escamosas (bien diferenciado / moderadamente diferenciado /

pobremente diferenciado)

4.6.2 Independientes

Porcentaje e intensidad del inmunomarcaje de NANOG, SOX2 y KLF4

4.6.3 Co- variables

Edad, sexo, caracteristicas clinicas e histopatolégicas

4.7 Analisis estadistico:

Los datos de la ficha de recoleccion fueron codificados y capturados utilizando el software
SPSS Statistics versién 21.0 (IBM®). Se obtuvieron proporciones para las variables
categoricas. Se calcularon medidas de tendencia central (medias y medianas) y de
dispersion (desviacién estdndar y cuartiles) para describir las variables continuas. Para
comparar los porcentajes de la expresion de los marcadores en el conteo celular de los

grupos se realizd un andlisis de varianza (ANOVA). Las posibles asociaciones entre
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variables categéricas y nominales fueron estudiadas a través de la prueba de Chi cuadrada
y/o prueba exacta de Fisher, cuando fue necesario. La distribucion de variables ordinales

fue analizada con la prueba U-Mann Whitney. El nivel de alfa se establecié en < 0.05.

4.8 Consideraciones bioéticas

En consideracion del articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud, este estudio puede clasificarse dentro del grupo de
investigaciones sin riesgo, ya que de acuerdo a dicho articulo estos son estudios que
emplean técnicas y métodos de investigacion documental retrospectivos y en los que no se
realiza ninguna intervencién o modificacion intencionada en las variables fisioldgicas,
psicoldgicas y sociales de los individuos que participan en el estudio, entre los que se
consideran cuestionarios, entrevistas, revision de expedientes clinicos y otros, en los que no

se les identifica ni se tratan aspectos sensibles de su conducta.

El presente estudio representa un beneficio debido a que la informacién clinica y las
muestras incluidas en €l se encuentran bajo resguardo del Laboratorio de Patologia y
Medicina Bucal de la UAM-Xochimilco y el riesgo para los pacientes es inexistente. Asi
mismo, de acuerdo con el articulo 16 de la Constitucion Politica de los Estados Unidos
Mexicanos toda persona tiene derecho a la proteccion de sus datos personales, se asegura la
confidencialidad de los datos clinicos de las muestras de los pacientes involucrados en el
estudio, los cuales solo se utilizardn con fines estadisticos y no podré relacionarse con ellos

de ninguna manera.
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S. RESULTADOS

Se incluyeron 83 casos de DEB y CBCE recibidos en el Laboratorio de Histopatologia de la
UAM Xochimilco (1979-2015); once se excluyeron por no contar con suficiente muestra
tisular para el estudio, por lo que 72 casos constituyeron la muestra final (40/55.5%
hombres, con una mediana de edad de 60.5 [Q1-Q3: 48.2-72.7] afios). Cuarenta y tres de
ellos correspondieron a displasia epitelial (59.7%) y 29 (40.3%) a carcinoma escamocelular

bucal.

El cuadro 1 muestra las caracteristicas demogréficas y clinicas por tipo de lesion. No se
encontraron diferencias con relacion a sexo y edad entre los grupos, ya que la proporcion
H:M en DEB fue de 1.1:1 y en el CBCE, de 1.4:1. La mucosa yugal fue la localizaciéon mas
frecuente en la DEB (32.6%), en contraste con el borde lateral de la lengua, que resulto el
sitio mds afectado en el cdncer bucal (55.2%) (p=0.018). Asimismo, las lesiones de
displasia epitelial bucal fueron asintomaticas en el 67.4% de los casos, en contraste con el

75.9% de los carcinomas bucales que presentaron dolor y/o ardor (p<0.001).

En el cuadro 2 se describen las caracteristicas histopatoldgicas de la displasia epitelial bucal
de acuerdo con su riesgo de transformacion maligna. De las 43 DEB, 20 (46.5%) fueron
catalogadas como bajo riesgo y 23 (53.5%) de alto riesgo. Los procesos epiteliales en forma
de gota fueron hallazgos frecuentes en ambos grados de displasia. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos tipos de DEB y la proporcién de
casos con pérdida de la estratificacion (p=0.465), pérdida de la polaridad del estrato basal

(p=0.082), procesos epiteliales en forma de gota (p=0.052), queratinizacién individual
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(p=0.058), perlas de queratina (p=0.359) o el nimero de mitosis por campo (p=0.410). El
95% de las DEB-BR presentaron pleomorfismo leve sin pérdida de la cohesion, en
contraste con el 87% de las DEB-AR en las que se identificé pleomorfismo moderado a

severo (p<0.001) y pérdida de la cohesién en el 30.4% (p=0.008).

En cuanto a las muestras correspondientes a CBCE, 18 de los 29 casos (62%) fueron
clasificados histologicamente como bien diferenciados, siete (24%) moderadamente
diferenciados y cuatro (14%) pobremente diferenciados. Cuando se compararon las tres
categorias histopatologicas de CBCE se observé un aumento gradual en la proporcién y
severidad de pleomorfismo celular (p=0.039), asi como en la disminucién del grado de
queratinizacion relacionado con la desdiferenciacion de la neoplasia (p=0.003). El patron
de invasion tumoral observado en el CBCE-BD y MD fue sélido en la mayoria de los
casos, en contraste con la invasion en cordones observada en el CBCE-PD (p=0.014). Por
otro lado, la pérdida de la cohesion celular fue una caracteristica presente en el CBCE-MD
(29%) y el CBCE-PD (50%), a diferencia del CBCE-BD, que no presentd esta

caracteristica (p=0.014) (Cuadro 3).

Analisis inmunohistoquimico de los marcadores

De manera interesante, se observd alto porcentaje de inmunoexpresion de los marcadores
seleccionados en el estudio en los 43 casos de DEB ([SOX2: 38/88.3%] [KLF4: 40/93%]
[NANOG: 34/79.1%) y los 29 CBCE ([SOX2: 24/82.7%] [KLF4: 29/100%] [NANOG:
25/86.2%]). Al analizar la inmunoexpresion en las 10 muestras de mucosa bucal sana, siete

resultaron positivas a SOX2 (70%), diez a KLF4 (100%) y cuatro a NANOG (40%).
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En el cuadro 4 se muestra la media de los promedios de inmunoexpresion en los casos
positivos a los marcadores estudiados. La inmunoexpresion de KLLF4 fue significativamente
mayor en los casos de DEB en comparaciéon con los de CBCE (75.7 vs. 64.8
respectivamente) (p=0.034); en contraste SOX2 y NANOG no mostraron diferencias
significativas. Tampoco se encontraron diferencias en la inmunoexpresion de SOX2 y
KLF4 entre la DEB-BR y la DEB-AR. En contraste, el promedio de inmunoexpresién de
NANOG en la DEB de alto riesgo fue significativamente mayor (15.9 + 11.9) que en la
DEB de bajo riesgo (9.9 + 18.5) (p=0.006). En la mucosa bucal sana las medias de
expresion en los casos positivos a cada inmunomarcador fueron de 41.2% (+ 10.3) para

SOX2, 42.4% para KLF4 (+ 9.9) y 6.2 para NANOG (+ 2.48).

Intensidad del inmunomarcaje

Con relacion a KLF4, el 43.9% (18/41) de las DEB presentaron fuerte inmunomarcaje, en
contraste con el 3.7% encontrado en el CBCE (p<0.001). Al analizar los distintos grados de
displasia epitelial, se identific6 que la mayor parte de la DEB-BR (57.9%) presentaron
fuerte inmunomarcaje a esta proteina, que en los casos de DEB-AR se observé fuerte en el

31.8% (7/22, p<0.001) (Cuadro 5).

Las proteinas SOX2 y NANOG no mostraron diferencias entre la intensidad de marcaje y el
tipo de lesion; sin embargo, vale la pena resaltar que el inmunomarcaje fuerte para SOX-2
se observo en 52.5% de las DEB (20/38), en contraste con el 33% de los CBCE (7/21)
(p=0.313). En las muestras de mucosa bucal sana analizadas, el KLF4 se identificé con
inmunomarcaje fuerte en mas de la mitad de los casos (60%), y en solo 10% para SOX2 y

NANOG.
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Cuadro 1. Caracteristicas clinicas y demogréficas en 43 muestras de carcinoma bucal de células
escamosas (CBCE) y 29 casos de displasia epitelial bucal (DEB).

DEB CBCE
Caracteristicas (n=43) (n=29) P
n (%) n (%)

Sexo

Femenino 20 (46.5) 12 (41.4) 0.810°

Masculino 23 (53.5) 17 (58.6) '
Mediana de edad (Q1-Q3) aios 56 (45-71) 65 (50-75) 0.095°
Localizacion

Borde lateral de lengua 9 (20.9) 16 (55.2)

Dorso de lengua 1 (2.3) 0 (0.0

Vientre de lengua 3 (7.0 1 (3.4

Labio (superior e inferior) 3 (170 1 (349

Piso de boca 0 (0.0 1 (3.4 0.0182

Paladar duro 2 (4.7 4 (13.8)

Paladar blando 1 (2.3) 0 (0.0

Encia 10 (23.3) 5 (17.2)

Mucosa yugal 14 (32.6) 1 (3.4
Sintomatologia

Ninguna 29 (67.4) 5 (17.2)

Dolor 10 (23.3) 22 (75.9) a

Ardor 4 (93) 2 (69 <0.001

Q1-Qs: intervalo intercuartilar; ® X?; °U-Mann-Whitney.
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Cuadro 2. Caracteristicas histopatoldgicas de los 43 casos de displasia epitelial bucal de acuerdo al
riesgo de transformacion maligna

DEB-BR DEB-AR
Caracteristicas (n=20) (n=23) P
n (%) N (%)

Numero de mitosis/campo (40X)

0-1 12 (60.0) 10 (43.5)

23 8 (40.0) 12 (522) 0.410¢

4-5 0 (0.0 I (43)
Pleomorfismo

Leve 19 (95.0) 3 (13.0) a

Moderado 1 (50 18 (783) <0.001

Severo 0 (0.0 2 (8.7
Pérdida de la estratificacion

Si 19 (95.0) 23 (100) b
Pérdida de la polaridad del estrato basal

Si 7 (35.0) 14 (60.9) 0.082"

No 13 (65.0) 9 (39.1) :
Procesos epiteliales en forma de gota

Si 15 (75.0) 21 (91.3) 0.152"

No 5 (25.0) 2 (08.7) :
Pérdida de la cohesion

Si 0 (0.0 7 (30.4) b

No 20 (100) 16 (69.6) 0.008
Perlas de queratina

Si 1 (5.0 3 (13.0) b

No 19 (95.0) 20 (87.0) 0.359
Queratinizacion individual

Si 2 (10.0) 8 (34.8) 0.058"

No 18 (90.0) 15 (65.2) :

DEB-BR=displasia epitelial de bajo riesgo; DEB-AR=displasia epitelial de alto riego; *X?, "Prueba exacta de
Fisher
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Cuadro 3. Caracteristicas histopatoldgicas de los 29 carcinomas bucales de células escamosas por
grado de diferenciacion.

CBCE-BD CBCE-MD CBCE-PD
Caracteristicas (n=18) (n=7) (n=4) P
n (%) n (%) n (%)
Numero de mitosis/campo (40X)
0-1 9 (50.0) 1 (14.3) 1 (25.0)
2-3 8 (44.4) 6 (85.7) 2 (50.0) 0.111¢
>4 1 (5.6) 0 (0.0 1 (25.0)
Pleomorfismo
Leve 3 (16.7) 0 (0.0 0 (0.0
Moderado 15 (83.3) 5 (71.3) 1 (25.0) 0.039¢
Severo 0 (0.0 2 (28.6) 3 (75.0)
Grado de queratinizacion (%)
<25 0 (0.0 2 (28.6) 2 (50.0)
25-50 4 (22.2) 4 (57.1) 2 (50.0) 0.003“
>50 14 (77.8) 1 (14.3) 0 (0.0
Patron de invasion
Solido 18 (100) 5 (71.2) 2 (50.0) 0.014
Cordones 0 (0.0 2 (28.6) 2 (50.0) :
Pérdida de la cohesion
No 18 (100) 5 (71.2) 2 (50.0) 0.014
Si 0 (0.0 2 (28.6) 2 (50.0) :

CBCE-BD=carcinoma bucal de células escamosas bien diferenciando; CBCE-MD=carcinoma bucal de células
escamosas moderadamente diferenciando; CBCE-PD=carcinoma bucal de células escamosas pobremente
diferenciado. X>.
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Cuadro 4. Promedio de inmunoexpresion de los casos positivos a los diferentes marcadores estudiad

SOX2 KLF4 NANOG
Media (= DE) Media (+DE) Media (=1
CBCE 46.2 (£34.7) _ b 64.8 (£23.7) . a 18.6 (#1:
DEB 51.0 (£26.1) P=0.653 75.7 (£16.8) P=0.034 13.1 (£1:
DEB-BR 54.7 (£24.5) b 74.7 (£22.0) u 9.9 (£1
DEB-AR 47.7 (£27.7) P=0.665 76.6 (£10.0) P=0.091 15.9 (%1

CBCE=carcinoma bucal de células escamosas; DEB=displasia epitelial bucal; DEB-BR=displasia epitelial bucal de
AR=displasia epitelial bucal de alto riesgo; + DE: desviacién estdndar; >= ANOVA; "= Kruskal-Wallis.



Cuadro 5. Intensidad de inmunoexpresion de las proteinas KLF4 y NANOG en displasia epit

cancer bucal.

KLF4 NANOG

Débil Moderada Fuerte Débil Moderada Fue

n (%) n (%) n ( %) n (%) n ( %) n

CBCE 11 (40.7) 15 (55.6) 1 (3.7 7 (28.0) 12 (48.0) 6

DEB 2 (49 21 (51.2) 18 (43.9) 8 (229 16 @457 11 ¢
P=0.0012 P=0.797%

DEB-BR 1 (5.3) 7 (36.8) 11 (57.9) 5 (31.3) 8 (50.0) 3

DEB-AR 1 (4.5 14 (63.6) 7 (31.8) 3 (15.8) 8 (42.1) 8
P <0.0012 P=0.546"

CBCE=carcinoma bucal de células escamosas; DEB=displasia epitelial bucal; DEB-BR=displasia epitelial bu
bajo riesgo; DEB-AR=displasia epitelial bucal de alto riesgo; =y>



6. DISCUSION

El presente estudio muestra que tanto la displasia epitelial como el cancer bucal presentan
alta positividad de los inmunomarcadores de pluripotencia SOX2, KLF4 y NANOG. En la
DEB-AR un mayor nimero de células resulta positiva al marcador NANOG en
comparacion con la DEB-BR (p=0.006). KLF4 es el tnico marcador que muestra
diferencias entre DEB y CBCE, resultando significativamente mayor su positividad en la
displasia epitelial, que en el cincer bucal (p=0.034), asimismo al evaluar la intensidad del
marcaje de KLF4, el 95% de las DEB presentan intensidad moderada/fuerte, en contraste
con el 59% de los casos de cancer (p=0.001). La displasia de bajo riesgo muestra intensidad
fuerte en un numero significativamente mayor de casos (57.9%) que la de alto riesgo
(31.8%), observando una tendencia a la pérdida de la expresion de KLF4 conforme

aumenta la transformacion maligna.

En cuanto a la displasia epitelial bucal, algunos estudios informan que las tasas de
incidencia son mayores en mujeres que en hombres (2.2:1) (Pindborg y cols., 1968;
Silverman y Rozen, 1968), sin embargo, los resultados del presente estudio (1.1:1)
concuerdan con informes que reportan razones H:M de 1.1:1 a 1.2:1 (Kaur y cols., 2014;
Thomas y cols., 2008; Chung y cols., 2005; Scheifele y cols., 2003; Schepman y cols.,
1998). La razén H:M varia de acuerdo con la region geogréfica, por ejemplo, en estudios
realizados en Hungria (H:M=2.6:1) y la India (H:M=2:1), son mads elevados debido
principalmente al uso de otros tipos de carcindgenos como el tabaco masticable y la nuez
de betel, entre otros (Jhonson y cols., 2000; Gupta y cols., 1980; Banéczy, 1977; Mehta y

cols., 1972).
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En cuanto al sitio mds frecuentemente afectado por la DEB, la mucosa yugal ocupa el
primer lugar (32%) en el presente estudio, en congruencia a lo observado en San Francisco,
EUA (54%), Taiwén (63%) e India (41%) (Gopinath y cols., 2016; Lee y cols., 2006;
Silverman y cols., 1984). En otras regiones de Asia el borde lateral de la lengua ha sido
reportado como el mds comun (Khanal y cols., 2017), mientras que, en reportes
provenientes de Espafia y Alemania, la encia es el sitio de predilecciéon (Granero y cols.,
2017; Scheifele y cols., 2003). Estas variaciones probablemente estdn en relaciéon con el
sitio de la mucosa bucal que entra en contacto con los carcindgenos como lo que sucede en
Sri Lanka, donde la mayoria de los casos (40%) se presenta en la mucosa bucal debido a
que la nuez de betel tiene mayor contacto con este sitio (Ministry of Health. National

Cancer Control Programme, Sri Lanka. 2005).

La edad y el sexo de los casos de CBCE del estudio concuerdan con los datos reportados en
diversos estudios a nivel internacional (Jhonson y cols., 2011; SEER. Cancer statistics,
2004; Diaz y cols., 2003; Sieczka y cols., 2001; Chhetri y cols., 2000) y en México
(Hernandez-Guerrero y cols., 2013; Meza y cols., 2009; Frias-Mendivil y cols., 1997). Mas
de la mitad de los casos de CBCE se encuentran en hombres, con una razén H:M de 1.4:1,
similar a la descrita en un analisis retrospectivo del Hospital General de la Ciudad de
Meéxico, 1990-2008 (Hernandez-Guerrero y cols., 2012), y comparable al 1.5:1 reportados
en estudios multicéntricos (Warnakulasuriya, 2010; Moore y cols., 2000), asi como en el
Registro Histopatologico de Neoplasias Malignas del 2002 (RHNM) del INCan (DGA/SSA
2002) y registros previos de 1985-1992 (Frias-Mendivil y cols., 1997), demostrando que no
hubo variacién en la proporcion H:M con el paso de los afios. En México, un andlisis

retrospectivo sobre mortalidad de cancer bucal (1979-2003) (Anaya-Saavedra y cols.,
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2008), mostré una proporcion H:M de 2:1 coincidiendo con la reportada por Meza y cols.
(2009) en el periodo de 1997-2001, y en un estudio de 40 afos en Israel (Zini y cols.,
2010). La informacién de la Agencia Internacional de Investigacién en Céancer (IARC, por
sus siglas en inglés) en 2008, para cdncer bucal en el mundo, reporta una relaciéon H:M de
2.9:1 (Ferlay y cols., 2015), esta proporciéon se ha explicado por la mayor exposicién a
factores de riesgo (tabaco y alcohol) en los hombres en diversas partes del mundo
(Warnakulasuriya y cols., 2009) incluido México (Olaiz y cols., 2003). Adicionalmente, los
datos del laboratorio de Histopatologia Bucal de la UNAM (Gaitan-Cepeda y cols., 2011),
muestran una relacion 1:1, aunque actualmente no se cuenta con datos epidemioldgicos que

apoyen estos resultados.

El sitio més afectado por CBCE en nuestro estudio es el borde lateral de lengua, similar a lo
observado en diferentes estudios realizados en paises como Estados Unidos de América,
Japon, Inglaterra, Holanda y Portugal, con frecuencias que van del 30 al 50% (Van Dijk y
cols., 2016; Yoshihama y cols. 2016; Ali y cols.,, 2016; Tavares y cols., 2015;
Weatherspoon y cols., 2015; Zini y cols., 2010; Warnakulasurya y cols., 2009; Gorsky y
cols., 2004; Shibosky y cols., 2000). En México, la lengua también es el sitio de
predileccion del CBCE [Herndndez-Guerrero y cols., 2013 (44.7%); Gaitan-Cepeda y cols.,

2011 (42%); Meza y cols., 2009 (30.6%); Anaya-Saavedra y cols., 2008 (46%)].

Con respecto a la histopatologia, dos terceras partes (62.1%) de los casos de CBCE
corresponden a carcinomas bien diferenciados, resultados que coinciden con la mayoria de
las series en el mundo, con frecuencias que varian del 42% (Ali y cols., 2016) al 50.6%

(Jagannatha y cols., 2005). Sin embargo, en el estudio realizado por Hernandez-Guerrero y
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cols. (2013), se ha mencionado al CBCE-MD como el mas comun en alrededor del 60%
(Hernandez-Guerrero y cols., 2013; Frias-Mendivil y cols., 1997) coincidiendo con otros

paises (Paymaster y cols., 1956; Son y Kapp, 1985).

Como era de esperarse, la DEB-AR presenta mayor proporcién de pleomorfismo y pérdida
de la cohesion en comparacién con la DEB-BR, cambios celulares considerados como los
primeros pasos para la transformacion maligna (Warnakulasuriya y Ariyawardana, 2016;

Scully, 2011).

Un hallazgo relevante del presente estudio fue la elevada inmunoexpresion de SOX2, KLF4
y NANOG tanto en DEB como en CBCE; frecuencias que también se presentan altas en la
mucosa bucal normal. Lo anterior puede explicarse debido a que estos marcadores se
expresan generalmente en etapas tempranas del desarrollo y pueden presentarse tanto en
tejido sano como alterado y disminuyen progresivamente acorde al proceso carcinogénico,
este fenomeno puede explicar los hallazgos del presente estudio (Fu y cols. 2015, Gong y

cols. 2015, Chen y cols. 2008).

El marcador KLF4 se encuentra en un alto porcentaje en todas las muestras estudiadas,
debido al importante papel que tiene en la maduracién y diferenciacion celular, por lo que
es capaz de expresarse en capas basales y suprabasales (Yoshihama y cols., 2016; Shibata y
cols., 2015; Fu y cols. 2015, Evans y cols. 2008; Shields y cols. 1996) regulando el ciclo

celular, y manteniendo la homeostasis de las células epiteliales (Rowland y cols. 2006).
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La expresion de KLF4 en todos los casos de CBCE es comparable con la encontrada en un
estudio en Japdén, en donde se registré en 91.2% (Shibata y cols., 2015). De manera
interesante, el promedio de expresion de KLF4 en las muestras de CBCE del presente
estudio es significativamente més baja que la expresada en la DEB (p=0.034). Hallazgos
comparables se observaron en muestras de carcinoma nasofaringeo con expresiéon menor de
KLF4 que la observada en tejido hiperpldsico y tejido sano (Liu y cols. 2013). Es probable
que la expresion de KLF4 disminuya a medida que aumenta la transformacion maligna
debido a que KLF4 es un regulador de la diferenciacion celular en epitelio sano (Abrigo y

cols., 2014; Paparella y cols. 2015; Chen y cols., 2001).

Por otra parte, la media de expresion de KLLF4 en CBCE en el presente estudio es de 64.8%,
comparable al 71.9% encontrado en otro estudio realizado en Japén (Yoshihama y cols.,
2016), en el que ademds se encontr6 una relacion inversamente proporcional entre la
positividad e intensidad de expresion de KLLF4 con la presencia de metéstasis ganglionares
regionales (p=0.003) y a distancia (p=0.014). Nuestros casos de DEB mostraron marcajes

mads intensos que el CBCE (p=0.001), lo cual corrobora los hallazgos mencionados.

Shibata y cols. (2015), compararon la expresion de KLF4 en los diferentes grados de
CBCE, encontrando significativamente mas alto en CBCE-BD (p<0.005); las células que
expresan KLLF4 conservan sus propiedades epiteliales, por lo que se ha sugerido que KLF4

suprime la desdiferenciacion de los tumores (Chen y cols., 2001).

De igual manera, la sobreexpresion de KLF4 en cancer de colén se ha asociado con la

inhibicion de invasion y migracion celular y con tejido no tumoral gastrico, mientras que su
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baja expresion en carcinoma de mama se ha relacionado con un alto indice de recurrencia,
efecto de la supresién tumoral regulada por p21 (Nagata y cols., 2014; Asadi y cols., 2014;

Rowland y cols., 2005; Dang y cols. 2003).

En la DEB la media de expresion de KLF4 es mayor que en el CBCE, lo que puede deberse
a que KLF4 disminuye en relacion directa con la desdiferenciacion celular, la pérdida de la
expresion epitelial y la transicion epitelio-mesenquimal en CBCE (Yamaguchi y cols.,
2016; Shibata y cols., 2015); ademas, diferentes estudios en modelos murinos reportan que
al suprimir KLF4 y exponer la mucosa a carcindgenos, se promueve la proliferacion y
desdiferenciacion en las células epiteliales (Abrigo y cols., 2014, Paparella y cols. 2015), lo

cual pudiera explicar los hallazgos del presente estudio.

El marcador SOX2 no muestra diferencias entre la mucosa bucal normal, la DEB y el
CBCE. En estudios recientes como el de Fu y cols. (2015) y Qiao y cols. (2014), se
encontré una mayor expresion de SOX?2 en las células adyacentes al CBCE, y en la mucosa
normal utilizada como control, por lo que se ha sugerido como probable marcador de
cambios moleculares tempranos; sin embargo, esto no pudo ser replicado en el presente

estudio.

Respecto al marcador NANOG, el promedio de inmunoexpresion es significativamente
mayor en la displasia epitelial de alto riesgo que en la de bajo riesgo (15.9 vs. 9.9,
p=0.006). Aunque no es estadisticamente significativo, la media de inmunoexpresion fue
mayor en el cancer bucal (18.6) que en la DEB (13.1). Es probable que el reducido tamafio

muestral no nos permita observar mds diferencias. Sin embargo, se sabe que NANOG
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pudiera contribuir a la tumorogénesis por medio de la autorrenovacién celular, un
mecanismo relacionado al papel que desempeia en las células troncales embrionarias (Sun
y cols., 2015); se ha sugerido que NANOG es decisivo para mantener la pluripotencia en la
fase final de la reprogramacién, cuando otros factores (OCT4, SOX2 y KLF4) estdn ya

presentes (Silva y cols., 2009).

Por otra parte, la menor expresion de KLF4 y mayor de NANOG en CBCE del presente
estudio pudiera ser explicado por el hecho de que KLF4 funciona como promotor inicial de
los mecanismos de troncalidad y su expresion se pierde conforme avanza la carcinogénesis;
ademds NANOG, al tener una retroalimentacion positiva ya no necesita de KLF4 para

iniciar la cascada de la troncalidad, apoyando asi la teoria de las CTC.

Una de las principales debilidades del presente estudio es su carédcter retrolectivo y
transversal, ya que la transformacién maligna es un proceso lento y progresivo que debe ser
estudiado en cohortes de pacientes con lesiones potencialmente malignas. Asimismo, el
tamafo de muestra reducido constituye una limitante para el estudio de factores de riesgo
asociados con el desarrollo de cancer. Sin embargo, dada la baja frecuencia de estas
lesiones, y las dificultades del seguimiento a largo plazo, la estrategia metodoldgica
empleada, aunque no es la ideal, representa una alternativa ttil para estudiar entidades de

baja incidencia.

En este sentido, la realizacion de estudios multicéntricos pudiera representar una estrategia

adecuada, asi como el andlisis concomitante de paneles completos de marcadores
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moleculares relacionados a las CTC (CD24, CD44, CD131, ALDHI, LIF1, c-Myc entre

otros) relacionados con la transformacién maligna.

El presente estudio puede constituir el inicio de la exploracion de estos marcadores y ser el

punto de partida para la generacion de diferentes estudios con otros factores que participan

en el proceso de transformacién maligna de las células.
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7. CONCLUSIONES

El marcador de pluripotencia KLF4 tuvo mayor expresion en la DEB que en el CBCE, lo
cual sugiere que KLF4 disminuye en células malignizadas, convirtiéndolo en un marcador

de cambios en etapas tempranas del proceso carcinogénico.

La mayor expresion de NANOG en las DEB-AR en comparacién con las DEB-BR, es
indicador del aumento en la actividad celular, si bien esto no se consiguié en el CBCE a
comparacion de la DEB, el comportamiento en cuanto a la mayor expresion conforme

avanza el proceso carcinogénico es un papel que necesita ser aclarado.

KLF4 se expresa como un marcador de diferenciacion epitelial e inhibidor del proceso
carcinogénico, a su vez NANOG como un marcador de transformacién maligna que

probablemente esté involucrado en la autorenovacion en las células tumorales.

Es necesario elucidar el papel de KLLF4 en el proceso carcinogénico, por lo que se propone

estudiar en conjunto a la ciclina D1 y ampliar los paneles de marcadores de pluripotencia

para poder entender como funciona NANOG y los marcadores de CTC en la DEB y CBCE.

Es posible que SOX2, no tenga una participacion en el CBCE y la DEB, ya que no se

observaron diferencias significativas en su expresion en ambas condiciones.

52



. REFERENCIAS

Abollo-Jiménez F, Jiménez R, Cobaleda C (2010). Physiological cellular
reprogramming and cancer. Seminars in Cancer Biology, 20, 98-106.

Abrigo M, Alvarez R, Paparella ML, Calb DE, Bal de Kier Joffe E, Gutkind JS,
Raimondi AR (2014). Impairing squamous differentiation by Klf4 deletion is sufficient
to initiate tongue carcinoma development upon K-Ras activation in mice.
Carcinogenesis, 35, 662-669.

Aguirre-Urizar JM, Mosqueda-Taylor A. (2016). Letter to the Editor: Use of some
inappropriate terms in Spanish in Oral Medicine and Pathology. Med Oral Patol Oral
Cir Bucal, 21, e185-186.

Al-Hajj M, Wicha MS, Benito-Hernandez A, Morrison SJ, Clatke MF (2003).
Prospective identification of tumorigenic breast cancer cells. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 100, 3983—-3988.

Albers AE, Chen C, Koberle B, Qian X, Klussmann JP, Wollenberg B, Kaufmann AM
(2012). Stem cells in squamous head and neck cancer. Crit Rev Oncol Hematol, 81, 224-
240.

Ali R, Tariq M, Farooq SU, Aziz T, Khadim N, Nabi G (2016). Epidemiology of oral lip
and tongue cancer: Patients study at IRNUM hospital Peshawar, Pakistan. Int J Biosci, 9,
57-65.

Amini S, Fathi F, Mobalegi J, Sofimajidpour H, Ghadimi T (2014). The expressions of
stem cell markers: Oct4, Nanog, Sox2, nucleostemin, Bmi, Zfx, Tcll, Tbx3, Dppa4, and
Esrrb in bladder, colon, and prostate cancer, and certain cancer cell lines. Anat Cell Biol,
47, 1-11.

Anaya-Saavedra G, Ramirez-Amador V, Irigoyen-Camacho ME, Zimbrén-Romero A,
Zepeda-Zepeda MA (2008). Oral and pharyngeal cdncer mortality rates in México,
1979-2003. J Oral Ptahol Med, 37, 11-17.

Asadi MH, Derakhshani A, Mowla SJ (2014). Concomitant upregulation of
nucleostemin and downregulation of Sox2 and Klf4 in gastric adenocarcinoma. Tumor
Biol, 35, 7177-7185.

Assadollahi V, Mohammad R, Zendedel A, Afsartala Z, Jahanmardi F (2015).
Comparison of Oct4, Sox2 and Nanog Expression in Pancreatic Cancer Cell Lines and
Human Pancreatic Tumor. Zahedan J Res Med Sci, X, X-X.

Attramadal CG, Halstensen TS, Dhakal HP, Ulekleiv CH, Boysen ME, Neesland JM,
Bryne M (2015). High nuclear SOX2 expression is associated with radiotherapy
response in small (T1/T2) oral squamous cell carcinoma. J Oral Pathol Med, 44, 512-
522.

Avilion AA, Nicolis SK, Pevny LH, Perez L, Vivian N, Lovell-Badge R (2003).
Multipotent cell lineages in early mouse development on SOX2 function. Genes Dev,
17, 126-140.

Banoczy J (1977). Follow-up studies in oral leukoplakia. J Maxillofac Surg, 5, 69-75.
Bass AJ, Watanabe H, Mermel CH, Yu S, Perner S, Verhaak RG, Kim SY, Wardwell L,
Tamayo P, Gat-Viks I, Ramos AH, Woo MS, Weir BA, Getz G, Beroukhim R, O'Kelly
M, Dutt A, Rozenblatt-Rosen O, Dziunycz P, Komisarof J, Chirieac LR, Lafargue CJ,
Scheble V, Wilbertz T, Ma C, Rao S, Nakagawa H, Stairs DB, Lin L, Giordano TJ,
Wagner P, Minna JD, Gazdar AF, Zhu CQ, Brose MS, Cecconello I, Ribeiro U Jr, Marie
SK, Dahl O, Shivdasani RA, Tsao MS, Rubin MA, Wong KK, Regev A, Hahn WC,

53



Beer DG, Rustgi AK, Meyerson M (2009). SOX2 is an amplified lineage-survival
oncogene in lung and esophageal squamous cell carcinomas. Nat Genet, 41, 1238-1242.
Ben-Porath I, Thomson MW, Carey VJ, Ge R, Bell GW, Regev A, Weinberg RA
(2008). An embryonic stem cell-like gene expression signature in poorly differentiated
aggressive human tumors. Nat Genet, 40, 499-507.

Biddle A, Liang X, Gammon L, Fazil B, Harper LJ, Emich H, Costea DE, Mackenzie IC
(2011). Cancer stem cells in squamous cell carcinoma switch between two distinct
phenotypes that are preferentially migratory or proliferative. Cancer Res, 71, 5317-5326.
Bologna-Molina R, Damidn-Matsumura P, Molina-Frechero N (2011). An easy cell
counting method for immunohistochemistry that does not use an image analysis
program. Histopathology, 59, 801-803.

Bonnet D, Dick JE (1997). Human acute myeloid leukemia is organized as a hierarchy
that originates from a primitive hematopoietic cell. Nature Medicine, 3, 730-737.
Boman BM, Wicha MS (2008). Cancer Stem Cells: a step toward the cure. J Clin Oncol,
26, 2795-2799.

Bose P, Brockton NT, Dort JC (2013). Head and neck cancer: from anatomy to biology.
Int J Cancer, 133, 2013-2023.

Bourguignon LY, Peyrollier K, Xia W, Gilad E (2008). Hyaluronan-CD44 interaction
activates stem cell marker Nanog, Stat-3-mediated MDR1 gene expression, and ankyrin-
regulated multidrug efflux in breast and ovarian tumor cells. J Biol Chem, 283, 17635-
17651.

Boyer LA, Lee TI, Cole MF (2005). Core transcriptional regulatory circuitry in human
embryonic stem cells. Cell, 122, 947-956.

Boyle P, Ferlay J (2005). Cancer incidence and mortality in Europe, 2004. Ann Oncol,
16, 481-488.

Breic L, Sherer C, Shuai Y, Hornick J, Chirieac L, Dacic S (2012). Morphologic and
Clinicopathologic Features of Lung Squamous Cell Carcinomas Expressing Sox2. Am J
Clin Pathol, 138, 712-718.

Bussolati B, Bruno S, Grange C, Ferrando U, Camussi G (2008). Identification of a
tumor-initiating stem cell population in human renal carcinomas. FASEB J, 22, 3696-
3705.

Califano J, Westra WH, Meininger G, Corio R, Koch WM, Sidransky D (2000). Genetic
progression and clonal relationship of recurrent premalignant head and neck lesions.
Clin Cancer Res, 6, 347-52.

Campbell LL, Polyak K (2007). Breast tumor heterogeneity: Cancer stem cells or clonal
evolution? Cell Cycle, 6, 2332-2338.

Cancer Research UK: Oral Cancer Incidence Statistics.
http://www.cancerresearchuk.org/cancer-info/cancerstats/types/oral/incidence/uk-oral-
cancer-incidence-statistics#geog. 2015.10.04.

Carvalho AL, Nishimoto IN, Califano JA, Kowalsky LP (2005). Trends in incidence and
prognosis for head and neck cancer in the United States: a site-specific analysis of the
SEER database. Int J Cancer, 114, 806-816.

Chambers I, Colby D, Robertson M, Nichols J, Lee S, Tweedie S, Smith A (2003).
Functional expression cloning ot nanog, a pluripotency sustaining factor in embryonic
stem cells. Cell, 113, 643—-655.

Chen L, Daley GQ (2008). Molecular basis of pluripotency. Hum Mol Genet; 17, R23-
27.

54



Chen YW, Chen KH, Huang PI, Chen YC, Chiou GY, Lo WL, Tseng LM, Hsu HS,
Chang KW, Chiou SH (2010). Cucurbitacin I suppressed stem-like property and
enhanced radiation-induced apoptosis in head and neck squamous carcinoma--derived
CD44(+)ALDHI1(+) cells. Mol Cancer Ther, 9, 2879-2892.

Chen X, Johns DC, Geiman DE, Marban E, Dang DT, Hamlin G, Sun R, Yang VW
(2001). Kriippel-like factor 4 (gut-enriched Kriippel-like factor) inhibits cell
proliferation by blocking G1/S progression of the cell cycle. J Biol Chem, 276, 30423-
30428.

Chhetri DK, Rawnsley JD, Calcaterra TC (2000). Carcinoma of the buccal mucosa.
Otolaryngol Head Neck Surg, 123, 566-571.

Choi BJ, Cho YG, Song JW, Kim CJ, Kim SY, Nam SW, Yoo NJ, Lee JY, Park WS
(2006). Altered expression of the KLF4 in colorectal cancers. Pathol Res Pract, 202,
585-589.

Chiou SH, Yu CC, Huang CY, Lin SC, Liu CJ, Tsai TH, Lo JF (2008). Positive
correlations of Oct-4 and Nanog in oral cancer stem-like cells and high-grade oral
squamous cell carcinoma. Clinical Cancer Research, 14, 4085—-4095.

Chiou SH, Wang M1, Chou YT, Chen CJ, Hog, CF, Hsieh WJ, Chang HT, Chen YS, Lin
TW, Hsu HS (2010). Coexpression of Oct4 and Nanog enhances malignancy in lung
adenocarcinoma by inducing cancer stem cell-like properties and epithelial-
mesenchymal transdifferentiation. Cancer Res, 70, 10433-10444.

Chung CH, Yang YH, Wang TY, Shieh TY, Warnakulasuriya S. (2005). Oral
precancerous disorders associated with areca quid chewing, smoking, and alcohol
drinking in southern Taiwan. J Oral Pathol Med, 34, 460-466.

Collins AT, Berry PA, Hyde C, Stower MJ, Maitland NJ (2005).
Prospective identification of tumorigenic prostate cancer stem cells. Cancer Res, 65,
10946-10951.

Cowan CG, Gregg TA, Naiper SS, McKenna SM, Kee F (2001). Potencially malignant
oral lesions in Northern Ireland: a 20-year population-based perspective of malignant
transformation. Oral Dis, 7, 18-24.

Curado PM, Hashibe M (2009). Recent changes in the epidemiology of head and neck
cancer. Head and Neck, 21, 194-200.

Dang DT, Chen X, Feng J, Torbenson M, Dang LH, Yang VW (2003). Overexpression
of Kriippel-like factor 4 in the human colon cancer cell line RKO leads to reduced
tumorigenecity. Oncogene, 22, 3424-3430.

Dalerba P, Cho RW, Clarke MF (2007). Cancer stem cells: models and concepts. Annual
Review of Medicine, 58, 267-284.

Dewan MZ, Ahmed S, Iwasaki Y, Ohba K, Toi M, Yamamoto N (2006). Stromal cell-
derived factor-1 and CXCR4 receptor interaction in tumor growth and metastasis of
breast cancer. Biomedicine & Pharmacotherapy = Biomédecine & Pharmacothérapie,
60, 273-276.

Diaz EM jr, Holsinger FC, Zuniga ER, Roberts DB, Sorensen DM (2003). Squamous
cell carcinoma of the buccal mucosa: one institution’s experience with 119 previously
untreated patients. Head Neck, 25, 267-273.

El-Naggar AK, Chan JKC, Grandis JR, Takata T, Slootweg PJ (2017). World Health
Organization Classification of Head and Neck Tumours. IARC PRESS: Lyon.
Classification of Tumours, 4th Edition, Volume 9.

55



Eramo A, Lotti F, Sette G, Pilozzi E, Biffoni M, Di Virgilio A, Conticello C, Ruco L,
Peschle C, De Maria R (2008). Identification and expansion of the tumorigenic lung
cancer stem cell population. Cell Death Differ, 15, 504-514.

Evans PM, Liu C (2008). Roles of Kriipel-like factor 4 in normal homeostasis, cancer
and stem cells. Acta Biochim Biophys Sin (Shangai), 40, 554-564.

Fang QG (2013). Occult Node Metastasis in Early Tongue Squamous Cell Carcinoma.
Anaplastology, S6, 01.

Fang QG, Shi S, Liu FY, Sun CF (2014). Tongue squamous cell carcinoma as a possible
distinct entity in patients under 40 years old. Oncology Letters, 7, 2099-2102.

Flandez M, Guilmeau S, Blache P, Augenlicht LH (2008). KLF4 regulation in intestinal
epithelial cell maturation. Exp Cell Res, 314, 3712-3723.

Frias-Mendivil M, Zeichner I, Sichil-Bernal L, Ochoa-Carillo FJ (1997). Epidemiologia
descriptiva del cancer de cavidad bucal en el Instituto Nacional de Cancerologia (1985-
1992) / Descriptive epidemiology of oral cancer 1985-1992 at the Instituto Nacional de
Cancerologia of Mexico. Rev Inst Nac Cancerol, 43, 80-85.

Ferlay J, Soerjomataram I, Dikshit R, Eser S, Mathers C, Rebelo M, Parkin DM, Forman
D, Bray F (2015). Cancer Incidence and Mortality Worldwide: Source, methods and
major patterns in GLOBOCAN 2012. Int J Cancer, 136, E359 — E386.

Ferlay J, Soerjomataram I, Ervik M, Dikshit R, Eser S, Mathers C, Rebelo M, Parkin
DM, Forman D, Bray F (2013). GLOBOCAN 2012 v 1.0, Cancer Incidence and
Mortality Worldwide: IARC Cancer Base No.11. [Internet] Lyon, France: International
Agency For Research on Cancer. Disponible en: http://globocan.iarc.fr, consultado el:
03-julio-2017.

Ferlay J, Shin HR, Bray F, Forman D, Mathers C, Parkin DM (2010). Estimates of
worldwide burden of cancer in 2008: GLOBOCAN 2008. Int J Cancer, 127, 2893-2917.
Ferlay J, Pisani P, Parkin DM (2004). Cancer incidence, mortality and prevalence
worldwide. IARC Cancer Base (2002 estimates). Lyon: IARC PRESS.

Fischer DJ, Epstein JB, Morton TH, Schwartz SM (2004). Interobserver reliability in the
histopathologic diagnosis of oral pre-malignant and malignant lesions. J Oral Pathol
Med, 33:65-70.

Foster KW, Liu Z, Nail CD, Li X, Fitzgerald TJ, Bailey SK, Frost AR, Louro ID,
Townes TM, Paterson AJ, Kudlow JE, Lobo-Ruppert SM, Ruppert JM (2005). Induction
of KLF4 in basal keratinocytes blocks the proliferation-differentiation switch and
initiates squamous epithelial dysplasia. Oncogene, 24, 1491-1500.

Freier K, Knoepfle K, Flechtenmacher C, Pungs S, Devens F, Toedt G, Hofele C, Joos
S, Lichter P, Radlwimmer B (2010). Recurrent copy number gain of transcription factor
SOX2 and corresponding high protein expression in oral squamous cell carcinoma.
Genes Chromosomes Cancer, 49, 9-16.

Fu TY, Hsieh IC, Cheng JT, Tsai MH, Hou YY, Lee JH, Liou HH, Huang SF, Chen HC,
Yen LM, Tseng HH, Ger LP (2015). Association of OCT4, SOX2, and NANOG
expression with oral squamous cell carcinoma progression. J Oral Pathol Med, 45, 89-
95.

Fujii T, Shimada K, Tatsumi Y, Fujimoto K, Konishi N. (2015). Syndecan-1 responsive
microRNA-126 and 149 regulate cellproliferation in prostate cancer. Biochem Biophys
ResCommun. 456, 183-189.

56



Gaitin Cepeda LA, Peniche Becerra AG, Quezada Rivera D (2011). Trends in frequency
and prevalence of oral cancer and oral squamous cell carcinoma in Mexicans. A 20 years
retrospective study. Med Oral Patol Oral Cir Bucal, 16:e1-5.

Ge N, Lin HX, Xiao XS, Guo L, Xu HM, Wang X, Jin T, Cai XY, Liang Y, Hu WH,
Kang T. (2010). Prognostic significance of Oct4 and Sox2 expression in hypopharyngeal
squamous cell carcinoma. J Transl Med, 8, 94.

Gong S, Li Q, Jeter CR, Fan Q, Tang DG, Liu B (2015). Regulation of NANOG in
cancer cells. Mol Carcinog, 54, 679-687.

Gontan C, de Munck A, Vermeij M, Grosveld F, Tibboel D, Rottier R (2008). Sox2 is
important for two crucial processes in lung development: branching morphogenesis and
epithelial cell differentiation. Dev Biol, 317, 296-309.

Gonzdlez-Moles MA, Scully C, Ruiz-Avila I, Plaza-Campillo JJ (2013). The cancer
stem cell hypothesis applied to oral carcinoma. Oral Oncology, 49, 738-746.

Gorsky M, Epstein JB, Oakley C, Le ND, Hay J, Stevenson-Moore P (2004). Carcinoma
of the tongue: a case series analysis of clinical presentation, risk factors, staging, and
outcome. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod, 98, 546-552.

Gupta PC, Mehta FS, Daftary DK, Pindborg JJ, Bhonsle RB, Jalnawalla PN, Sinor PN,
Pitkar VK, Murti PR, Irani RR, Shah HT, Kadam PM, Iyer KS, Iyer HM, Hegde AK,
Chandrashekar GK, Shiroff BC, Sahiar BE, Mehta MN (1980). Incidence rates of
oral cancer and natural history of oral precancerous lesions in a 10-year follow-up study
of Indian villagers. Community Dent Oral Epidemiol, 8, 283-333.

Habu N, Imanishi Y, Kameyama K, Shimoda M, Tokumaru Y, Sakamoto K, Fujii R,
Shigetomi S, Otsuka K, Sato Y, Watanabe Y, Ozawa H, Tomita T, Fujii M, Ogawa K
(2015). Expression of Oct3/4 and Nanog in the head and neck squamous carcinoma cells
and its clinical implications for delayed neck metastasis in stage I/Il oral tongue
squamous cell carcinoma. BMC Cancer, 15, 730.

Harada K, Ferdous T, Cui D, Kuramitsu Y, Matsumoto T, Ikeda E, Okano H, Ueyama Y
(2016). Induction of artificial cancer stem cells from tongue cancer cells by defined
reprogramming factors. BMC Cancer, 16, 548.

Harris S, Kimple R, Hayes N, Couch M, Rosenman J (2010). Never-Smokers, Never-
Drinkers: unique clinical subgroup of Young patients with Head and Neck squamous
vell cancers. Head & Neck, 32, 499-503.

Hemmati HD, Nakano I, Lazareff JA, Masterman-Smith M, Geschwind DH, Bronner-
Fraser M, Kornblum HI (2003). Cancerous stem cells can arise from pediatric brain
tumors. Proc Natl Acad Sci USA, 100, 15178-15183.

Hernandez-Guerrero JC, Jacinto-Aleman LF, Jiménez-Farfan MD, Macario-Hernandez
A, Hernandez-Flores F, Alcantara-Viazquez MD (2013). Prevalence trends of oral
squamous cell carcinoma. México City’s General Hospital experience. Med Oral Patol
Oral Cir Bucal, 18, e306-e311.

Hildebrand LC, Carvalho AL, Lauxen IS, Nor JE, Cersky CT, Sant”Ana Filho M (2014).
Spatial distribution of cancer stem cells in head and neck squamous cell carcinomas. J
Oral Pathol Med, 43, 499-506.

Huang CC, Liu Z, Li X, Bailey SK, Nail CD, Foster KW, Frost AR, Ruppert JM, Lobo-
Ruppert SM (2005). KLF4 and PCNA identify stages of tumor initiation in a conditional
model of cutaneous squamous epithelial neoplasia. Cancer Biol Ther, 4, 1401-1408.

57



Huang CF, Xu XR, Wu TF, Sun ZJ, Zhang WF (2014). Correlation of ALDH1, CD44,
OCT4, and SOX2 in tongue squamous cell carcinoma and their association with disease
progression and prognosis. J Oral Pathol Med, 43, 492-498.

Huang CE, Yu CC, Hu FW, Chou MY, Tsai LL (2014). Enhanced chemosensitivity by
targeting Nanog in head and neck squamous cell carcinomas. Int J Mol Sci, 15, 14935-
14948.

Hussenet T, du Manoir S (2010). Sox2 in squamous cell carcinoma: Amplifying a
pleiotropic oncogene along carcinogenesis. Cell Cycle, 9, 1480-1486.

Hussenet T, Dali S, Exinger J, Monga B, Jost B, Dembelé D, Martinet N, Thibault C,
Huelsken J, Brambilla E, du Manoir S (2010). Sox2 is an oncogene activated by
recurrent 3q26.3 amplifications in human lung squamous cell carcinomas. PLoS One, 5,
€8960.

Ishizawa K, Rasheed Z, Karisch R, Wang Q, Kowalski J, Susky E, Matsui W y cols.
(2010). Tumor-initiating cells are rare in many human tumors. Cell Stem Cell, 7, 279—
282.

Ivanova N, Dobrin R, Lu R (2006). Dissecting self-renewal in stem cells witth RNA
interference. Nature, 442, 533-538.

Jagannatha GV (2005). Oral cancer prevalence and assessment of various risk factors
among oral cancer patients attending kidwai memorial institute of oncologyan
epidemiological study. MDS thesis submitted to Rajiv Ghandi Institute of Healt
Sciences, Bangalore, Karnataka.

Janes SM, Lowell S, Hutter C (2002). Epidermal stem cells. J Pathol, 197, 479-491.
Jemal A, Sieguel R, Ward E, Murray T, Naishadham D (2013). Cancer statistics. CA
Cancer J Clin, 63, 11-30.

Jemal A, Bray F, Center MM, Ferlay J, Ward E, Forman D (2011). Global cancer
statistics. CA Cancer J Clin, 61, 69-90.

Jemal A, Siegel R, Xu J, Ward E (2010). Cancer Statistics. CA Cancer J Clin, 60, 277-
300.

Jensen UB, Lowell S, Watt FM (1999). The spatial relationship between stem cells and
their progeny in the basal layer of human epidermis: a new view based on whole-mount
labelling and lineage analysis. Development, 126, 2409-2418.

Jeter CR, Liu B, Liu X, Chen X, Liu C, Calhoun-Davis T, Repass J, Zaehres H, Shen JJ,
Tang DG (2011). NANOG promotes cancer stem cell characteristics and prostate cancer
resistance to androgen deprivation. Oncogene, 30, 3833-3845.

Jin M, Zhang T, Liu C, Badeaux MA, Liu B, Liu R, Jeter C, Chen X, Vlassov AV, Tang
DG. miRNA-128 suppresses prostatecancer by inhibiting BMI-1 to inhibit tumor-
initiating. cells.Cancer Res, 74, 4183-4195.

Johnson NW, Bain CA. (2000). Tobacco and oral disease. EU-Working Group on
Tobacco and Oral Health. Br Dent J, 189, 200-206.

Johnson NW, Jayasekara P, Amarasinghe AA. (2011). Squamous cell carcinoma and
precursor lesions of the oral cavity: epidemiology and aetiology. Periodontol 2011, 57,
19-37.

Kamachi Y, Kondoh H. (2013). Sox proteins: regulators of cell fate specification and
differentiation. Development, 140, 4129-4144.

Karim-Kos HE, de Vries E, Soerjomataram I, Lemmens V, Siesling S, CoeberghJW
(2008). Recent trends of cancer in Europe: a combined approach of incidence, survival
and mortality for 17 cancer sites since 1990s. Oral Oncol, 44, 1345-1389.

58



Kaur J, Matta A, Kak I, Srivastava G, Assi J, Leong I, Witterick I, Colgan TJ,
Macmillan C, Siu KW, Walfish PG, Ralhan R (2014). SIO0A7 overexpression is a
predictive marker for high risk of malignant transformation in oral dysplasia. Int J
Cancer, 134, 1379-1388.

Kaur P, Li A, Redvers R, Bertoncello 1 (2004). Keratinocyte stem cell assays: an
evolving science. J Invest Dermatol Symp Proc, 9, 238-247.

Kaseb HO, Fohrer-Ting H, Lewis DW, Lagasse E, Gollin SM (2016). Identification,
expansion and characterization of cancer cells with stem cell properties from head and
neck squamous cell carcinomas. Exp Cell Res, 348, 75-86.

Khanal S, Trainor PJ, Zahin M, Ghim SJ, Joh J, Rai SN, Jenson AB, Shumway BS.
(2017). Histologic variation in high grade oral epithelial dysplasia when associated with
high-risk human papillomavirus. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol, 123, 566-
585.

Krishnamurthy A, Ramshankar V.(2013). Early Stage Oral Tongue Cancer among Non-
Tobacco Users — An Increasing Trend Observed in a South Indian Patient Population
Presenting at a Single Centre. Asian Pacific Journal of Cancer Prevention, 14, 5061-
5065.

Kujan O, Khattab A, Oliver RJ, Roberts SA, Thakker N (2007). Why oral
histopathology suffers inter-observer variability on grading oral epitelial displasia: an
attempt to understand the sources of variation. Oral Oncol, 43, 224-31.

Lee JJ, Hung HC, Cheng SJ, Chen YJ, Chiang CP, Liu BY, Jeng JH, Chang HH, Kuo
YS, Lan WH, Kok SH (2006). Carcinoma and dysplasia in oral leukoplakias in Taiwan:
prevalence and risk factors. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod, 101,
472-480.

Lee M, Nam EJ, Kim SW, Kim S, Kim JH, Kim YT (2012). Prognostic impact of the
cancer stem cell-related marker NANOG in ovarian serous carcinoma. Int J Gynecol
Cancer, 39, 622-626.

Lee SH, Oh SY, Do SI, Lee HJ, Kang HJ, Rho YS, Bae WJ, Lim YC (2014).
SOX2 regulates self-renewal and tumorigenicity of stem-like cells of head and neck
squamous cell carcinoma. Br J Cancer, 111, 2122-2130.

Lin T, Ding YQ, Li JM (2012). Overexpression of Nanog protein is associated with poor
prognosis in gastric adenocarcinoma. Med Oncol, 29, 878-885.

Liu K, Lin B, Zhao M, Yang X, Chen M, Gao A, Liu F, Que J, Lan X (2013). The
multiple roles for Sox2 in stem cell maintenance and tumorogenesis. Cell Signal, 25,
1264-71.

Liu Y, Olanrewaju YO, Zheng Y, Hashimoto H, Blumenthal RM, Zhang X, Cheng X.
(2014). Structural basis for Klf4 recognition of methylated DNA. Nucleic Acids Res, 42,
4859-4867.

Lindenblatt Rde C, Martinez GL, Silva LE, Faria PS, Camisasca DR, Lourenco Sde Q
(2012). Oral squamous cell carcinoma grading systems — analysis of the best survival
predictor. J Oral Pathol Med, 41(1):34-9.

Long KB, Hornick JL (2009). SOX2 is highly expressed in squamous cell carcinomas of
the gastrointestinal tract. Hum Pathol, 40, 1768-1773.

Lu Y, Futtner C, Rock JR, Xu X, Whitworth W, Hogan BL, Onaitis MW (2010).
Evidence that SOX2 overexpression is oncogenic in the lung. PLoS Orne, 5, e11022.
Mackenzie IC (2006). Stem cell properties and epithelial malignancies. European
Journal of Cancer, 42, 1204-1212.

59



Maier S, Wilbertz T, Braun M, Scheble V, Reischl M, Mikut R, Perner, S (2011). SOX2
amplification is a common event in squamous cell carcinomas of different organ sites.
Human Pathology, 42, 1078-1088.

Mannelli G y Gallo O (2012). Cancer stem cells hypothesis and stem cells in head and
neck cancers. Cancer Treat Rev, 38, 515-539.

McCaughan F, Pole JC, Bankier AT, Konfortov BA, Carroll B, Falzon M, Rabbitts TH,
George PJ, Dear PH, Rabbitts PH (2010). Progressive 3q amplification consistently
targets SOX2 in preinvasive squamous lung cancer. Am J Respir Crit Care Med, 182,
83-91.

McGurk M, Chan C, Jones J, O'regan E, Sherriff M (2005). Delay in diagnosis and its
effect on outcome in head and neck cancer. Br J Oral Maxillofac Surg, 43, 281-284.
Mehta FS, Gupta PC, Daftary DK, Pindborg JJ, Choksi SK (1972). An epidemiologic
study of oral cancer and precancerous conditions among 101,761 villagers in
Mabharashtra, India. Int J Cancer, 10, 134-141.

Meng HM, Zheng P, Wang XY, Liu C, Sui HM, Wu SJ, Zhou J, Ding YQ, Li J (2010).
Over-expression of Nanog predicts tumor progression and poor prognosis in colorectal
cancer. Cancer Biol Ther, 9, 295-302.

Meza Garcia G, Mufioz Ibarra J, Pédez Valencia C, Cruz Legorreta B, Aldape Barrios B
(2009). Carcinoma de células escamosas de cavidad bucal en un centro de tercer nivel de
atencion social en la ciudad de Meéxico. Experiencia de cinco afios. Av.
Odontoestomatol, 25, 19-28.

Michifuri Y, Hirohashi Y, Torigoe T, Miyazaki A, Kobayashi J, Sasaki T, Fujino J,
Asanuma H, Tamura Y, Nakamori K, Hasegawa T, Hiratsuka H, Sato N (2012).
High expression of ALDH1 and SOX2 diffuse staining pattern of oral squamous cell
carcinomas correlates to lymph node metéstasis. Payhol Int, 62, 684-689.

Ministry of Health. National Cancer Control Programme, Sri Lanka. Cancer incidence
data: Sri Lanka year 2000. 6th Publication. Maharagama: NCCP; 2005.

Monroe MM, Anderson EC, Clayburgh DR, Wong MH (2011). Cancer stem cells in
head and neck squamous cell carcinoma. Journal of Oncology, 762780.

Moore SR, Jhonson NW, Pierce AM, Wilson DF (2000). The epidemiology of mouth
cancer: a review of global incidence. Oral Diseases, 6, 65-74.

Nagata T, Shimada Y, Sekine S, Hori R, Matsui K, Okumura T, Sawada S, Fukuoka J,
Tsukada K (2014). Prognostic significance of NANOG and KLF4 for breast cancer.
Breast Cancer, 21, 96-101.

Niu CS, Yang Y, Cheng CD. (2013). MiR-134 regulates theproliferation and invasion of
glioblastoma cells by reducingNanog expression. Int J Oncol, 42, 1533-1540.

Nowell PC (1976). The clonal evolution of tumor cell populations. Science, 194: 23-28.
Ohtsuka S, Dalton S (2008). Molecular and biological properties of pluripotent
embryonic stem cells. Gene Therapy, 15, 74-81.

Okamoto A, Chikamatsu K, Sakakura K, Hatsushika K, Takahashi G, Masuyama K
(2009). Expansion and characterization of cancer stem-like cells in squamous cell
carcinoma of the head and neck. Oral Oncol, 45, 633-639.

Olaiz G, Rojas R, Barquera S (2003). Encuesta Nacional de Salud 2000. Tomo 2. La
salud de los adultos. Cuernavaca, Morelos, México: Instituto Nacional de Salud Publica.
Oliveira LR, Oliveira-Costa JP, Araujo IM, Soave DF, Zanetti JS, Soares FA, Zucoloto
S, Ribeiro-Silva A (2011). Cancer stem cell immunophenotypes in oral squamous cell
carcinoma. J Oral Pathol Med, 40, 135-142.

60



Palla A, Piazzolla D, Alcazar N, Cafiamero M, Graiia O, Gémez-Lopez G, Dominguez
O (2015). The pluripotency factor NANOG promotes the formation of squamous cell
carcinomas. Scientific Reports, 5, 10205.

Pandya AY, Talley LI, Frost AR, Fitzgerald TJ, Trivedi V, Chakravarthy M, Chhieng
DC, Grizzle WE, Engler JA, Krontiras H, Bland KI, LoBuglio AF, Lobo-Ruppert SM,
Ruppert JM (2004). Nuclear localization of KLF4 is associated with an aggressive
phenotype in early-stage breast cancer. Clin Cancer Res, 10, 2709-2719.

Paparella ML, Abrigo M, Bal de Kier Joffe E, Raimondi AR (2015). Oral-specific
ablation of KIf4 disrupts epithelial terminal differentiation and increases premalignant
lesions and carcinomas upon chemical carcinogenesis. J Oral Pathol Med, 44, 801-809.
Paymaster JC (1956). Cancer of the buccal mucosa; a clinical study of 650 cases in
Indian patients. Cancer, 9, 431-435.

Peng Z, Liu L, Wei X, Ling J. (2014). Expression of Oct-4, SOX-2, and MYC in dental
papilla cells and dental follicle cells during in-vivo tooth development and in-vitro co-
culture. Eur J Oral Sci, 122, 251-258.

Pindborg 1J, Jolst O, Renstrup G, Roed-Petersen B (1968). Studies in oral leukoplakia: a
preliminary report on the period pervalence of malignant transformation in leukoplakia
based on a follow-up study of 248 patients. J Am Dent Assoc, 76, 767-771.

Pisani P, Parkin DM, Bray F, Ferlay J (1999). Estimates of the world wide mortality
from 25 cancers in 1990. Int J Cancer, 83, 18-29.

Pitiyage G, Tilakaratne WN, Tavassoli M, Warnakulasuriya S (2009). Molecular
Markers in oral epitelial displasia: review. J Oral Pathol Med, 38, 737-752.

Prince ME, Sivanandan R, Kaczorowski A, Wolf GT, Kaplan MJ, Dalerba P, Weissman
IL, Clarke MF, Ailles LE (2007). Identification of a subpopulation of cells with cancer
stem cell properties in head and neck squamous cell carcinoma. Proc Natl Acad Sci U S
A, 104, 973-978.

Que J, Okubo T, Goldenring JR, Nam KT, Kurotani R, Morrisey EE, Taranova O, Pevny
LH, Hogan BL (2007) multiple dose-dependent roles for Sox2 in the patterning and
differentiation of anterior foregut endoderm. Development, 134, 2521-2531.

Quiao B, He B, Cai J, Yang W (2014). The expression profile of Oct4 and Sox2 in the
carcinogenesis of oral mucosa. Int J Clin Exp Pathol, 7, 28-37.

Reya T, Morrison SJ, Clarke MF, Weissman IL (2001). Stem cells, cancer, and cancer
stem cells. Nature, 414, 105-111.

Ricci-Vitiani L, Pagliuca A, Palio E, Zeuner A, De Maria R (2008). Colon cancer stem
cells. Gut, 57, 538-548.

Richard V, Pillai MR (2010). The stem cell code in oral epithelial tumorigenesis: “The
cancer stem cell shift hypotesis”. Biochim biophys Acta, 1806, 146-162.

Rowland BD, Bernards R, Peeper DS (2005). The KLF4 tumour suppressor is a
transcriptional repressor of p53 that acts as a context-dependent oncogene. Nat Cell Biol,
7, 1074-1082.

Rowland BD, Peeper DS (2006). KLF4, p21 and context-dependent opposing forces in
cancer. Nat Rev Cancer, 6, 11-23.

Sampieri K, Fodde R (2012). Cancer stem cells and metastasis. Seminars in Cancer
Biology, 22, 187-193.

Santaliz-Ruiz LE, Xie X, Old M, Teknos TN, Pan Q. (2014). Emerging role of nanog in
tumorigenesis and cancer stem cells. Int J Cancer, 135, 2741-2748.

61



Scheifele C, Reichart PA, Dietrich T. (2003). Low prevalence of oral leukoplakia in a
representative sample of the US population. Oral Oncol, 39, 619-625.

Schepman KP, van der Meij EH, Smeele LE, van der Waal I (1998). Malignant
transformation of oral leukoplakia: a follow-up study of a hospital-based population of
166 patients with oral leukoplakia from The Netherlands. Oral Oncol, 34, 270-275.
Scully C (2011). Oral cancer aetiopathogenesis; past, present and future aspects. Med
Oral Pathol Oral Cir Bucal, 16, €306-311.

Scully C, Petti S (2010). Overview of cancer for the healthcare team: aetiopathogenesis
and early diagnosis. Oral Oncol, 46, 402-406.

Scully C, Bagan JV, Hopper C, Epstein JB (2008). Oral cancer: current and future
diagnostic techniques. Am J Dent, 21, 199-209.

Scully C, Bagan J (2009). Oral squamous cell carcinoma: overview of current
understanding of aetiopathogenesis and clinical implications. Oral Dis, 15, 388-99.
Secretaria de Salud. Bases de datos de informacidn sobre mortalidad. Sistema Nacional
de Informacién en Salud. Disponible en:
http://sinais.gob.mx/mortalidad/mortalidad.htm, consultado en julio de 2017.

Sell S, Pierce G (1994). Maturation arrest of stem cell differentiation is a common
pathway for the cellular origin of teratocarcinomas and epithelial cancers. Lab Invest,
70, 6-22.

Seoane J, Takkouche B, Varela-Centelles P, Tomas I, Seoane-Romero J (2012). Impact
of delay in diagnosis on survival to head and neck carcinomas: a systematic review with
meta-analysis. Clin Otolaryngol, 37, 99-106.

Shakib K, Schrattenholz A, Soskic V (2011). Stem cells in head and neck squamous cell
carcinoma. Br J Oral Maxillofac Surg, 49: 503-6.

Shamaa AA, Zyada MM, Wagner M y cols (2008). The significance of Epstein-Barr
virus (EBV) & DNA topoisomerase II alpha (DNA-Topo II alpha) inmunoreactivity in
normal oral mucosa, oral epitelial displasia (OED) and oral squamous cell carcinoma
(OSCC). Diagn Pathol, 3, 45.

Shibata M, Chiba T, Matsuoka T, Mihara N, Kawashiri S, Imai K (2015). Kriippel-like
factors 4 and 5 expression and their involvement in differentiation of oral carcinomas.
Int J Clin Exp Pathol, 8, 3701-3709.

Shields JM, Christy RJ, Yang VW (1996). Identification and characterization of a gene
encoding a gut-enriched Kriippel-like factor expressed during growth arrest. J Biol
Chem, 271, 20009-20017.

Sieczka E, Datta R, Singh A, Loree T, Rigual N, Orner J, Hicks W Jr (2001). Cancer of
the buccal mucosa: are margins and T-stage accurate predictors of local control? Am J
Otolaryngol, 22, 395-399.

Siegel RL, Miller KD, Jemal A (2016). Cancer Statistics, 2016. CA Cancer J Clin, 66, 7-
30.

Singh SK, Hawkins C, Clarke ID, Squire JA, Bayani J, Hide T, Henkelman RM,
Cusimano MD, Dirks PB (2004). Identification of human brain tumour initiating cells.
Nature, 432, 396-401.

Silva J, Nichols J, Theunissen TW (2009). Nanog is the gateway to the pluripotent
ground state. Cell, 138, 722-737.

Silverman S Jr, Gorsky M, Lozada F (1984). Oral leukoplakia and malignant
transformation: A follow-up study of 257 patients. Cancer 53, 563-568.

62



Silverman S Jr., Rozen RD (1968). Observations on the clinical characteristics and
natural history of oral leukoplakia. J Am Dent Assoc, 76, 772-7717.

Son YH, Kapp DS (1985). Oral cavity and oropharyngeal cancer in a younger
population. Review of literature and experience at Yale. Cancer, 55, 441-444.

Song JI, Grandis JR (2006). STAT signaling in head and neck cancer. Oncogene, 19,
2489-2495.

Sun LL, Wu JY, Wu ZY, Shen JH, Xu XE, Chen B, Wang SH, Li EM, Xu LY (2015).
A three-gene signature and clinical outcome in esophageal squamous cell carcinoma. Int
J Cancer, 136, ES69-577.

Sundaram, M., Guernsey, D. L., Rajaraman, M. M., & Rajaraman, R (2004). Neosis: A
novel type of cell division in cancer. Cancer Biology and Therapy, 3, 207-218.

Supi¢ G, Kozomara R, Brankovig-Magic M, Jovi¢ N, Magi¢c Z (2009). Gene
hypermethylation in tumor tissue of advanced oral squamous cell carcinoma patients.
Oral Oncol, 45, 1051-1057.

Surveillance epidemiology and end results (SEER). SEER Cancer Statistics review
1975-2004. National Cancer Institute. Aviable from:
http://seer.cancer.gov/statfacts/html/oralcav

Szklarczyk D, Morris JH, Cook H, Kuhn M, Wyder S, Simonovic M, Santos A,
Doncheva NT, Roth A, Bork P, Jensen LJ, von Mering C. (2017). The STRING
database in 2017: quality-controlled protein-protein association networks, made broadly
accessible. Nucleic Acids Res, 45, D362-368.

Takahashi K, Tanabe K, Ohnuki M, Narita M, Ichisaka T, Tomoda K, Yamanaka S
(2007). Induction of Pluripotent Stem Cells from Adult Human Fibroblasts by Defined
Factors. Cell, 131, 861-872.

Takahashi K, Yamanaka S (2006). Induction of pluripotent stem cells from mouse
embryonic and adult fibroblast cultures by defined factors. Cell, 25, 126, 663-76. Epub
2006 Aug 10.

Tavares C, Guimaraes J, Lopes O, Felino A, Coimbra F (2016). Epidemiological profile
of malignant oral cancers in a population of nothern Portugal. Rev Port Estomatol Med
Dent Cir Maxilofac, 57, 229-235.

Thomas SJ, Harris R, Ness AR, Taulo J, Maclennan R, Howes N, Bain CJ. (2008). Betel
quid not containing tobacco and oral leukoplakia: a report on a cross-sectional study in
Papua New Guinea and a meta-analysis of current evidence. Int J Cancer, 123,1871-
1876.

Torre LA, Bray F, Siegel RL, Ferlay J, Lortet-Tieuelent J, Jemal A (2012). Global
cancer statistics, 2012. Ca Cancer J Clin, 65: 87-108.

Tsai LL, Yu CC, Chang YC, Yu CH, Chou MY (2011). Markedly increased Oct4 and
Nanog expression correlates with cisplatin resistance in oral squamous cell carcinoma. J
Oral Pathol Med, 40, 621-628.

van Dijk BA, Brands MT, Geurts SM, Merkx MA, Roodenburg JL. (2016). Trends in
oral cavity cancer incidence, mortality, survival and treatment in the Netherlands. Int J
Cancer, 139, 574-583.

Wagner RT, Cooney AJ (2009). OCT4: less is more. Cell Res, 19, 527- 528.

Wang Y, Zhou BP (2011). Epithelial — mesenchymal transition in breast cancer
progression and metastasis. Chin J Cancer, 30, 603-611.

Wang Q, He W, Lu C, Wang Z, Wang J, Giercksky KE, Nesland JM, Suo Z (2009).
Oct3/4 and Sox?2 are significantly associated with an unfavorable clinical outcome in

63



human esophageal squamous cell carcinoma. Anticancer Res, 29, 1233-1241.
PMID:194143609.

Wang N, Liu ZH, Ding F, Wang XQ, Zhou CN, Wu M (2002). Down-regulation of gut-
enriched Kruppel-like factor expression in esophageal cancer. World J Gastroenterol, 8,
966-970.

Ward RJ, Dirks PB (2007). Cancer stem cells: at the headwaters of tumor development.
Annual Review of Pathology, 2, 175—189.

Warnakulasuriya S (2010). Living with oral cancer: epidemiology with particular
reference to prevalence and life-style changes that influence survival. Oral Oncol, 46,
407-10.

Warnakulasuriya S (2009). Global epidemiology of oral and oropharyngeal cancer. Oral
Oncol, 45, 309-316.

Warnakulasuriya S, Johnson NW, Van der Wall I (2007). Nomenclature and
classification of potentially malignant disorders of the oral mucosa. J Oral Pathol Med,
36, 575-580.

Warnakulasuriya KA, Robinson D, Evans H (2003). Multiple primary tumours
following head and neck cancer I southern England during 1961-98. J Oral Pathol Med,
32, 443-449.

Watanabe H, Ma Q, Peng S, Adelmant G, Swain D, Song W, Fox C, Francis J,
Pedamallu C, DeLuca D, Brooks AN, Wang S, Que J, Rustgi AK, Wong KK, Ligon KL,
Liu XS, Marto JA, Meyerson M, Bass AJ (2014). SOX2 and p63 colocalize at genetic
loci in squamous cell carcinomas. J Clin Invest, 124, 1636-1645.

Watanabe M, Ohnishi Y, Inoue H (2014). NANOG expression correlates with
differentiation, metastasis and resistence to preoperative adjuvant therapy in oral
squamous cell carcinoma. Oncol Lett, 7, 35-40.

Weatherspoon DJ, Chattopadhyay A, Boroumand S, Garcia I (2015). Oral cavity and
oropharyngeal cancer incidence trends and disparities in the United Estates: 2000-2010.
Cancer Epidemiology, 39, 497-504.

Wei D, Gong W, Kanai M, Schlunk C, Wang L, Yao JC, Wu TT, Huang S, Xie K
(2005). Drastic down-regulation of Kriippel-like factor 4 expression is critical in human
gastric cancer development and progression. Cancer Res, 65, 2746-2754.

Wen J, Park JY, Park KH, Chung HW, Bang S, Park SW, Song SY (2010). Oct4 and
Nanog expression is associated with early stages of pancreatic carcinogenesis. Pancreas,
39, 622-626.

Wicha MS, Liu S, Dontu G (2006). Cancer stem cells: An old idea - A paradigm shift.
Cancer Research, 66, 1883—1890.

Wilbertz T, Wagner P, Petersen K, Stiedl AC, Scheble VJ, Maier S, Reischl M, Mikut R,
Altorki NK, Moch H, Fend F, Staebler A, Bass AJ, Meyerson M, Rubin MA,
Soltermann A, Lengerke C, Perner S (2011). SOX2 gene amplification and protein
overexpression are associated with better outcome in squamous cell lung cancer. Mod
Pathol, 24, 944-953.

Wilson GD, Marples B, Galoforo S, Geddes TJ, Thibodeau BJ, Grénman R, Akervall J
(2013). Isolation and genomic characterization of stem cells in head and neck cancer.
Head Neck, 35, 1573-1582.

Xin L, Lawson DA, Witte ON (2005). The Sca-1 cell surface marker enriches for a
prostate-regenerating cell subpopulation that can initiate prostate tumorigenesis. Proc
Acad Sci U S A, 102, 6942-6947.

64



Xu CX, Xu M, Tan L, Yang H, Permuth-Wey J, Kruk PA, Wenham RM, Nicosia SV,
Lancaster JM, Sellers TA, Cheng JQ. (2012). MicroRNA miR-214 regulatesovarian
cancer cell stemness by targeting p53/Nanog. J BiolChem, 287, 34970-34978.

Ye F, Zhou C, Cheng Q, Shen J, Chen H (2008). Stem-cell-abundant proteins Nanog,
Nucleostemin and Musashil are highly expressed in malignant cervical epithelial cells.
BMC Cancer, 8, 108. Yoshihama R, Yamaguchi K, Imajyo I, Mine M, Hiyake N,
Akimoto N, Kobayashi Y, Chigita S, Kumamaru W, Kiyoshima T, Mori Y y Sugiura T
(2016). Expression levels of SOX2, KLF4 and brachyury transcription factors are
associated with metastasis and poor porgnosis in oral squamous cell carcinoma.
ONCOLOGY LETTERS, 11, 1435-1446.

YuF, LiJ, Chen H, FuJ, Ray S, Huang S, Zheng H, Ai W (2011). Kruppel-like factor 4
(KLF4) is required for maintenance of breast cancer stem cells and for cell migration
and invasion. Oncogene, 30, 2161-2172.

Yuan P, Kadara H, Behrens C, Tang X, Woods D, Solis LM, Huang J, Spinola M, Dong
W, Yin G, Fujimoto J, Kim E, Xie Y, Girard L, Moran C, Hong WK, Minna JD,
Wistuba II (2010). Sex determining region Y-Box 2 (SOX2) is a potential cell-lineage
gene highly expressed in the pathogenesis of squamous cell carcinomas of the lung.
PLoS One, 5, €9112.

Zhang J, Espinoza LA, Kinders RJ, Lawrence SM, Pfister TD, Zhou M, Veenstra TD,
Thorgeirsson SS, Jessup JM (2013). NANOG modulates stemness in human colorectal
cancer. Oncogene, 32, 4397-4405.

Zhang Z, Filho MS, Nor JE (2012). The biology of head and neck cancer stem cells.
Oral Oncol, 48, 1-9.

Zhang X, Yu H, Yang Y, Zhu R, Bai J, Peng Z, He Y, Chen L, Chen W, Fang D, Bian
X, Wang R. (2010). SOX2 in gastric carcinoma, but not Hathl, is related to patients'
clinicopathological features and prognosis. J Gastrointest Surg, 14, 1220-1226.

Zini A, Czerninski R, Sgan-Cohen HD (2010). Oral cancer over four decades:
epidemiology, trends, histology, and survival by anatomic sites. J Oral Pathol Med, 39,
299-305.

Zullig L, Roessle M, Weber C, Graf N, Haerle SK, Jochum W, Stoeckli SJ, Moch H,
Huber GF (2013). High sex determining region Y-box 2 expression is a negative
predictor of occult lymph node metastasis in early squamous cell carcinomas of the oral
cavity. Eur J Cancer, 49, 1915-1922.

65



O
\O

2

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
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