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1. Introduccion

El cancer bucal (CB) representa un problema de salud publica a nivel mundial,
reportdndose altas tasas de incidencia en paises desarrollados, sin embargo la mayoria
de los casos se registran en paises en vias de desarrollo. (Warnakulasuriya 2010,

Conway 2006).

En México, de acuerdo al registro histopatolégico de neoplasias del 2002, se reportaron
2269 casos de neoplasias de cabeza y cuello, el 1% corresponde a céncer bucal. (Tirado
y cols 2007). En nuestro pais existen pocos centros de referencia y detecciéon oportuna
de cédncer bucal, es por ello que son diagnosticados en etapas tardias y la sobrevida de
los pacientes se traduce en un importante deterioro en la calidad de vida, el cual impide

su desarrollo social y laboral. (Tirado y cols 2007)

En 2005, la OMS y el centro de cdncer y pre cancer oral establecieron, la terminologia y
clasificacion de las lesiones premalignas, con el objetivo de recomendar el uso del
término ‘“desordenes potencialmente malignos”, ya que no todas estas lesiones
evolucionan a lesiones cancerigenas. Los desérdenes potencialmente malignos (DMP)
incluyen a todas aquellas lesiones o condiciones que predisponen a cambios epiteliales
de la mucosa bucal y que pueden progresar a carcinomas. (Warnakulasuriya y cols
2007) Clinicamente se describe a la leucoplasia y eritroplasia como desérdenes

potencialmente malignos que tienen riesgo de transformacién a carcinomas.

El aspecto clinico e histolégico que presentan los DPM sugieren su capacidad de
malignizacion, sin embargo los datos que aporta el examen clinico y el estudio
histopatoldgico no son totalmente satisfactorios, es por ello que se busca el empleo de
nuevos marcadores que contribuyan a determinar el grado de alteracion celular y riesgo

de malignizacién. Existen algunos marcadores que sugieren ser de utilidad para



comprobar la progresion o grado de transformacién de los DPM. En el presente estudio
seleccionamos un marcador de adhesion celular: E-cadherina que juega un papel
importante en la histogénesis de las células epiteliales y su funcién primordial es
mantener la integridad y unién del epitelio. (Santos Garcia 2005) Este marcador ha
mostrado ser de utilidad para describir la progresiéon de DPM hasta su transformacién en
carcinomas, ya que a mayor pérdida de expresion mayor riesgo de trasformacién e
invasion. La pérdida o reduccién de la adhesion celular mediada por E-cadherina es un
paso importante en el desarrollo de la invasién y metdstasis en mdltiples carcinomas
incluidos los carcinomas bucales. En un estudio Santos-Garcia y cols (2005) se ha
reportado la expresion proteica de alteraciones genéticas que tienen lugar en los estadios
iniciales de la cancerizacién de la cavidad bucal, ademads de la pérdida o reduccién de la
adhesion celular en desdrdenes potencialmente malignos y malignos de la cavidad

bucal. Santos-Garcia y cols (2005)

La pérdida de la expresion de E-cadherina se ha descrito en carcinomas bien y poco
diferenciados de vejiga, colén, mama, pulmén y manifestando que la pérdida de
adhesion celular estd relacionada con la invasion y las metéstasis de las neoplasias
(Frixen y cols 1991). Ademads se han reportado estudios en cuello uterino en los cuales
se ha observado una pérdida de expresion del marcador hasta en un 40% de los
carcinomas invasivos, encontrando diferencias estadisticamente significativas, al
comparar tejido de cuello uterino normal y carcinomas invasivos de cuello uterino (p<
0.05) concluyendo que la pérdida de expresion de E-cadherina estd asociada con la

invasion en tejido de cuello uterino. (Moon y cols 2003).

El segundo marcador seleccionado en nuestro estudio fue Ki67 se ha asociado con peor
prondstico en la mayoria de los tumores. Santos-Garcia y cols (2005) estudiaron la

proliferacion celular con el marcador Ki-67 y concluyeron que las técnicas de
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inmunohistoquimica y el estudio molecular de los desérdenes potencialmente malignos
permiten conocer la expresion proteica de las alteraciones genéticas que pueden ayudar
en el diagndstico y tratamiento tempranos del carcinoma escamocelular (CEC) teniendo
especial relevancia el estudio de Ki-67 en estadios tempranos, puede ser empleado para
medir la fraccién de crecimiento en los tejidos normales y en las neoplasias malignas.
(Santos-Garcia 2005)

Ki 67 Es un marcador de proliferacién celular, (Garcia Garcia y cols 2005, Torres
Rendén y cols 2009, Montebugnoly y cols 2009). Sin embargo, este marcador no se
expresa en todas las fases del ciclo celular y puede haber variacion de la expresion entre
los estratos y la proliferacion epitelial, ademds determina el indice de proliferacion en el
tejido normal y tiene la capacidad de diferenciar la expresion entre la capa de células
epiteliales y el estrato suprabasal, ya que en este ultimo estrato la proliferacion es mayor

y tiene gran capacidad de diferenciacion (Takeda y cols 2006, Costea y cols 2006).



1.1 ANTECEDENTES

1.2 Epidemiologia del cancer bucal

El cancer bucal (CB) representa un problema de salud publica a nivel mundial,
reportdndose altas tasas de incidencia en paises desarrollados, sin embargo la mayoria
de los casos se registran en paises en vias de desarrollo. (Warnakulasuriya y cols 2010,
Conway y cols 2006)

A nivel mundial el CB ocupa el octavo lugar, con variaciones epidemioldgicas entre las
diferentes regiones geogréficas, es el tercero mds comun en el sur de Asia y en Estados
Unidos representa del 2 al 4% de las neoplasias malignas diagnosticadas por afio. (Supic
y cols 2009, Scully y cols 2009, Massano y cols 2006)

En México, de acuerdo al registro histopatolégico de neoplasias del 2002, se reportaron
2269 casos de neoplasias de cabeza y cuello, el 1% corresponde a céncer bucal. (Tirado
y cols 2007) En nuestro pais existen pocos centros de referencia y deteccion oportuna de
cancer bucal, es por ello que son diagnosticados en etapas tardias y la sobrevida de los
pacientes se traduce en un importante deterioro en la calidad de vida, el cual impide su
desarrollo social y laboral. (Tirado y cols 2007)

El porcentaje de supervivencia a 5 afios es del 40 al 56% y varia de acuerdo a su
localizacidn, siendo el cancer labial el de menor sobrevida en un 70% y 30% en otras
localizaciones (Garcia Garcia y cols 2009) El carcinoma escamocelular es la variante
mds frecuente, relacionada hasta en un 90% de los carcinomas presentados en cavidad
bucal y constituye una de las mds importantes causas de morbi-mortalidad en el mundo.

(Scully y cols 2009)



1.3 Etiopatogenia del cancer bucal

La displasia epitelial es el resultado de la acumulacién de diversas alteraciones
genéticas que conllevan al desarrollo y progresion del céncer bucal. (Scully cols 2008,
Samma y cols 2008, Supic G y cols 2009, Scully y cols 2010)

De acuerdo a estudios recientes el proceso de carcinogénesis implica varios eventos,
existe un primer suceso, denominado iniciacién, donde un agente externo o enddégeno
coloca a la célula en una situaciéon de mayor susceptibilidad o predisposicién para
transformarse. Las neoplasias malignas crecen mediante un proceso de evolucion clonal
dirigida por mutaciones, en donde multiples mutaciones en una célula son necesarias
para desarrollar el cancer. (Song y cols 2006)

Los modelos mds recientes de génesis tumoral describen que es un proceso en el que
median multiples alteraciones moleculares, a través de las cuales se activan
protooncogenes que estimulan el crecimiento celular, y genes supresores de tumor que
inhiben la proliferacion celular en condiciones normales, volviéndose inactivos y
conduciendo a la célula hacia una transformacion neoplédsica (Song y cols 2006,
Califano y cols 2004, Califano y cols 2000)

Las mutaciones del DNA afectan un nimero de genes que interrumpen el control del
crecimiento y los acontecimientos epigenéticos, incluyen la expresiéon y la funcién
aberrante de las moléculas que regulan control del ciclo celular el queratinocito que
progresa en una serie de cambios genéticos que van de una célula premaligna a una
maligna y se caracteriza por la capacidad de proliferar en una manera incontrolada

dando lugar a carcinomas. (Scully y cols 2009)



1.4 Desordenes potencialmente malignos de la cavidad bucal

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define a la lesién premaligna como una
alteracion tisular en la cual puede recobrarse la integridad tisular o desarrollarse cancer,
mientras que los estados precancerosos, se definen como un estado generalizado que se

asocia significativamente a un riesgo mayor de cancer. (Axell y cols 1996)

En 2005, la OMS vy el centro de cancer y pre cancer bucal establecieron, la terminologia
y clasificacion de las lesiones premalignas, con el objetivo de recomendar el uso del
término ““desordenes potencialmente malignos”, ya que no todas estas lesiones
evolucionan a lesiones cancerigenas. Los desordenes potencialmente malignos (DMP)
incluyen a todas aquellas lesiones o condiciones que predisponen a cambios epiteliales
de la mucosa bucal y que pueden progresar a carcinomas. (Warnakulasuriya y cols
2007) Clinicamente se describe a la leucoplasia y eritroplasia como DPM que tienen
riesgo de transformacidn a carcinomas. El potencial de malignizacion estd determinado
por la presencia de displasia epitelial, traducida como una serie de desordenes de la
maduracion epitelial y alteracion de la proliferacion celular, descrita como cambios
arquitectonicos y celulares. Los cambios arquitectonicos se caracterizan por crestas
epiteliales en forma de gota, hiperplasia de la capa basal, hipercelularidad y un patrén
alterado. Las alteraciones celulares presentes en la displasia son: aumento del tamafio de
los nucléolos; hipercromatismo nuclear, pleomorfismo nuclear, aumento de la relacién
nucleo/citoplasma, aumento de la actividad mitética, figuras mitdticas anormales y

pleomorfismo celular. (Reibel 2003, Warnakulasuriya 2007, Van der Waal y cols 2001).

El andlisis de las alteraciones genéticas han demostrado incrementos en las pérdidas
alélicas que progresan desde diversos grados de displasia hacia carcinoma in situ y

cancer invasivo (Supic G 2009 Scully cols 2008, Scully y cols 2010 Shamma y cols



2008). Actualmente la tnica herramienta con la que se cuenta para determinar el
comportamiento de los DPM es la exploraciéon clinica y la toma de biopsia,
concluyendo que el riesgo de transformacion maligna se asocia con el tipo de lesion
histolégica que se presente. Sin embargo el diagndstico depende de la calidad de la
biopsia y de la informacién clinica recabada. (Shamaa y cols 2008, Scully y cols2010)
Existen estudios de seguimiento hasta por 20 afios como el de Gowan (2001) que
describen transformacién maligna en 15% de casos de displasia epitelial y 1% en
pacientes sin displasia. (Gowan y cols 2001)

Otros autores como (Epstein y cols 2003, Rosin y cols 2002) describen la localizacion y
cambios clinicos que se presentan en los desdrdenes potencialmente malignos, y
proponen el uso de nuevos marcadores moleculares para el diagndstico de lesiones
incipientes. (Epstein y cols 2003, Rosin y cols 2002)

1.5Clasificacion histologica de displasia epitelial.

Warnakulasuriya y cols (2007) describen a la displasia epitelial como una combinacion
de las alteraciones celulares individuales y de la estructuracién normal del epitelio
observada en la transicion gradual hacia la malignidad. (Warnakulasuriya2007). Los
signos displasicos del epitelio son caracterizados por crestas epiteliales en forma de
gota, hiperplasia de la basal, hipercelularidad y un patrén alterado, asi como aumento
del tamafio de los nucléolos; hipercromatismo nuclear, pleomorfismo nuclear, aumento
de la relacion ntcleo/citoplasma, aumento de la actividad mitética, figuras mitoticas
anormales y pleomorfismo celular. (Reibel 2003, Warnakulasuriya 2007, Van der Waal

y cols 2001)

El grado de severidad de la displasia depende de la frecuencia de los cambios epiteliales
y de la afectacion de los estratos profundos de forma aislada, de los estratos profundos e

intermedios o de la totalidad del epitelio. Asi se clasifica la displasia como leve,
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moderada o severa. Cuando los signos displdsicos involucran todo el espesor del
epitelio estaremos ante un carcinoma in situ, esta lesion no se considera reversible, sin
embargo puede transcurrir un largo periodo de tiempo hasta la invasién o desarrollo de
metdstasis (Warnakulasuriya y cols2007, Van der Waal I y cols 2009) Por otra parte, la
sobrevida de los pacientes después de su diagndstico es en promedio de 5 afios, lo cual
sugiere que debemos descubrir métodos deteccién de cancer bucal temprano y continuar
con buisqueda de marcadores moleculares ya que son varios los factores que contribuyen

al desarrollo de carcinomas y metdstasis a distancia. (Scully y cols 2010.)

1.6 Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares pueden ser de utilidad en el diagndstico de los DPM, si
bien hasta el momento los resultados de diferentes estudios no han sido concluyentes,
estos nuevos marcadores pudieran considerarse como un complemento en la evaluacion

de dichas lesiones. (Pitiyage y cols 2009)

En la actualidad se han realizado estudios orientados hacia nuevos marcadores que
contribuyan a determinar el grado de alteracién celular y permitan una aproximacion al
conocimiento de la transformacién maligna, existen distintas clasificaciones de
marcadores moleculares para displasia epitelial y carcinoma escamocelular. (Pitiyage y
cols 2009, Kutser y cols 2004) Kutser (2004) agrupa por familias a los marcadores
moleculares en: marcadores de crecimiento tumoral, de supresiéon y respuesta
antitumoral, de angiogénesis, invasion y metastatizantes. (Pitiyage y cols 2009, Kutser y

cols 2004)



Pande y cols 2002 estiman que la escasez de marcadores moleculares que definan
claramente, el prondstico de los DPM retrasa el diagnostico y transformacién de dichas
lesiones, actualmente se han descrito marcadores de diferenciacion epitelial y
marcadores gendémicos que pueden contribuir a la evaluacién pronostica de los
precursores de los DPM. (Warnakulasuriya y cols 2009) La inclusién de estos
marcadores de biologia molecular para evaluar el potencial maligno de los casos de
displasias epiteliales puede mejorar la detecciéon de alteraciones poco visibles al
microscopio. En el Cuadro 1, se describen algunos marcadores moleculares utilizados

en DPM (2010 Gonzélez Moles y cols), (2009Torres y cols) (Smith 2009 y cols)

(Gayani y cols2009)

Cuadro 1.

malignos y carcinoma escamocelular.

Marcadores moleculares utilizados en desordenes potencialmente

Aiio Autor Pacientes Marcador Lesion Expresion
2003  Muzio y cols 46 Survivina Displasia 53%
2003  Macabeong y cols 33 Catepsina Displasia 94%
2004  Jordan y cols 34 MMP1,2,9 Displasia 78%
2004  Cheny cols 50 P73 Displasia 100%
2005  Zhou y cols 27 LOH 8p 11p Displasia 92%
2006  Cruzy cols 18 P53 Displasia 100%
2007  Kovesi y cols 40 Ciclina D1 Displasia 45%
2008  Gurkiran y cols 20 E-cadherina CEC 21%
2009  Torres y cols 40 Mcm?2 Displasia/CEC 40%
2010  Gonzélez Moles y cols 83 Ki 67 Displasia/CEC 50%
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1.7 E-cadherina

La familia de moléculas de adhesi6on estd compuesta por mds de 100 miembros, las
cadherinas cldsicas se nombraron dependiendo del tejido donde fueron localizadas la
cadherina-E (epitelial), la P (placenta) y la N (neural). (Cailliez y cols 2006)

Una molécula de cadherina estd formada por tres regiones: la region extracelular que
contiene un grupo amino, por lo tanto, también se le conoce como amino-terminal (N-
terminal); esta region contiene los sitios que determinan la especificidad de la molécula
para unirse a otras moléculas y los encargados de la unién de calcio. Inmediatamente
después del N-terminal se encuentra la regién transmembranal que atraviesa la
membrana celular. En el citoplasma de la célula se ubica la region intracelular o
carboxi-terminal (C-terminal), esta regién conecta las cadherinas con los filamentos de
actina del citoesqueleto, unién que es necesaria para estabilizar la adhesion intercelular
dependiente de cadherinas. Una caracteristica importante de las cadherinas es su
capacidad para unirse a moléculas de adhesion celular idénticas, que se encuentran en
células vecinas, por ejemplo: E- cadherina con E-cadherina, proceso conocido como
adhesion hemofilica. La existencia de dos tipos de interacciones: lateral o cis y de
adhesion o trans, durante la formacion de uniones dependientes de cadherina fue uno de
los primeros avances en el conocimiento del mecanismo estructural de la adhesion
homofilica. Las principales funciones de las cadherinas son: formacion de uniones entre
células adyacentes, separacion histogénica, migracion de las células y diferenciacion de
los tejidos embrionarios; las moléculas de adhesién también tienen un papel importante
en el comportamiento maligno de las neoplasias. (Cailliez y cols 2006 Halbleib y cols
2006) Estas proteinas no tienen una mision con consecuencias Unicamente mecanicas
para la célula, sino que también actian como mecanotransductores cuando se unen a sus

ligandos extracelulares, los dominios citosélicos de las proteinas de adhesién pueden
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desencadenar procesos internos que afectan a la fisiologia celular. Asi, pueden
interactuar con ciertas vias de sefializacion interna, afectar a la movilidad celular,
provocar cambios en la expresion de genes, alterar el ciclo celular, e incluso, determinar
la supervivencia de la propia célula; asi mismo, defectos en la adhesién celular
provocan numerosas patologias en los organismos que en algunos casos son letales, la
mayoria de las células no se diferencian, proliferan o sobreviven si no estdn adheridas
correctamente a un sustrato, y la metdstasis en los procesos cancerosos necesita un
cambio previo de adhesion celular. Se produce por tanto un flujo de informacién desde
el exterior celular que se transmite al citoplasma gracias a las proteinas de adhesion,
similar al que se da en los receptores clasicos de la membrana plasmética. (Gordon y
cols 2006, Wheelock y cols 2006)

La capacidad para el crecimiento sin control, la invasibidad local y la metastasis se
relacionan con la ausencia o la presencia de estas moléculas. Las células tumorales
adquieren motilidad al reducir la produccién de proteinas de la matriz extracelular, se ha
demostrado que la inactivacion de la adhesion mediada por la E-cadherina se asocia con
una progresion de los tumores, como se ha observado en el cdncer de prdstata, mama,
cavidad bucal y en la neoplasia de células transicionales de vejiga, también se ha
observado que al utilizar anticuerpos anti E-cadherina se induce o se incrementa la
capacidad invasora de las células tumorales, mientras que, al transfectar dichas células
con el gen de la E-cadherina se pierde el fenotipo agresivo de las neoplasias de vejiga.

(Shiozaki y cols 2006, Cohen y cols 2004)

La pérdida o reduccion de la adhesion celular mediada por E-cadherina es un paso
importante en el desarrollo de la invasion y metdstasis en multiples carcinomas
incluidos los carcinomas bucales. Santos-Garcia y cols (2006) investigaron la expresion

proteica de alteraciones genéticas que tienen lugar en los estadios iniciales de la
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cancerizacion de la cavidad bucal, estudiaron ademds la pérdida o reduccién de la
adhesion celular en desérdenes potencialmente malignos y malignos de la cavidad
bucal, encontrando que el 20% de los casos de carcinoma in situ presentaron pérdida de
expresion de E-cadheina, mientras que en CEC, el 90% de los casos. Asi mismo
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre un grupo de epitelio
normal y carcinoma micro invasor. (Santos-Garcia 2006)

Existen estudios que sugieren que la pérdida o reduccién de E-cadherina se incrementa

en invasion y metastasis de CEC. (Santos-Garcia 2005)

1.8 Ki-67

Por otra parte la estimacion de la capacidad proliferativa de los tumores y de la
expresion del fendmeno apoptético, no se ha resuelto, existe una correlacion entre
apoptosis y proliferacion en tejidos sanos, pero también en tumores. Una mayor tasa de
proliferacion se ha asociado con peor prondstico en la mayoria de los tumores. Santos-
Garcia y cols (2005) estudiaron la proliferacion celular con el marcador Ki-67 y
concluyeron que las técnicas de inmunohistoquimica y el estudio molecular de los DPM
permiten conocer la expresion proteica de las alteraciones genéticas que pueden ayudar
en el diagnoéstico y tratamiento tempranos de CEC, teniendo especial relevancia el
estudio de Ki-67 en estadios tempranos, puede ser empleado para medir la fraccion de
crecimiento en los tejidos normales y en las neoplasias malignas. (Santos-Garcia 2005)

Ki-67 es una proteina nuclear con un peso molecular que oscila entre 345 y 395
kilodaltones; es un antigeno que se ve expresado en la fase G1,G2,S, del ciclo celular
que se cataboliza al final de la fase M y no se sintetiza en fase GO del ciclo celular,
también se considera que forma parte del complejo ciclina D-cdk, donde participa en las
fases del ciclo celular identificando las células que estdn proliferando, siendo los

tumores con un alto indice de Ki-67 los que tienen un peor prondstico. Se ha
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comprobado que existe una estrecha relacion con el grado histolgico del CEC (Gruss
2001)

Estudios previos han demostrado que los altos indices de Ki-67 observados en
carcinomas escamocelular bien diferenciado, estaban correlacionados con la severidad
de la enfermedad y con un mal prondstico (Gonzédlez-Moles y cols 2010).

La capa basal del epitelio bucal, es la zona donde, en condiciones normales, se ubica el
compartimento celular en proliferacion, mientras que la capa suprabasal incluye las
zonas de maduraciéon celular. La deteccion de Ki-67 en la capa suprabasal es un
marcador objetivo de la presencia de displasia epitelial. (Garcia y cols 2004, Gonzélez y
cols 2000, Tulumur y cols 2002).

Algunos autores (Gonzélez Moles 2010) han descrito que las células parabasales pueden
ser blanco para los cambios oncogénicos y aumentar la proliferaciéon y diferenciacion

terminal de las células hasta su transformacién maligna. (Gonzalez Moles 2010)

2. Justificacion

El diagnéstico clinico e histologico son considerados el estindar de oro para el
diagndstico temprano de cdncer bucal, sin embargo, ninguno de estos procedimientos
pueden predecir que lesiones bucales diagnosticadas como desérdenes potencialmente
malignos (DPM) progresardn a cincer. Por otro lado, debido a que existe evidencia de
que algunas de las neoplasias malignas de la mucosa bucal se desarrollan de novo, la
identificacion de marcadores de malignidad que pudieran contribuir a la caracterizacion
de individuos con mayor riesgo de malignizacién representard una herramienta ttil en la

deteccion temprana y oportuna del cdncer bucal.
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A pesar del enorme progreso en el campo de la biologia molecular, no existe ningin
marcador predictor del potencial de transformacién maligna de los DPM de la mucosa
bucal.

A través del presente estudio se pretende evaluar si el uso de marcadores moleculares
como E-cadherina y Ki-67 son ttiles para el prondstico y progresion de los desérdenes
potencialmente malignos.

3. Hipotesis

La expresion de E-cadherina disminuird progresivamente, desde displasia epitelial leve,
displasia epitelial severa, hasta carcinoma escamocelular bien diferenciado.
La expresion de Ki-67 aumentard progresivamente desde displasia leve, severa, hasta

carcinoma escamocelular bien diferenciado.

4. Objetivo general

Establecer las diferencias en la expresion E-cadherina y Ki-67 en muestras histoldgicas
de mucosa normal, hiperqueratosis sin displasia epitelial, displasia epitelial leve,

displasia epitelial severa y carcinoma escamocelular bien diferenciado.

4.1 Objetivos especificos

— Cuantificar la expresion de E-cadherina en mucosa normal, hiperqueratosis sin
displasia, displasia epitelial leve, displasia epitelial severa y carcinoma

escamocelular bien diferenciado.

— Cuantificar la expresion de Ki-67 en muestras histolégicas de mucosa normal,
hiperqueratosis sin displasia, displasia epitelial leve, displasia epitelial severa y

carcinoma escamocelular bien diferenciado.
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5. Material y métodos

5.1 Tipo de estudio

Estudio transversal, retrolectivo y descriptivo en el que se seleccionaron los bloques
correspondientes al periodo de 2005 al 2010 con el diagndstico histolégico de mucosa
normal, hiperqueratosis sin displasia epitelial, displasia epitelial leve, severa y
carcinoma escamocelular bien diferenciado de la mucosa bucal. Los bloques provenian
de casos recibidos en el laboratorio de Patologia y Medicina Bucal de la Universidad

Auténoma Metropolitana Xochimilco (UAM-X) y de un laboratorio de préctica privada.

5.2 Criterios de inclusion

— Bloques de parafina con diagndstico.de hiperqueratosis sin displasia epitelial,
displasia epitelial leve, displasia epitelial severa y carcinoma escamocelular
provenientes del laboratorio de la Universidad Autonoma Metropolitana y de un

centro privado (PERIBAC).

— Cortes histolégicos con suficiente tejido para realizar el estudio de

inmunohistoquimica.

5.3 Criterios de exclusion

— Cortes histologicos que no tenian suficiente tejido para realizar el estudio de

inmunohistoquimica.

— Cortes histologicos que presentaban hifas de candida albicans
— Cortes histologicos que hayan sido diagnosticadas como carcinoma escamocelular

moderadamente diferenciado o poco diferenciado.
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5.4 Estandarizacion de examinadores

Con el fin de unificar los criterios histologicos tres examinadores (VRA, GAS y ERG)
realizaron una revision de 40 cortes histolégicos que previamente habian sido
diagnosticados como hiperqueratosis sin displasia, displasia epitelial leve, displasia
epitelial severa y carcinoma escamocelular bien diferenciado. Para evaluar los criterios
histolégicos de displasia epitelial, los examinadores se basaron en los criterios descritos
por Warnakulasuriya 2007, (Anexo2) los resultados de los tres examinadores se
evaluaron por medio de una prueba de Kappa obteniendo 0.92% entre los tres

examinadores.

5.5 Procedimientos de laboratorio

Una vez revisados los cortes histologicos se seleccionaron los bloques para realizar
técnicas de inmunohistoquimica. De un total de 67 muestras seleccionadas, 25
correspondieron a displasia epitelial leve, 12 a displasia epitelial severa, 10 a
hiperqueratosis y 10 a carcinoma escamocelular. Los casos de mucosa normal se
tomaron de muestras diagnosticadas como hiperplasias fibrosas, que no presentaran
cambios en el epitelio y que ademads tenian la misma localizacién anatémica que las

muestras de los diferentes grados de displasia epitelial y carcinomas (Anexo 3).

Se realizaron microarreglos de cada uno de los cortes histoldgicos que tenian un
didmetro mayor de 4 mm. Se tomoé una zona representativa del tejido con sacabocados
de 2 a 3 um, se colocaron de 10 a 20 muestras en laminillas con poli-lisina y se fundié

la parafina de las muestras en la estufa, por 30 minutos a 60°.
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La hidratacion comenzé eliminando la parafina en 2 bafios de Xilol por 5 y 30
segundos, respectivamente; posteriormente, se realiz6 la hidratacion a partir de alcohol

absoluto anhidro, 96, 80, 70, 50% y agua destilada.

Para realizar el desenmascaramiento de epitopes se colocaron las muestras en un vaso
de coplin de polpropileno de alta densidad con solucién de desenmascaramiento de
epitopes (citrato de sodio pH 6) antigen retrieval citra plus 1X BioGenex® (HKO080-

9K).

Se llevé a cabo un precalentamiento por 5 minutos de la olla express para microondas;
posteriormente se colocé el vaso de coplin con las muestras, volviéndose a programar el
microondas por 5 minutos, hasta escuchar la salida de presion; se dejé 1 minuto para
enfriar a temperatura ambiente; se lavé la muestra con agua destilada con dos baiios;
luego se incubé la muestra con peréxido de hidrégeno al 0.9% por 5 minutos, se lavé
con PBST por 4 minutos, se colocaron 100 pl del anticuerpo primario con una dilucién
1:50 (2 pl Ac + 98 pl PBST1X) por 30 minutos a temperatura ambiente, al término de
este paso se lavo el anticuerpo con TBS. Posteriormente se colocé citrato para revelar
los anticuerpos, se esperd 1 minuto y se observé en el microscopio. Una vez tefiidos los
tejidos se enjuagaron y se tifleron con hematoxilina de gill. Finalmente se deshidrataron

las muestras y se colocd el cubre-objeto sobre ellas.

5.6 Procedimientos microscopicos

Conteo celular

Para la cuantificacion celular de los marcadores E-cadherina y Ki-67 se tomaron
fotomicrografias de un campo a 40x y se seleccioné una zona representativa para la

cuantificacion de la expresion del marcador.
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E-cadherina

Se contaron las células expresadas por campo. Se colocé una gradilla con 36 celdillas;
posteriormente se realiz6 el conteo celular, calculando el nimero de membranas
positivas entre el total de células por campo, obteniendo asi el porcentaje de expresion

del marcador, mediante la siguiente férmula

N Membranas = % de expresion del marcador

Total de células

Ki-67

Se contaron las células expresadas por campo. Se colocé una gradilla con 36 celdillas;
posteriormente se realizo el conteo celular, calculando el nimero de nicleos positivos
entre el total de nucleos por campo, obteniendo asi el porcentaje de expresion del
marcador. Cabe sefialar que en este conteo se excluyeron las células inflamatorias y

células de tejido conectivo (Bologna y cols 2007). Se utiliz6 la siguiente férmula

N nucleos Positivos = % de expresion del marcador

Total de células

Intensidad

Para E-cadherina se evalu6 la intensidad del marcador por medio de cruces. Se asigné la
expresion (+) cuando el marcador fue leve; la expresion (++) al encontrarse mds del
50% de expresion, y (+++), al presentar una tincién fuerte y completa de las

membranas.

19



6 Analisis estadistico

Se estimaron los porcentajes de las células positivas para cada caso de E-cadherina y
Ki- 67, se generaron medidas de resumen (medias y medianas) y medidas de dispersion

(desviacioén estandar y quartiles).

Para comparar los porcentajes de la expresion de los marcadores en el conteo celular de
los cinco grupos, se realizd un andlisis de varianza de rangos a través de la prueba de

Kruskal-Wallis. El nivel de significancia estadistica fue de o 0.05

Para el andlisis entre las diferentes lesiones por pares se utilizd la prueba de Tukey-
Kramer. Se calculé la especificidad y la sensibilidad de E-cadherina en los casos de
carcinoma escamocelular. El andlisis de datos se llevo a cabo mediante el programa

estadistico JMP7.0
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7. Resultados

Caracteristicas demograficas y clinicas

Se incluyeron un total de 67 muestras histolégicos correspondientes a 39 (58%) mujeres
y 28 (42%) hombres, con un promedio de edad de 53.6 £ 5.1 afios. De los 67 casos, 10
(14.9%) fueron tejido normal, 10(14.9%) a hiperqueratosis sin displasia epitelial, 25
(37%) a displasia epitelial leve, 12 (17.9%) a displasia epitelial severa y 10 (14.9%) a
carcinoma escamocelular bien diferenciado. En el Cuadro 2, se presentan las
caracteristicas de sexo y edad de los pacientes de los que provenian las muestras. La
localizacion anatomica de los casos de hiperqueratosis fue la siguiente: dorso de lengua
4 (4%), borde lateral de lengua 2 (2%), mucosa yugal, encia, paladar y piso de boca en
un caso cada uno (10%), para displasia epitelial leve fue 12 (48%) de dorso de lengua,
10 (40%) en borde lateral de lengua, 2 (8%) de encia y 1 (4%) de proceso alveolar
superior. Para displasia epitelial severa los sitios anatomicos fueron dorso de lengua 6
(50%), borde lateral 3 (25%), y un caso mucosa yugal, encia y proceso alveolar (8.3%).
Los casos de carcinoma escamocelular correspondieron a borde lateral de lengua 6
(60%), encia en 2 casos (20%) mientras que de mucosa yugal y dorso de lengua solo se

presentd un caso para cada uno (10%).

En el Cuadro 3 se describen los diagndsticos clinicos de las lesiones bucales estudiadas.
La leucoplasia bucal fue el diagnéstico clinico que se presentd con mayor frecuencia
(60%); la mayor parte de estos casos (64.7 %) correspondié a displasia epitelial leve, en
contraste con los 12 casos de eritroleucoplasia en los que ocho (66.7 %), presentaron
displasia epitelial severa y tres (25%) eran ya carcinoma escamocelular

histologicamente.
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Expresion de E-cadherina

Conteo celular

Como se describe en el Cuadro 4 y la Gréfica 1, la expresion positiva a E-cadherina

disminuy6 progresivamente de tejido normal (97.1%, #3.4) e hiperqueratosis sin

displasia epitelial (94.0%, £10.6), a displasia epitelial severa (71.6% + 22.9) severa y

carcinoma escamocelular (26.3% +10.1) (p =<0.0001). Al contrastar la expresion de E-

cadherina entre los diferentes diagndsticos histolégicos, Unicamente se observd una

diferencia significativa al comparar el grupo de tejido normal con el grupo de displasia

epitelial leve (p = 0.0304) y el grupo de displasia epitelial leve contra el grupo de

carcinoma escamocelular (p = 0.031)

Grifica 1. Pérdida de expresion de E-cadherina en muestras de tejido normal,

huperqueratosis sin displasia, displasia epitelial leve, severa y carcinoma

escamocelular.
Expresion de E-cadherina
97,16% ,
° 94,09% _
87.14%
TN HQSE DEL DES CEC
TN: Tejido Normal, HQSE: Hiperqueratosis sin displasia leve, DEL: Displasia epitelial leve, DES: Displasia
epitelial severa, CEC: carcinoma escamocelular.
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Intensidad de E-cadherina

Por otro lado se evalu6 la intensidad de E-cadherina por medio de cruces. Se asign6 la
expresion (+) cuando el marcador fue leve; se asigno como (++) cuando mas del 50% de
las membranas se encontraba tefiida finalmente se asigno (+++), al presentar una tincion
fuerte y completa de las membranas. Observdndose una disminucién gradual de la
intensidad del marcador en los casos de carcinomas observamos una intensidad de (+),
en displasia epitelial leve y severa (++) y en los casos de hiperqueratosis y tejido
normal (+++).

Por otra parte se realizaron tablas de contingencia de dos por dos para determinar la
sensibilidad y especificidad de E —cadherina encontrando que es la pérdida de expresion
del marcador tiene una sensibilidad del 90% y una especificidad del 91.7% , lo cual
indica que es un marcador de utilidad pronostica para carcinoma escamocelular
Expresion de Ki-67

Conteo celular: Como se describe en el Cuadro 5, se encontré una diferencia
estadisticamente significativa en la expresion de Ki-67 de tejido normal a carcinoma
escamocelular (p = 0.750), tampoco se encontraron diferencias significativas al

comparar los diferentes grupos histopatologicos.
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Fig. 1 Expresion de intensidad de E-cadherina

Expresion completa de E-cadherina (+++)
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Fig. 2 Expresion de proliferacion celular con Ki-67

Tincién nuclear del marcador Ki-67

25



Fig. 3,4 Intensidad de E-cadherina en T normal e hiperqueratosis sin displasia
epitelial.

Fotografia 40X Tejido normal Fotografia 40X Hiperqueratosis sin displasia

Fig 5,6 Intensidad de E-cadherina Displasia epitelial leve y severa

Fotografia 40x Displasia epitelial leve Fotografia 40x Displasia epitelial severa
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Fig.6 Intensidad de E-cadherina en carcinoma escamocelular

Fotografia 40X carcinoma escamocelular
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Cuadro 2. Edad y sexo en los 67 individuos de quienes se obtuvieron los especimenes

estudiados.
Sexo Edad
Femenino (%) Masculino (%) Min- Max Promedio DE+
Hiperqueratosis sin displasia 3 30) 7 (70) 31-61 46.1 +114
Displasia epitelial leve 14 (56) 11 (44) 30-75 52.2 +124
Displasia epitelial severa 6 (50) 6 (50) 30-69 55.3 +11.1
Carcinoma escamocelular 7 (70) 3 (30) 53-79 59.1 +12.2

DE: Desviacion estandar
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Cuadro 3. Diagnéstico clinico e histopatolégico de los especimenes estudiados.

Diagndstico  histopatologico

Diagndstico clinico Hiperqueratosis Displasia Displasia Carcinoma

sin displasia leve severa escamocelular
n (%) n (%) n (%) n (%)

Leucoplasia (n =34) 8 (23.5) 22 (64.7) 4 (11.8) -

Eritroleucoplasia (n=12) - 1 (8.3 8 (66.7) 3 (25.0

Liquen plano (n=4) 2 (50.0) 2 (50.0) - -

Ulcera (n = 3) - - - 3 (100)

Carcinoma escamocelular (n=4) - - - 4 (100)
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Cuadro. 4 Expresion de E-cadherina en tejido normal, hiperqueratosis sin displasia,
displasia epitelial leve, severa y carcinoma escamocelular.

Caracteristicas histologicas Media DE P P Global
Tejido normal (1) 97.1 34 <0.0001
1vs.2 0.5458

1vs.3 0.0304

1vs. 4 0.2799

1vs.5 0.9945
Hiperqueratosis sin displasia (2) 94.0 10.6

2vs.3 0.1415

2vs. 4 0.6502

2vs.5 0.5504

Displasia epitelial leve (3) 87.1 16.5

3vs. 4 0.3064

3vs.5 0.0310

Displasia epitelial severa (4) 71.6 22.9

4vs.5 0.2831

Carcinoma escamocelular (5) 26.3 10.1

1: Tejido normal, 2: hiperqueratosis sin displasia epitelial, 3: displasia epitelial leve, 4: displasia

epitelial severa, 5: carcinoma escamocelular, vs. = comparacion.

30



Cuadro. 5 Expresion de Ki 67 en tejido normal, hiperqueratosis sin displasia,
displasia epitelial leve, severa y carcinoma escamocelular.

Caracteristicas histologicas Media DE | P Global
Tejido normal(1) 8.3 5.8 0.7520
1vs.2 0.6666

1vs.3 0.7759

1vs. 4 0.1037

1vs.5 0.6566

Hiperqueratosis sin displasia (2) 7.8 5.6

2vs.3 0.6959

2vs. 4 0.9537

2vs.5 0.7859

Displasia epitelial leve (3) 6.0 3.8

3vs. 4 0.6.676

3vs.5 0.7859

Displasia epitelial severa (4) 4.2 4.4

4vs.5 0.10437

Carcinoma escamocelular (5) 8.7 6.1

1:Tejido normal, 2:Hiperqueratosis sin displasia epitelial, 3:Displasia epitelial leve, 4:Displasia

epitelial severa, 5:Carcinoma escamocelular.
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8 Discusion

En el presente estudio se observé una pérdida progresiva en la expresion de E-cadherina
de hiperqueratosis sin displasia epitelial (94.09%) hasta carcinoma escamocelular bien
diferenciado (26.30%) (p < 0.001). Igualmente, al realizar la comparacion de los grupos
histologicos pudimos observar cambios estadisticamente significativos al contrastar
tejido bucal normal contra displasia epitelial leve (p = 0.0304) y displasia epitelial leve

frente a carcinoma escamocelular (p = 0.0310).

Por otra parte, Santos Garcia y cols (2005), encontraron una baja expresion de E-
cadherina en los casos de displasia epitelial leve y moderada (20%) y alta en los casos

de carcinomas escamocelulares bien diferenciados (90%) (p < 0.01).

Adicionalmente, la pérdida de expresion de E-cadherina ha sido reportada en diferentes
estudios que han comparado carcinomas escamocelulares vs. tejido normal (Bankavalfi
y cols 2002) y carcinomas bien diferenciados contra los pobremente diferenciados
(Tapia y cols 2004, Kaur y cols 2010). Tapia y cols 2004 al analizar 50 casos de
carcinoma epidermoide de cabeza y cuello, sefialan que la expresion de E-cadherina se
encuentra reducida en carcinomas poco diferenciados y con metdstasis ganglionares.
Los autores sugieren que los carcinomas bien diferenciados mantienen la adhesion
intercelular, en comparaciéon con los poco diferenciados en los que se pierde

completamente esta adhesion y por lo tanto muestran una mayor tendencia invasiva.

En un estudio realizado en 42 cortes histolégicos de carcinoma escamocelular se
encontrd que los carcinomas escamocelulares bien diferenciados expresan E-cadherina
de manera similar a lo observado en las membranas de tejido normal, mientras que en
los casos de carcinomas poco diferenciados, la tincién se encontraba ausente o en el

citoplasma y en los moderadamente diferenciados se observé una tincion heterogénea
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en las membranas celulares, observando diferencias estadisticamente significativas al
comparar los bien y moderadamente diferenciados contra los pobremente diferenciados
(p = 0.001 y p = 0.004), respectivamente Los autores sugieren que la pérdida de
adhesion celular y de E-cadherina tienen un papel importante en la progresion de los
carcinomas, ya que la disminucién de su expresion se asocia con de-diferenciacion y

metastasis.

Adicionalmente, (Wang y cols 2008) describen una pérdida de expresion del 56% de E-
cadherina en el frente invasor de los carcinomas escamocelulares, en comparacion con
el 75% reportado en las 4reas centrales del epitelio (p < 0.05), sugiriendo que la pérdida
de expresion del marcador es un factor predictivo para la progresion de carcinomas y

estd asociado con la baja sobrevida en pacientes con tumores invasivos.

Otros autores, al comparar la expresion de E-cadherina y P-cadherina en mucosa
normal, carcinoma in situ y carcinoma escamocelular, no encontraron una relacion entre
el grado de diferenciacion y la pérdida de la expresion del marcador. Sin embargo
reportan diferencias estadisticamente significativas entre la expresion de E-cadherina y
la recurrencia de la enfermedad (p = 0.03). Los autores concluyen que la reduccién de
E-cadherina estd probablemente asociada con la progresion de la enfermedad
independientemente del grado histologico y que este marcador puede ser considerado

predictor de recurrencia de la enfermedad (Muiioz y cols 2005).

Estudios en lineas celulares de carcinomas de cabeza y cuello, reportan una expresion
similar del marcador en carcinomas bien diferenciados y tejido normal, sin embargo, no
describen la expresion del marcador en carcinomas pobremente diferenciados ni

metdstasis, por lo que sugieren que E-cadherina probablemente juega un papel
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importante en la diferenciacion histoldgica e invasion de carcinomas de cabeza y cuello.

(Schipper y cols 1991)

Una limitante para comparar los hallazgos del presente estudio con otros, es la gran
variacion en los métodos utilizados para valorar la expresion de E-cadherina. Cabe
mencionar que en el presente trabajo la estimacion de la expresion del marcador se
realizé usando un método cuantitativo en el que se calcul6 el porcentaje de expresion de
las membranas tefiidas en cada campo (Bologna y cols 2007).

Algunos autores han utilizado otros métodos en los que la expresion del marcador se
estima de acuerdo a la proporcién de células positivas y se representa utilizando cruces:
3+ tincién completa de las membranas celulares y mas del 50% de células tefiidas, 2 +
tincion mayor al (10 % y menos del 50% de las células tefiidas), 1+ tincién menor de
10% de células tefiidas y 0 ausencia del marcador (Santos Garcia y cols 2005).

Por otro lado, algunos trabajos sélo valoran la intensidad del marcador como: 3+ tincién
fuerte, 2+ tincidn moderada 1+ muy baja tincién y 0 cuando no existe tincién de las
membranas (Williams y cols 1998, Kaur y cols 2010). Otros autores (Bankfalvi 2002,
Wang 2008) utilizan un método de valoracion expresado por letras: a) expresion no
detectable o sin membranas tefiiddas, b) débil expresion detectada en menos del 10% de
las células (1+), ¢) de moderada a fuerte tincién en el 10% hasta el 75% de las
membranas (2+) y d) fuerte y homogénea expresion en mas del 75% de las membranas
celulares (3+). (Bankfalvi y cols 2002 y Wang y cols 2008).

Adicionalmente, se ha descrito un método en el cual se asigna una puntuacion que se
basa tanto en la intensidad de la tincion de la membrana (0-4) como en el porcentaje de
las células tefiidas (0-100%), posteriormente los dos componentes son multiplicados
obteniéndose una puntuacion total, que varia entre cero y 400 y se comparan las

medidas de puntuacion entre los diferentes grupos. (Tapia y cols 2004)
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En el presente estudio, ademds de la proporcién de células positivas, se evalud la
intensidad E-cadherina por medio de cruces; encontrando intensidad leve (+) en los
casos de carcinoma escamocelular, moderada (++) en los casos de displasia epitelial
severa y fuerte (+++) en los casos de tejido normal, hiperqueratosis sin displasia
epitelial y displasia epitelial leve. En contraste, otros han descrito una intensidad fuerte
en los casos de displasia epitelial leve y moderada similar al epitelio normal,
observdndose una reduccién en los casos de carcinoma bien y moderadamente
diferenciados y una intensidad leve o ausente en los carcinomas pobremente
diferenciados (Williams y cols 1998).

Asi mismo se realizaron pruebas de sensibilidad (90%) y de especificidad de (91.7%) lo
que indica que la pérdida de expresion del marcador E-cadherina es un marcador de
gran utilidad para valorar los cambios progresivos de displasia epitelial leve a

carcinoma escamocelular.

Si bien en diferentes tipos de cancer la actividad proliferativa ha demostrado tener un
alto significado, los estudios de Ki-67 en cdncer bucal han brindado resultados
contradictorios (Pich y cols 2004). Algunos informes han mostrado que Ki-67 tiene un
valor prondstico ( Girod y cols 1999, Sittel y cols 1999 Xin Xie y Cols 1999, Pich y
cols 2004, Freudisperger y cols 2010), sin embargo otros autores han descrito que su
expresion no tiene relevancia predictiva (Pikko y cols 1996, Stoll y cols 1999Lee y cols

2009, Shah y cols 2009).

Un estudio retrospectivo en el que incluyeron 53 muestras histopatoldgicas de pacientes
con el diagndstico clinico de leucoplasia bucal, describe el incremento en la expresion
de Ki-67 de acuerdo a los grados de alteracion histopatoldgica (Santos Garcia y cols
2004). En el estudio citado se encontraron diferencias significativas al comparar tejido

normal contra displasias leves y moderadas (p<0.05), y carcinoma escamocelular
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(p<0.03), en consecuencia los autores sugieren que Ki-67 es un marcador adecuado de
proliferacion celular que permite diferenciar los diferentes grados de displasia epitelial.

(Santos Garcia y cols 2004).

De igual manera, la expresion de distintos marcadores de inmunohistoquimica (Ki-67,
p63, CK19 y p53) se analiz6 en 62 casos de displasia epitelial, encontrando que los
marcadores se ven expresados en las células basales, para basales y supra basales del
epitelio (Takeda y cols 2006). La expresion de Ki67 aumenté de acuerdo al grado de
displasia epitelial de los casos, reportando diferencias estadisticamente significativas al
comparar tejido normal contra displasia severa (p<0.01). La expresion de los
marcadores p63, p53 y CKI19 si bien se observé en las células basales, no se
encontraron diferencias significativas al comparar los distintos grados histolégicos de
displasia epitelial, por lo que los autores concluyeron que la relacién que existe entre los

grados de displasia epitelial y la transformacion maligna es controversial

Un aumento de expresion de Ki-67 de tejido normal (22.95%) a displasia epitelial leve
(45.2%) o carcinomas bien diferenciados de (43.9%) se detalla en un estudio en el que
se examind también otro marcador de proliferacion celular (Germinina) y una proteina
de replicacion del DNA en el ciclo celular (Mcm2), en 134 cortes histologicos de
displasia epitelial y carcinomas de cabeza y cuello. Sin embargo, tinicamente el anélisis
simultdineo de Mcm2 y Ki-67 y Germinina y Ki-67 brindaron un resultado
estadisticamente significativo (p = 0.04, p = 0.02, respectivamente). Si bien Mcm?2 es
considerado como un marcador de proliferacion celular superior a Ki-67, se sugiere que
los tres marcadores pudieran ser de valor prondstico en las displasias epiteliales (Torres

Rendén y cols 2009).
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Por otro lado, se ha sugerido que Ki-67 es un marcador prondstico para la recurrencia y
sobrevida de los pacientes (Montebugnoli y cols 2009). En un estudio prospectivo para
valorar la recurrencia en el que se analizé la expresion de Ki-67 en tejido normal
distante del carcinoma primario de pacientes tratados quirirgicamente, los autores
reportaron una asociacion entre el promedio de expresion de Ki- 67 en tejido normal en
11 casos y en 36 carcinomas (p <0.01). En conclusién el estudio mostré que una
proliferacion epitelial anormal en dreas distantes del tumor primario puede ser un factor

prondstico a largo plazo para el desarrollo de nuevos carcinomas (Montebugnoli2009).

En cuanto a la expresion de Ki-67, en este estudio no se observaron cambios en la
expresion del marcador en los distintos grados histoldgicos analizados (p = 0.75). De
manera similar, Xin Xie y Cols 1999 no encuentran diferencias estadisticamente
significativas al comparar la expresion de Ki67 y carcinoma escamocelular. Un estudio
reciente (Lee y cols 2009) describe la expresion CXCR-4, metaloproteasas y Ki-67
concluyendo que la expresion de los marcadores sirve para valorar la sobrevida pero no

la progresion de los carcinomas.

La falta de asociacion de la expresion de Ki-67 con el pronodstico de los tumores, se
debe en parte a que la expresion de Ki 67, se refleja en el total de las fracciones de
células con diferente capacidad de proliferacion, tanto las células que en su
diferenciacion terminal no desarrollan caracteristicas fenotipicas que empeoran el
prondstico, como el subgrupo de células proliferativas responsables del persistente
crecimiento maligno (Gonzalez Moles y cols 2010). En consecuencia, una gran parte de
los estudios considera que Ki-67 no es un marcador de utilidad para valorar la
progresion de DPM a carcinomas de la cavidad bucal ya que pude estar presente en
varios estratos y con diferentes grados de expresion (Gonzalez Moles y cols 2010

Takeda y cols 2006, Torres Rendén y cols 2009)
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Al igual que con E-cadherina, los métodos para evaluar la proliferacién celular no estan
estandarizados. Algunos autores han utilizado métodos semi cuantitativos para evaluar
la expresién de Ki-67, (a) obteniendo el porcentaje de tincién del marcador y asi
considerando como valor de positividad mas del 20% de nucleos tefiidos (Santos Garcia
y cols 2004, Montebugnoli y cols 2009). (b) utilizando una graticula de 6x6 en la cual
cuantifico el nimero total de células positivas entre el nimero de nucleos tefiidos
(Torres Rendén y cols 2010), (¢) por medio de cruces dependiendo el porcentaje de
expresion, asignando + (1-25%), ++ (26-50%), +++ (51-75%). ++++ (76-100%)
(Gonzélez Moles y cols 2010) (d) utilizando un software en el cual se incluye una
fotografia a 150x en el cual se cuantifican los nucleos totales y los nicleos tenidos en un
radio de Imm de la fotografia. Robinson y cols 2007 .En el presente estudio al igual que
en un estudio previo (Torres Rendén y cols 2009) utilizamos una graticula de 6x6 en la
que se cuantific6 el ndmero total de células entre el nimero de nicleos positivos tefiidos

obteniendo asi el porcentaje de la expresion de Ki-67.

Con la finalidad de unificar los criterios histologicos para evaluar los grados de
displasia epitelial (leve, moderada y severa) se llevd a cabo la valoracion de 40
laminillas previamente diagnosticadas, con displasia epitelial, de forma ciega por tres
examinadores, obteniéndose un coeficiente kappa del 92%, que significa una

correlacion importante entre los tres observadores
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9. Conclusiones

El aspecto clinico e histolégico que presentan los desérdenes potencialmente malignos
sugiere su capacidad de malignizacién, sin embargo los datos que aporta el examen
clinico y el estudio histopatolégico no son totalmente satisfactorios. Es por ello que
surge la necesidad de buscar técnicas que sean de utilidad para evaluar la progresion de
los desordenes potencialmente malignos a carcinomas escamocelulares. En nuestro
estudio pudimos observar que la pérdida de expresiéon de E-cadherina juega un papel
importante en la progresion de DPM hasta su transformacién a carcinoma
escamocelular. Por lo que puede ser considerado un marcador de utilidad prondstica en
el desarrollo de cancer en cavidad bucal. Debido a la gran variedad de métodos usados
para evaluar la expresion del marcador se sugiere el uso de un software (soft Imaging

System, Germany) para facilitar la cuantificacion de las membranas celulares

Nuestros resultados respecto a Ki-67 sugieren que no es un marcador de utilidad para
valorar la progresiéon de DPM a carcinomas de la cavidad bucal. Ya que se expresa en
todas las células que se encuentran en etapa proliferativa por lo que es dificil distinguir
las células normales y las que presentan cambios displasicos. Por otro lado se ha
descrito que Ki-67 es un marcador de utilidad para la progresién de los DPM cuando se
ha combinado otros marcadores moleculares. Es por ello que se propone la biisqueda
nuevos marcadores de inmuhistoquimica que pueden determinar si existe progresion de
DPM a carcinomas de la cavidad bucal y establecer la asociacién entre los cambios

histolégicos y la proliferacion celular.

A pesar del enorme progreso en el campo de la biologia molecular, en la actualidad no
se cuenta con un marcador predictor del potencial de transformacién maligna de los

DPM de la mucosa bucal. Por lo cual se sugiere que en estudios futuros se realice una
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busqueda de marcadores o la combinacion de distintos marcadores, que contribuyan en

la deteccion temprana y oportuna del cancer bucal.
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9. ANEXOS



Anexo 1 Cronograma

ACTIVIDADES EN | FEB [MAR| ABR | MAY | JUN JUL AGOS | SEPT |OCT| NOV | DIC

Elaboracion y presentacion
del protocolo

Revision, discusién y
aprobacién del protocolo

Seleccién y recoleccion de
muestras

Calibracion de los
examinadores

Aplicacién de pruebas de
Inmunohistoquimica

Toma de fotografia de IHQ X

Cuantificacion y recopilacién

de los resultados obtenidos X X
P X X

Analisis de los resultados

Elaboracion y presentacion de X

los resultados

Informe final

Inicio de la elaboracion de la
publicacién
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Anexo 2 Criterios histolégicos Warnakulasuriya

Criterios histolégicos

Displasia

leve

Displasia

moderada

Displasia

severa

cambios arquitecturales

Procesos epiteliales
alterados en 1/3 bajo

Procesos epiteliales
anchos tercio /medio
del epitelio se
encuentra dafiado

Procesos epiteliales
en forma bulosa, 3/3
del epitelio se
encuentran dafados

Cambios celulares

Variacién del tamafio del
niicleo (anisonucleosis)

Hipercromatismo
Anisocitosis/pleomorfismo

Perdida relacién nicleo
citoplasma

Aumento de nimero
mitosis

Mitosis aberrantes
Multinucleacién

Minima atipia
celular

no

no
si

si
no

no
no

Moderada atipia
celular

si

si
si

si
si

si
si

Marcada atipia
celular

si

si
si

si
si

si
si
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Anexo 3 Cuadros de localizacion anatomica de Micro arreglos de tejido normal,
hiperqueratosis displasia leve, severa

TABLA MICRO ARREGLOS T.NORMAL , HIPERQUERATOSIS

A B C D E
MY V.L D.L M.Y M.Y
D.L D.L B.L B.L D.L
B.L D.L P.L D.L ENCIA
MY. MY D.L B.L P.A
D.L D.L D.L D.L D.L

TABLA MICRO ARREGLOS D.L

A B C D E
B.L B.L B.L DL S.V.I
M.Y.I DL B.L B.L B.L
M.Y.I D.L D.L DL B.L
ENCIA ENCIA D.L B.L B.L

B.L B.L D.L B.L B.L
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TABLA MICRO ARREGLOS D.S

A B C D E
B.L D.L D.L D.L D.L

ENCIA M.Y B.L B.L D.L
B.L D.L

Anexo 3 Cuadros Conteo celular E-cadherina y Ki 67 de tejido normal,
hiperqueratosis displasia leve, severa y carcinoma escamocelular.

Cuadro 1. Conteo celular E cadherina y ki 67 Tejido Normal

E- CADHERINA K167
CASO INTEN C .TOTAL POS % C.TOTAL POS %
1 3 244 235 (96) 268 52 (19)
2 3 209 192 (91) 291 34 (8)
3 3 215 196 (91) 357 17 (4)
4 3 161 161  (100) 304 51 (16)
5 3 265 256 (96) 398 41 (10)
6 3 210 210  (100) 256 28 (11)
7 3 232 22 (95) 129 4 (3)
8 3 192 192 (100) 171 2 (1)
9 3 245 245  (100) 197 9 (4)
10 3 274 274  (100) 247 18 (7)
Total 774 161
Promedio 96.4 8.3
Min max 91-100 1.19
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Cuadro 2. Conteo celular E cadherina y ki 67 Hiperqueratosis sin displasia

E- CADHERINA KI67
CASO INTEN C . TOTAL C.POS % C.TOTAL C.POS %
1 3 331 243 (73) 146 20 (13)
2 3 285 285 (100) 308 44 (14)
3 3 267 255 (95) 345 53 (15)
4 3 271 263 (97) 295 10 (3)
5 3 232 232 (100) 256 11 (4)
6 3 267 200 (74) 203 4 (1)
7 3 211 211 (100) 396 59 (14)
8 3 222 222 (100) 276 22 (7)
9 3 185 185 (100) 214 14 (6)
10 3 265 265 (100) 161 3 (1)
Total 939 78
Promedio 94.1 7.8
Min Max 73-100 1-15
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Cuadro 3. Conteo celular E cadherina y ki 67 Displasia epitelial Leve

E- cadherina Ki67
CASO Intensidad C .total Pos (%) C.total Pos (%)
1 3 350 295 (84) 338 6 (1)
2 3 260 231 (88) 299 33 (11)
3 3 325 314 (96) 269 35 (13)
4 3 298 244 (81) 304 4  (14)
5 3 362 235 (64) 222 8 (3)
6 3 245 219 (89) 189 19  (10)
7 3 212 193 91) 195 12 (6)
8 3 210 203 (96) 216 19 (8)
9 3 196 171 (87) 135 4 (2)
10 3 171 159 (92) 246 25 (10)
11 3 329 305 (92) 267 13 (4)
12 3 288 266 (90) 206 18 (8)
13 2 196 181 (92) 249 11 (4)
14 3 292 241 (82) 179 1 (5)
15 3 197 183 (92) 270 13 (4)
16 3 282 247 (87) 339 8 (2)
17 3 227 213 (193) 221 11 (4)
18 3 284 262 (92) 253 26 (10)
19 3 890 140 (15) 231 13 (5)
20 2 279 279 (100) 217 3 (1)
21 3 742 718 (96) 210 9 (4)
22 3 240 210 (87) 351 36 (10)
23 3 780 750 (96) 198 12 (6)
24 3 259 218 (84) 230 8 (3)
25 3 216 211 (97) 661 17 (2)
Total 2256 138
Promedio 87.1 6
Min- Max 15.100 1-14
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Cuadro 4. Conteo celular E cadherina y ki 67 Displasia epitelial Severa

E- cadherina Ki67

CASO Intensidad C .total Pos (%) C. total Pos %
1 3 197 177  (89) 253 7 (2)
2 3 255 219  (85) 525 49 (9)
3 2 176 143  (81) 315 19 (6)
4 2 327 261 (79) 534 87 (16)
5 1 252 199 (78) 244 9 (3)
6 1 321 - - 166 3 (D)
7 0 269 181 (67) 209 7 (3)
8 1 320 177  (53) 261 10 (3)
9 2 411 251  (61) 244 5 (2)
10 1 437 331  (75) 255 3 (D)
11 1 334 216 (64) 305 5 (1)
12 1 242 135  (55) 293 9 (3)

Total 787 50
Promedio 71.2 4.2
Min - Max 0-89 1-16
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Cuadro 5. Conteo celular E cadherina y ki 67 C.E.C

E- cadherina Ki67
CASO Intensidad C .total Pos (%) C. total Pos (%)
1 1 325 74 (22) 251 60 (23)
2 2 209 58 (27) 244 36 (16)
3 2 220 40 (18) 277 21 7)
4 0 204 30 (14) 270 17 (6)
5 2 154 48 (31) 283 31 (10)
6 3 231 105 (45) 200 4 (5)
7 1 383 67 (17) 267 15 (5)
8 1 125 20 (16) 283 13 (5)
9 2 105 35 (33) 167 8 (4)
10 0 235 85 (36) 149 9 (6)
Total 259 87
Promedio 26.3 8.7
Min-Max 14-45 4-231
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