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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. CICLO CELULAR Y MECANISMOS DE CONTROL

El ciclo celular se desarrolla mediante una secuencia de eventos que
permiten que la célula crezca, se divida y duplique su genoma. Este proceso se
divide en cuatro fases: la fase G1 que es una fase de crecimiento donde se
sintetizan macromoléculas celulares incluyendo proteinas, ARN y membranas.
Luego, se lleva a cabo la fase S en la que se da la sintesis de ADN para continuar
con otro periodo de crecimiento llamado fase G2. Finalmente, se desarrolla la fase
M donde las células sufren mitosis y el ADN se divide igualmente en dos células
hijas a través de la citocinesis (1). Sin embargo, se debe considerar que, en la
mayoria de los tejidos adultos las células estdn en un estado detenido del ciclo
celular denominado fase GO, que puede ser transitorio (este estado se denomina
quiescencia) o permanente (este estado puede darse tras diferenciacion terminal o
senescencia) (2).

El paso de una fase a otra del ciclo celular depende de mecanismos de vigilancia
llamados puntos de control. El término "punto de control del ciclo celular" se refiere
a mecanismos mediante los cuales la célula detiene activamente la progresion a
través del ciclo celular hasta que pueda asegurar que el proceso anterior, tal como
la replicacion del ADN o la mitosis, esté completo (3). Existen innumerables
mecanismos para asegurar que los reguladores del ciclo celular se activen e
inactiven oportunamente en el orden correcto. En general, los puntos de control
incluyen un sensor que monitorea los defectos del ciclo celular, un transductor que
transmite y amplifica la sefial, y un efector que detiene el ciclo celular (1). Estas vias
reguladoras responden a la sefializacion extracelular o el estrés intracelular y el
dafio del ADN (4).

El ciclo celular eucariota es impulsado por una familia de proteinas quinasas
llamadas quinasas dependientes de ciclina (CDKs) (1). Estas proteinas forman el

nacleo de la regulacion del ciclo celular, los miembros de la familia de la ciclina
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interactdan con los CDKs, y estos complejos estan obligados a pasar por las fases
del ciclo celular (4). Diversos factores mitogénicos estimulan estos complejos, las
ciclinas de tipo D interactian con CDK4 y CDK6 y son necesarias para la transicion
de la fase GO a la fase G1. Ciclina E se une a CDK2 y permite la entrada a la fase
S. El complejo ciclina A/ICDK2 regula el paso a través de la fase S. Luego, también
induce la fase G2 conjuntamente con CDC2 y ciclina A. Posteriormente, la ciclina

B1ly CDC2 desencadenan los eventos moleculares asociados con mitosis (5).

La actividad de CDK4 y CDKG6 se controla negativamente por unién a inhibidores de
CDK de la familia INK4 (p16INK4A, p15INKB, p18INKAC y p19INK4D) (2). La
expresion de los CDKs permanece relativamente constante en todo el ciclo celular,
mientras que las ciclinas son sintetizadas y destruidas de forma ciclica durante el

ciclo celular (6).

La regulacion del ciclo celular también se da en respuesta a eventos intracelulares,
tales como injurias genotoxicas y metabdlicas, asi como la alteracion de la velocidad
de la divisién y el tamafio de la célula (7). Las vias de sefalizacién, tales como p53,
actlan sobre estas injurias deteniendo la division celular y activando la iniciacion de
una respuesta apoptética. Por lo tanto, las vias celulares como la diferenciacion, la
senescencia y la apoptosis convergen con, y son frecuentemente activadas por, los

inhibidores de la division celular (4).

Ademas, existen RNAs largos no codificantes (INcCRNAs) que también estan
implicados en la regulacién de puntos criticos del ciclo celular tales como las
ciclinas, CDKs, inhibidores de CDK, pRB y p53. Estos IncRNAs actian como
reguladores epigenéticos, reguladores del factor de transcripcion, reguladores post-
transcripcion y andamios de proteinas. Varios INncRNAs son inducidos por el dafio
del ADN y participan en la detencion del ciclo celular o la induccidn de la apoptosis
como respuestas al dafio del ADN. Por lo tanto, las desregulaciones de estos
IncRNA reguladores del ciclo celular pueden estar implicados en la tumorigénesis

(8).
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1.2. CARCINOGENESIS

El conocimiento del desarrollo y mecanismos de control del ciclo celular
permiten comprender mejor la carcinogénesis. Estos mecanismos se encargan de
reparar el ADN y supervisar la replicacion de las células con la finalidad de preservar
el genoma, garantizando la duplicacion fiel del cromosoma y la transmision a la
descendencia (9). Existen dos mecanismos de reparacion del dafio a nivel
genomico, estos son la apoptosis y la senescencia replicativa (10). Cuando la célula
no puede repararse y se producen las alteraciones necesarias para generar la
inestabilidad del genoma se origina la carcinogénesis e inicia el desarrollo del tumor,
este proceso desencadena la expresion de oncogenes y alteracion en las funciones
de los genes supresores de tumores (11-14). Estas alteraciones se dan
principalmente en tres grupos: la maquinaria de proteinas del ciclo celular
incluyendo complejos de quinasas dependientes de ciclina (CDK), las enzimas
metabdlicas y las especies de oxigeno reactivo (15). La expresion de la
carcinogénesis se caracteriza por la falta de cohesion intercelular, aumento en la

proliferacion celular y mayor capacidad de infiltracion de tejidos y metéstasis (10).

1.3. LESIONES ORALES POTENCIALMENTE MALIGNIZABLES (LOPMs) Y
CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS (COCE)

En mayo del 2005, en un workshop coordinado por la OMS de Londres se
reuni6 un grupo de trabajo internacional compuesto por especialistas en
epidemiologia, medicina y patologia oral y biologia molecular con la finalidad de
discutir todo lo relacionado a precancery cancer oral. Uno de los consensos de este
grupo fue denominar trastornos potencialmente malignos para describir a las
presentaciones clinicas que podrian tener un potencial para convertirse en cancer.
El término potencialmente maligno o malignizable indica que no todas las lesiones
y condiciones descritas bajo este término pueden transformarse en cancer, sino que
hay una familia de alteraciones morfologicas entre las cuales algunas pueden tener

un mayor potencial de transformacion maligna (16). En este workshop la leucoplasia



INTRODUCCION

fue definida como “placa blanca con riesgo de transformacion maligna habiendo
excluido otras enfermedades o alteraciones conocidas que no supongan un
aumento en el riesgo de cancer” (16). Actualmente, la leucoplasia es considerada
como una lesion oral potencialmente maligna (LOPM) y es la mas frecuente de
todas las LOPMs en la cavidad oral (17,18).

La leucoplasia puede presentar a nivel histopatoldgico varios patrones que van
desde una hiperplasia hasta una displasia epitelial severa (19). Las leucoplasias sin
displasia epitelial (LOD-) suponen el 80 a 90% de todas las leucoplasias y las
leucoplasias con displasia epitelial (LOD+) representan el 10 a 20%. Sin embargo,
la presencia de displasia epitelial en el examen histoldgico se considera actualmente
como el indicador mas importante de mayor probabilidad de transformacion maligna.

Las LOD+ malignizan con mayor frecuencia que las LOD- (19-21).

La palabra displasia, proviene del griego y literalmente significa “crecimiento
anormal’, ella engloba la existencia microscopica de una combinacion variable de
fenomenos representativos de un desorden de la maduracion epitelial y una

alteracion de la proliferacion celular (19,22).

Actualmente, la valoracién cualitativa y cuantitativa de la capacidad de
malignizacibn de las LOPMs sigue considerdndose un proceso subjetivo y
controversial (18). Todavia no se han determinado marcadores definitivos que
puedan predecir la existencia y evolucion de las LOPMs. Sin embargo, la valoracién
del grado de displasia, a través de la biopsia y el analisis histopatolégico, sigue
siendo la mejor aproximacion diagndstica en la valoracion de la capacidad de

malignizacion de las LOPMs (22).

Basandose en los datos arquitecturales y citologicos que definen la displasia
epitelial segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (tabla 1). Kujan O et
al.(23) realizaron una valoracion y determinaron dos situaciones de displasia,
lesiones displasicas de bajo grado y lesiones displasicas de alto grado. El punto de

corte entre unay otra es la presencia de 4 datos arquitecturales y 5 datos citoldgicos,
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independientemente del nivel dentro del epitelio. Utilizando esta valoracién, estos
autores, observaron que solo el 15,1% de las lesiones de bajo riesgo se
transformaron en un carcinoma oral de células escamosas (COCE), por lo cual, esta
clasificacion demostré una sensibilidad del 85% y una especificidad del 80% en su
estudio (23). Actualmente, la OMS considera los grados leve, moderada y severa y
los criterios establecidos por Kujan O et al.(23) para determinar el grado de displasia
(24) (tabla 2).

Tabla 1. Datos histopatoldgicos de la displasia epitelial en la mucosa oral

Datos arquitecturales Datos citolégicos

1. Estratificacion irregular. 1. Variacion anormal en el tamafio nuclear.

2. Pérdida de polaridad de las células basales. | 2. Variaciéon anormal en la forma nuclear.

3. Crestas epiteliales anémalas (en gota, 3. Variacién anormal en el tamafio celular.

bulbosas,...) 4. Variacién anormal en la forma celular.

4. Aumento del nimero de mitosis. 5. Aumento en la proporcion

5. Mitosis anormales superficiales. nucleo/citoplasma.

6. Queratinizacion prematura de células 6. Aumento del tamafio nuclear.

aisladas. 7. Mitosis atipicas.

7. Perlas de queratina dentro de las crestas. 8. Aumento del nUmero/tamafio nucléolos.
9. Hipercromatismo.

Fuente: Gale N et al. Aguirre Echebarria P, Aguirre Urizar J.(22,25)

Tabla 2. Sistemas de clasificacion para la displasia epitelial

Grado de displasia (OMS) Sistema binario (23)
Displasia leve

Displasia de bajo grado

Displasia moderada

Displasia de alto grado

Displasia severa
Fuente: EI-Naggar A, Chang K, Grandis J, Takata T, Slootweg P. (24)

Consecuentemente, con el propdsito de realizar una valoracion mas objetiva, a
traves de ciertos marcadores celulares, se estan realizando investigaciones
utilizando técnicas inmunohistoquimicas y moleculares. De esta forma, se pretende
encontrar criterios diagnésticos y prondsticos que puedan sustituir o confirmar la

presencia de displasia epitelial y su capacidad de malignizacion.
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El término cancer de define por la OMS como un grupo amplio de
enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del cuerpo (26). Se considera
una enfermedad multifactorial y un problema de salud a nivel mundial que genera

una alta tasa de mortalidad (27,28).

Durante el desarrollo del cancer las células proliferan sin control, probablemente
porque la célula de la cual derivan ha sufrido alguna alteracion genética. Este
proceso puede degenerarse a tal punto que las células se extiendan mas alla de los
limites normales e invadan otros tejidos (26). A veces, este proceso maligno va
precedido de LOPMs como la leucoplasia y la eritroplasia oral. Se ha observado que
hasta un 10% de los pacientes con leucoplasia tienen un carcinoma invasivo en la
lesion (29). Ademas, parece que la supervivencia de pacientes con cancer oral que
han presentado una lesion local previa es de 63%, cinco afios después del
diagnastico (30).

En Espafia, el cancer oral representa un 2,0% de todos los tipos de tumores, su
incidencia es de 1,9% y su mortalidad es de 1,1 por cada 100.000 habitantes (31).
Dentro de los canceres de la cavidad oral, el COCE es uno de los mas frecuentes,
constituyendo el 92,8% de todos los procesos malignos orales (32). Los factores de
riesgo mas significativos, de todos los canceres de cabezay cuello, son el consumo
de tabaco y alcohol, la exposicion a estos factores representa aproximadamente el
80% del desarrollo de estos tipos de canceres a nivel mundial, con cierta variacién
para diferentes localizaciones, 65% para la cavidad oral y 86% para la laringe (33).
Otros factores a considerar son la edad, el sexo, mala higiene oral, exposicion a
quimicos y radiaciones, prétesis mal ajustadas y presencia del Virus de Papiloma
Humano (34). Ademas, los tumores pueden desarrollarse dentro de un contexto de
cancer de campo, con tumores adicionales que surgen del mismo entorno ambiental
0 epigenético que dio origen al primer tumor; esta teoria, conocida como
cancerizacion de campo plantea que tanto los tumores primarios como secundarios
se originan en un area del epitelio previamente acondicionada por la exposicion

prolongada a mutdgenos medioambientales (34,35).
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En el diagndstico, el método mas utilizado para la deteccion de posibles lesiones
potencialmente malignas o cancerosas es la inspeccion visual (36). Aunque, varios
estudios han demostrado que puede reducir la mortalidad en pacientes de alto
riesgo (consumidores de tabaco y alcohol) (36-38). La inspeccion visual solo se
restringe a detectar aquellas lesiones ya establecidas y no determina el grado de
displasia, el estadio tumoral o la evolucion de una LOPM a carcinoma (36).

Por lo expuesto, se requieren mas estudios para establecer un mejor sistema de
evaluacion que permita un diagnostico, tratamiento y prondstico correcto tanto de
las LOPMs como del COCE (39). El diagnostico correcto antes de llegar a estadios
avanzados podria mejorar el pronéstico del tratamiento y reducir la mortalidad a

causa del cancer oral (40).

En la actualidad, los principales marcadores prondsticos son: la clasificacion TNM,
la localizacion y la histopatologia (32). Sin embargo, ninguno de ellos ha demostrado
ser un marcador totalmente valido y confiable para valorar el prondéstico de la
evolucién y respuesta al tratamiento de las LOPMs y carcinomas orales de células
escamosas (COCES), es por esta razén que, las investigaciones actuales pretenden
descubrir nuevos marcadores moleculares, ya que se ha observado que existen
eventos en la biologia molecular de las células que permiten identificar la progresiéon
de las LOPMs y COCEs a nivel histopatologico (41).

1.4. SENESCENCIA CELULAR

1.4.1. Definicion y caracteristicas

La senescencia celular es un fenomeno que fue descrito por primera vez en
un estudio bajo condiciones no fisioldgicas e in vitro donde se demostré que las
células normales tenian una capacidad limitada para proliferar en el cultivo. Hoy en
dia, se define como la detencidn irreversible de la proliferacion celular debido a

diferentes causas de estrés celular (42,43).
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Existen dos hip6tesis importantes acerca de la senescencia celular, la primera es
que este mecanismo puede ser una barrera frente a la progresion de malignidad en
aguellas células que hayan sufrido un dafio o estrés suficiente como para alterar su
ciclo celular, pero insuficiente como para provocar su apoptosis, en este contexto,
la respuesta de senescencia se considera beneficiosa porque actia como un
supresor de tumores (43); la segunda hipotesis proviene del hecho de que la
regeneracion y reparacion de los tejidos se deterioran con la edad, entonces, se
propuso la respuesta de senescencia celular para comprender el envejecimiento, o
pérdida de la capacidad regenerativa, de las células in vivo, en este contexto, la
senescencia celular se consideré perjudicial, ya que contribuia a la disminucion de
la funcion y renovaciéon de los tejidos. Durante muchos afios, estas hipotesis se
siguieron mas o menos independientemente, sin embargo, a medida que crecia la
comprension de la respuesta de senescencia, estas hipotesis se unieron, trayendo

nuevos conocimientos a los campos del cancer y el envejecimiento (43).

Asimismo, todas las células mitoticas pueden entrar en senescencia celular a
excepcion de las células embrionarias (44,45). Las células mitéticas pueden iniciar
la senescencia cuando se encuentran con eventos potencialmente oncogénicos y
adquirir caracteristicas que comprenden el fenotipo senescente. Estas
caracteristicas incluyen el cese de la proliferacion celular, conocida como detencién
del crecimiento, en esencia irreversible; aunque algunas células que no expresan
p16'NK4a pueden retomar la replicacion celular si se les inactiva el supresor tumoral
p53 (46). Sin embargo existen otras caracteristicas que también se han descrito en
la literatura ya que ninguna de sus caracteristicas son especificas de ellas de
manera exclusiva, y no todas muestran todas las caracteristicas (41). Las
caracteristicas adicionales mas importantes y descritas hasta ahora son:
permanencia de su actividad metabdlica, adquisicion de funciones alteradas tales
como el aumento en la expresién de la beta-galactosidasa lisosomal (47,48),
cambios en su morfologia (s6lo in vitro); las células senescentes in vitro se

distinguen morfologicamente por adquirir una forma plana y alargada, y por
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aumentar su tamafo hasta en dos veces. Sin embargo, in vivo solo podremos saber
que se encuentran en estado senescente porque nunca observaremos el proceso
de mitosis en ellas (49). Ademas, las células senescentes se caracterizan porque
su foci nuclear presenta dafios en el ADN y heterocromatina e incluye teldmeros
disfuncionales (50,51).

1.4.2. Causas de senescencia

Las células mitéticamente competentes responden a diversos estimulos o
factores de estrés, sean extrinsecos o intrinsecos, manifestando el fenotipo
senescente. Estos factores de estrés incluyen telomeros disfuncionales, dafio no
telomérico al ADN, sefiales mitogénicas excesivas, incluyendo las producidas por
oncogenes (que también causan dafio al ADN), estrés no genotéxico como
perturbaciones en la organizacion de la cromatina y, probablemente, estrés con una
etiologia aun desconocida (43,52-54). Asimismo, las especies reactivas de oxigeno
también se pueden considerar como inductores de senescencia celular ya que
pueden provocar efectos mutagénicos en las células a través de iones de oxigeno
y radicales libre (4,55,56).

La activacion del mecanismo de senescencia por los factores o estimulos

mencionados depende tanto de las condiciones de cultivo como del tipo celular (57).

1.4.3. Tipos de senescencia

De acuerdo al mecanismo por el cual se inicia la senescencia pueden

describirse dos tipos:
1.4.3.1. Senescencia replicativa:

Este tipo de senescencia se describié por Hayflick y Moorhead en 1961 (42).
Estos autores demostraron que las células normales tienen una capacidad
proliferativa limitada que finaliza con la detencion estable del ciclo celular. En este
estudio, observaron que los fibroblastos cultivados in vitro dejaban de dividirse

después de entre 50 y 100 duplicaciones, llamando a este fenomeno celular el
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“limite Hayflick” (42). En la actualidad, evidencias han demostrado que los telémeros
se acortan en cada ciclo celular por mecanismos fisiologicos propios (58,59). Una
vez que uno o mas telobmeros se acortan hasta alcanzar una longitud minima critica,

se expresa el fenotipo senescente, lo cual significaria el cese replicativo (60).

1.4.3.2. Senescencia inducida por oncogenes (SIO):

Este tipo de senescencia se activa por una fuente de estrés que deriva de
sefales proliferativas aberrantes de oncogenes (61). Por lo tanto, este tipo de
respuesta puede ser la clave para la proteccion celular contra el cancer. Existen
estudios que demuestran que la SIO ocurre durante los estadios mas tempranos o
premalignos del desarrollo tumoral tanto en modelos animales como humanos (62-
64). En estas etapas las sefiales inductoras de senescencia pueden alcanzar
suficiente intensidad para ser efectivas manteniendo al tumor en un estado no
agresivo (64). Por otro lado, la mutacion de alguna de estas vias inductoras
promueve la progresién maligna mediada por oncogenes (61-63). Sin embargo, la
SIO también puede reactivarse cuando hay supresién de oncogenes o
restablecimiento de la funcién de los genes supresores tumorales en los tumores
malignos (65). Este mecanismo de proteccion contra el cancer no solo se ha

demostrado in vivo sino también in vitro (57).

La posible asociacion entre la expresion de la SIO y las LOPMs permiten considerar
ala SIO como un probable biomarcador del pronéstico de la evolucion de las LOPMs
a COCEs. Aunque, Collado y Serrano proponen que la SIO se activa cuando el
tumor ya ha empezado a desarrollarse, pero aun no ha alcanzado el fenotipo
maligno (63). Otro aspecto que todavia se desconoce es cuanta actividad
oncogénica es necesaria para inducir la SIO, asi como cuanta actividad se necesita
para que un tejido normal o una LOPM se transforme en maligna y la proporcion de

estos niveles entre si (60).
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1.4.4. Vias de senescencia

Existen dos vias en las que los estimulos que hemos descrito desencadenan

una respuesta senescente inducida por oncogenes (61,66): la ruta ARF/p53/p21 'y

la ruta p16/Rb/E2F y una tercera via menos conocida a través de los receptores del

acido retinoico (67).

Figura 1. Esquema de las vias de senescencia
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Fuente: Lopez-Duran M.(41)

Via ARF/p53: el estrés genotdxico de las especies reactivas de oxigeno, el
dafo del ADN y los telémeros disfuncionales activan la respuesta de esta via.
La proteina p53 puede detener el ciclo celular a causa de alteraciones en el
ADN para que la célula lleve a cabo los mecanismos necesarios para su
reparacion, o apoptosis cuando la lesiébn al ADN es irreparable. La
estimulacién de esta via provoca que la proteina p14ARF inhiba a la proteina
mdm2 ya que esta ultima produce la degradacion de p53. Esto produce la
transcripcion de genes dependientes de p53, incluido el que codifica p21, e
induce la senescencia provocando la detencion del crecimiento celular. El
papel de p53 en esta via es importante ya que la pérdida su funcién retrasa
la senescencia replicativa en células humanas. Existen ciertas células que al

perder la funcion de p53 pueden pasar de su estado senescente a un nuevo

11



INTRODUCCION

estado replicativo, con un peligroso estado gendmico alterado. Otras células,
sin embargo, permanecen en estado senescente a pesar de la inactivacion
de p53. Esto se debe a que esas células han entrado en senescencia a traves
de la via pl6/pRb, la cual es irreversible para la célula, aunque exista
inactivacion de p53, pRb o ambas (41,60,66).

- Via pl6/pRb: Esta via se da por la expresion de pl6, esta proteina es
inducida por una gran variedad de estimulos estresantes, incluido la
sobreexpresion de oncogenes como RAS, p16 es un inhibidor del ciclo celular
y un regulador positivo de pRB, es decir, activa pRB para que establezca
heterocromatina represiva en los loci E2F y posiblemente en otros genes
promotores del crecimiento. La formacion de estos focos de heterocromatina
produce la represion de varios genes implicados en el desarrollo del ciclo
celular. Ademés, parece ser que una vez formados esos focos de
heterocromatina, €stos no necesitan la activacion de p16 o pRb para seguir
en esa disposicion. Esto hace que la célula se mantenga de forma
permanente en estado senescente, aunque exista la inactivacion de p53. De
esta manera, p16 impide la reversibilidad de la senescencia por inactivacion
de p53. Asi pues, esta via es una excelente barrera a la proliferacion celular
(4,66,68).

1.4.5. Marcadores de senescencia y Ki-67

El estudio de la senescencia celular, tanto in vivo como in vitro, ha contribuido
con el descubrimiento de numerosos marcadores moleculares que expresan este
mecanismo celular (60). Asimismo, se ha observado que algunos de estos
marcadores se encuentran relacionados a las LOPMs y el cancer de la cavidad
bucal. La expresion de un marcador en una LOPM y la no expresion del mismo
marcador en un carcinoma oral permiten evaluar el progreso de la carcinogénesis
oral (69). Parece que cuando una célula pierde su respuesta senescente pasa de
un estado benigno (LOPM) a un estado de malignidad (COCE) (60,66). Sin
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embargo, no se puede afirmar que esto indigue un proceso causa efecto debido a
la complejidad del proceso carcinogénico, Sino que parece ser una expresion mas

de la carcinogénesis (41,61).

Hoy en dia, se pretende descubrir marcadores de senescencia que se expresen en
LOPMs ya que este evento permitiria establecer un mejor pronéstico de la lesion.
Los siguientes marcadores han sido descritos como marcadores potenciales de
senescencia en las LOPMs que se presentan en la cavidad oral: p53, p16, p14, p15,
p21, DCR2, E2F, actina, maspina, ciclina D1, Rb, RAR, MDM2, hTERT, DEC1, CDK
4, CDK 6 y betalgalactosidasa (4,60,70). Este estudio piloto ha seleccionado tres
proteinas relacionadas a senescencia celular para evaluar su expresion en el tejido
oral normal (TON), la LOPM (leucoplasia oral con displasia) y el COCE de un mismo
paciente. Maspina fue seleccionada por presentar resultados relevantes como
marcador de senescencia celular en el estudio en el cual se basa esta investigacion
(41); p21 y Ciclina D1 se seleccionaron por ser representativas de cada una de las

dos vias de senescencia celular, respectivamente.

Maspina cuyo nombre se debe a la homologia con las serpinas mamarias (en inglés
maspin por mammary serpins) (71). Es una proteina, serin-proteasa, que se
encuentra en las células epiteliales y funciona como supresor tumoral inhibiendo la
angiogénesis y migracion de las células tumorales a otros tejidos u 6rganos (72,73).
Asimismo, se ha observado que su expresion proteica se encuentra aumentada en
los queratinocitos en senescencia (67). La localizacidon de su expresion es diversa,
puede ser secretada o constituir una proteina de la superficie celular (71) o puede
expresarse en el citoplasma o el ndcleo; algunos estudios han asociado su
expresion nuclear a un buen prondstico y su expresion citoplasmatica a un mal

prondstico por presentar un fenotipo invasor (72,74-76).

p21 es una proteina que regula el ciclo celular a nivel de la fase G1 inhibiendo a las
quinasas dependientes de ciclinas (CDK 2 y CDK4). Esta proteina pertenece a la
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via de senescencia ARF/p53, ya que su expresion es dependiente de p53. Ademas,
inhibe la apoptosis por mecanismos tanto intracelulares como paracrinos (77).

Ciclina D1 es una proteina considerada un protoncogen debido a que actta en el
ciclo celular incrementando la proliferacion celular, a través de la formacion de
complejos con quinasas dependientes de ciclinas por fosforilacién y desfosforilacién
promoviendo la transicion de la fase G1 a la fase S. Esta proteina participa en la via
de senescencia p16/pRb mediante la fosforilacion de pRB, de esta manera evita su
union a E2F y el desarrollo de la senescencia celular. Ademas, su actividad es
inhibida por varios genes supresores de tumores, incluyendo pl16, p21y p27
(78). La sobreexpresion de ciclina D1 puede funcionar como factor prondstico
independiente. Se ha encontrado su sobreexpresion en LOPMs (79) y en cancer
oral, relacionando su sobreexpresion con un mal prondstico en las situaciones de

cancer oral (80).

Ki-67 es una proteina nuclear que funciona como marcador de proliferacion celular
ya que es expresada en las células durante las fases activas del ciclo celular (G1,
S, G2 y M), y ausente en las células en estado de reposo (G0). Es por ese motivo
gue su anticuerpo monoclonal permite la deteccion inmunohistoquimica de células
gue se encuentran en proliferacion celular. Por lo tanto, Ki-67 puede ser utilizado
para medir la fraccidon de crecimiento en los tejidos normales, en las neoplasias

malignas, y como un control negativo de senescencia celular (43).
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2. JUSTIFICACION

Como se ha descrito, existen diferentes mecanismos que controlan el
crecimiento y proliferacion celular con la finalidad de evitar la degeneracion celular
y carcinogénesis. Cualquier alteracion en la activacion e inactivacion de los
componentes reguladores del ciclo celular, que actian como barreras de una
proliferacion atipica, podria demostrar si la lesidn es propensa a malignizarse.
Actualmente, se ha observado que la identificacion de marcadores moleculares,
relacionados a los mecanismos de regulacion del ciclo celular, podria ser un buen
criterio para determinar la evolucion de una LOPM. La SIO es uno de estos
mecanismos de regulacion y se ha demostrado que se produce en etapas
tempranas de la carcinogénesis, es decir, cuando la lesion puede poseer
potencialidad de malignizarse. La finalidad de la SIO es evitar la malignizacion de la
lesion (63). Por lo tanto, este mecanismo podria ser util en el cancer oral como

herramienta de prondstico de LOPMs.

Debido a que el carcinoma oral se asocia a una alta morbilidad y mortalidad, y la
tasa de transformacion maligna de las leucoplasias varia del 0,1% al 17,5% segun
los distintos estudios (17,31), seria muy util poder determinar qué LOPMs tienen
una mayor probabilidad de progresar a COCE. La identificacion de marcadores
moleculares relacionados a la senescencia en LOPMs y COCEs podria ayudarnos
a determinar el pronéstico del progreso de estas lesiones. Para ello, se debe
estudiar las expresiones e interrelaciones de las proteinas relacionadas a
senescencia en el tejido oral de humanos que presenten estas lesiones. Lopez-
Duran M. (41), realiz6 un estudio de este tipo y analizé la expresion de diecinueve
marcadores moleculares de senescencia en muestras que representaban las fases
consecutivas de la carcinogénesis oral de células escamosas. Determiné en su
estudio que Maspina era la Unica proteina con una presencia aumentada en las
LOPMs y considerablemente disminuida en los COCEs, por lo cual esta proteina
podria ser un marcador representativo de proteccion senescente frente al cancer

oral. Sin embargo, las muestras utilizadas en su estudio no fueron obtenidas del
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mismo paciente, lo que no permite establecer un factor prondstico de la evolucion

de la lesion a través de marcadores de senescencia estudiados.

Por lo tanto, la finalidad de este estudio piloto es determinar la expresion de este
marcador (Maspina) y dos marcadores mas que se encuentran relacionados a
ambas vias de senescencia celular (Ciclina D1y p21), en los diferentes estadios de
la carcinogénesis oral con muestras del mismo paciente. Asimismo, este estudio
piloto pretende ser un primer paso para determinar las limitaciones y mejoras que
se requieren para desarrollar una investigacion completa que permita comprender
este mecanismo y establecer perfiles de marcadores asociados a SIO que puedan
“diagnosticar” una LOPM como senescente y determinar su probabilidad de

evolucionar a COCE.
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3. HIPOTESIS

Hipotesis de investigacion: Existen diferencias estadisticamente
significativas en la expresion de Ciclina D1, Maspina, p21 y Ki-67 cuando se

determinan en LOPMs y en COCEs del mismo paciente.
Hipotesis nula: No existen diferencias estadisticamente significativas en la

expresion de Ciclina D1, Maspina, p21 y Ki-67 cuando se determinan en

LOPMs y en COCEs del mismo paciente.
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4. OBJETIVOS

4.1.

4.2.

Objetivo general

Determinar la expresion de Ciclina D1, Maspina, p21 y Ki-67 en
LOPMs y COCEs del mismo paciente.

Objetivos especificos

- Determinar los patrones de expresion de Ciclina D1, Maspina, p21 y
Ki-67 mediante tincion inmunohistoquimica en tres tipos de tejido oral
(TON, LOD+ y COCE) del mismo paciente.

- Comparar la expresion de estas proteinas entre los grupos de estudio
(TON, LOD+ y COCE) observando principalmente diferencias de

expresion entre lesiones de LOD+ y COCE en un mismo paciente.

- Determinar si existe correlacién entre la expresion de las proteinas

analizadas en el estudio.

- Determinar las diferencias de expresion de Ciclina D1, Maspina, p21
y Ki-67 entre los grupos de LOD+ y COCE observando el tiempo que

transcurre entre la presencia de una lesion y otra.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Disefo del estudio

La presente investigacion es un estudio piloto, disefiado en humanos, de tipo

analitico transversal y retrospectivo. Estd compuesto por tres grupos de estudio que

representan las principales fases consecutivas de la carcinogénesis del carcinoma

oral de células escamosas de un mismo paciente. Estos grupos son:

Tejido oral normal.

LOPM: en este estudio son casos de leucoplasia oral con displasia
(LOD+).

COCE.

Entonces, las variables del estudio son las siguientes:

La variable exposicién es la progresion de la lesion desde el tejido
oral normal (TON) hasta el COCE (grupos de estudio: TON, LOD+ y
COCE).

La variable respuesta es la expresion de las proteinas (Ciclina D1,
Maspina, p21 y Ki-67).

Las variables secundarias consideradas en este estudio son la edad,
el sexo, la localizacion de la lesion, consumo de tabaco, alcohol, el
grado de displasia, la clasificacion TNM, estadio clinico y tipo
histologico del COCE vy el tiempo transcurrido entre el diagnéstico de
LOD+y COCE.

Para analizar la expresion de las proteinas se eligio la tincion inmunohistoquimica

(IHQ) por ser la mas utilizada en los antecedentes encontrados y ser una técnica

gue presenta estabilidad en el tiempo, por lo que su analisis y cuantificacion es mas

factible y menos sensible a la técnica que otros métodos de analisis.
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5.2. Sujetos participantes y tamafo muestral

Se incluyeron en el estudio siete pacientes, los cuales fueron seleccionados
de la base de datos del Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario
Ramoén y Cajal, la seleccion se hizo desde enero de 2000 a enero de 2017 por un

muestreo no probabilistico por intencionalidad.

Las muestras de cada paciente se obtuvieron del almacén del Servicio de Anatomia
Patologica del Hospital Universitario Ramon y Cajal, las biopsias fueron
identificadas mediante un codigo y numero asignado a cada paciente. En total se
obtuvieron dos muestras por paciente (bloque de parafina con LOD+ y bloque de
parafina con COCE). La muestra correspondiente al TON se obtuvo de los tejidos
que representaban los margenes de seguridad de las biopsias pertenecientes a las
LOD+.

Los criterios de seleccion que se tuvieron en cuenta fueron los siguientes:

- Inclusién:

e Pacientes mayores de 18 afos.

e Pacientes con diagndstico histopatolégico de COCE que
tengan biopsia previa de LOD+.

- Exclusion:

e Pacientes con biopsias registradas que no se encontraban en
el almacén del Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital
Universitario Ramén y Cajal.

e Pacientes que no tengan biopsias almacenadas con suficiente
tejido oral para realizar el andlisis mediante tincion
inmunohistoquimica.

e Bloques de parafina con biopsias de los pacientes que no

pertenezcan al primer diagnostico de LOD+ y COCE.
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5.3. Recogida de datos
- Comité ético

El proyecto de investigacion fue sometido al dictamen del Comité de Etica de
Investigacion del Hospital Universitario Ramén y Cajal obteniendo resolucion

favorable con el codigo de protocolo 111/17 (anexo 1).
- Seleccién y recoleccion de las muestras

Se realizo la busqueda de los pacientes en la base de datos del programa
interno del Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Universitario Ramoén y Cajal
(DELPHYN) y se incluyeron siete pacientes debido a que cumplian los criterios de
seleccion. Luego, se ingres6 a la red general de hospital (Sistema Cajal) y al
programa interno para el registro de muestras, la emisién de informes y archivo de
los casos de acuerdo a codificaciones diagndsticas (Sistema SNOMED) para
recolectar de forma manual los datos necesarios para el estudio de los pacientes.
Cada paciente se registr6 mediante una codificacion, ésta se realiz6 con la finalidad
de proteger los datos del paciente. Los datos se transcribieron a una ficha de

recoleccion de datos que contiene las variables de estudio (anexo 2).

Una vez obtenidos los codigos de los blogues de parafina de cada paciente, éstos
y las preparaciones histolégicas de TON, LOD+ y COCE se buscaron en el almacén
del Servicio de Anatomia Patol6gica del Hospital Universitario Ramén y Cajal de
Madrid. Un especialista en patologia oral del Servicio de Anatomia Patoldgica del
Hospital Universitario Ramoén y Cajal (R.C.G.) confirmé las caracteristicas de LOD+
y el COCE mediante observacién con microscopio Optico de los portaobjetos con
las muestras tefiidas con hematoxilina/eosina, y verificO si estas muestras
correspondian a los bloques de parafina. El TON se analizé a partir de los margenes

de seguridad de las biopsias de LOD+ incluidas en parafina.
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- Clasificaciéon de la displasia epitelial y el COCE

Para la clasificacién del grado de displasia de la leucoplasia oral se tomé en
cuenta el sistema de clasificacion propuesto por la OMS y Kujan O et al.(23)

La clasificacion TNM de los tumores corresponde a los criterios de la International

Union Against Cancer (81).

Tabla 3. Clasificacion TNM y estadio clinico

Tumor primario (T)
TX Sin informacién sobre el tumor primario
TO Sin evidencia del tumor primario
TIS Carcinoma in situ
T1 Tumor de menos de 2 cm de didmetro
T2 Tumor entre 2 y 4 cm de diametro
T3 Tumor de mas de 4 cm de diametro
T4 Tumor de més de 4 cm de didmetro con afeccion del antro,
los musculos pterigoideos, la base de la lengua o la piel
Ganglios linfaticos regionales (N)
NX Los ganglios pueden ser valorables o no
NO Sin ganglios clinicamente positivos
N1 Un nédulo clinicamente positivo, homolateral y de diametro < 3 cm
N2a Un nédulo clinicamente positivo, homolateral de entre 3y 6 cm
de didmetro
N2b Multiples ganglios homolaterales clinicamente positivos, ninguno
mayor de 6 cm de diametro
N3a Ganglios positivos homolaterales y mayores de 6 cm
N3b Ganglios positivos clinicamente bilaterales y mayores de 6 cm
N3c Ganglios positivos clinicamente contralaterales y mayores de 6 cm
Metastasis a distancia (M)
MX No se valor6 las metastasis a distancia
MO Sin evidencia de metastasis a distancia
M1 Con metastasis a distancia
Estadio/TNM
| TINOMO
I T2NOMO
111 T3NOMO
T1, T2 0 T3 N1IMO
IV Cualquier T4
Cualquier N2 o N3
Cualquier M1
Fuente: Prieto-Prieto I, Prieto-Fenech A, Bascones A.(82)
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Tabla 4. Grado de diferenciaciéon histopatdlogica

Gx | No se puede establecer el grado de diferenciacion
Gl Bien diferenciado

G2 Moderadamente diferenciado

G3 Pobremente diferenciado

G4 Indiferenciado

Fuente: Prieto-Prieto I, Prieto-Fenech A, Bascones A.(82)

5.4. Procesamiento de las muestras

El andlisis de los bloques de parafina y preparaciones histologicas se realizo
en la Unidad de Histopatologia del Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas
(CNIO), en Madrid. Se inici6 con el desparafinado de las muestras, segun el
protocolo certificado del CNIO (PT-HIS-03) (anexo 3).

Con el objetivo de optimizar el andlisis de las muestras y reduccion de costos se
colocaron las muestras de LOD+ y COCE en un solo portaobjetos.

Figura 2. Colocacion de las muestras en el portaobjetos para el analisis
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5.5. Tincién inmunohistoquimica

Los marcadores que se utilizaron en la IHQ y que se encuentran disponibles
y optimizados en tejido humano en el CNIO son los siguientes: Cyclin D1 FLEX,
Serpin B5 (Maspin), p21 (WAF1) y Ki-67 FLEX. Estas proteinas forman parte de
alguna de las vias que conducen a la senescencia celular o son expresadas por
células senescentes y permiten la identificacion de éstas, a excepcion de Ki-67. Se
estudié Ki-67 FLEX como control negativo de senescencia, debido a que esta
proteina nos indica si existe proliferacion celular o no, en caso de que los

marcadores de células senescentes no se expresen.

Tabla 5. Descripcion de los anticuerpos utilizados en la técnica
inmunohistoquimica

ANTICUERPO CLON CASA COMERCIAL REFENCIA
. Monoclonal conejo
Cyclin D1 FLEX (EP12) Dako IR083
SERP”\! BS Policlonal conejo Proteintech Group Inc. 11722-1-AP
(Maspin)
Monoclonal raton
P21 (WAF1) (EAL0) Merck MABE325
Ki-67 FLEX Monaoclonal raton Dako IR626
(MIB-1)

- Recuperacion antigénica

La recuperacion antigénica se llevo a cabo para eliminar el efecto de la
fijacion del formol. Este proceso se realizé en unos bafios llamados PT Link
colocando los portaobjetos en gradillas especificas para ellas y verificando que cada
una contenga portaobjetos con el mismo tampdn de recuperacion antigénica
(Tris’/EDTA a pH=9). Estas gradillas se introdujeron en una estufa a 55°C por 12 a
24 horas, después de completado el proceso se colocaron en los bafios de PT Link

a 95 °C por 20 minutos. En el caso de SerpinB5 (Maspin) la recuperacion antigénica
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se realiz6é durante el proceso de tincidn, ya que la plataforma que esta optimizada
(Discovery XT Ventana, Roche) permite hacerlo en el mismo procedimiento.

Figura 3. Equipos PT Link

- Técnica inmunohistoquimica

El proceso de inmunohistoquimica se realiz6 de forma automatizada en
inmunotefidores DAKO Autostainer, a excepcion del SerpinB5 (Maspin) que se

realizé en Discovery XT Ventana, Roche.

Figura 4. Equipo DAKO Autostainer
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Se llevaron a cabo los siguientes pasos de acuerdo al protocolo de IHQ del CNIO:
e Blogueo de actividades enzimaticas enddégenas

Una vez finalizada la fase anterior de recuperacion antigénica, se procedio6 al
bloqueo de actividad enzimatica endogena de la Peroxidasa, para ello se utilizd un
reactivo que contiene 3-4% peroxido de hidrégeno (EnVision FLEX Peroxidase-

Blocking Reagent Dako).
e Adicion del anticuerpo primario

Se elimind el exceso de agua y se incubd el anticuerpo primario entre 20 a
40 minutos a temperatura ambiente o0 a 37°C. La dilucién Optima se determiné por
la puesta a punto de cada anticuerpo, estos datos se encuentran registrados en la
base de datos GESTLAB del CNIO, asi como en el inmunotefiidor Autostainer.

Finalmente se lavaron las muestras.

e Sistema de visualizacion

Esta etapa se realiz6 también de forma automatizada con el sistema de
visualizacion EnVision FLEX. Este sistema de visualizacion estuvo compuesto por
un polimero de dextrano al que iban unidos anticuerpos secundarios capaces de
unirse al anticuerpo primario, y moléculas de enzima peroxidasa. Estos polimeros
reaccionaron con el sustrato cromégeno diaminobenzidina produciendo un
precipitado de color. En el caso de Discovery XT, se usé OmniMap anti conejo como

polimero, reaccionando con la diaminobenzidina del ChromoMap DAB.

- Criterios de aceptacion y rechazo

Se incluy6 al menos un control externo por cada marcador, localizado en un
extremo del porta objetos, con un cilindro de +/-1mm de diametro o bien una muestra

completa.

Se aceptaron los ensayos realizados en los laboratorios solo si los resultados
obtenidos en los controles y en la muestra estaban dentro de los siguientes criterios

de aceptacion:
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e La expresion observada en el control positivo externo tuvo
idéntica localizacion celular y similar intensidad.

e EIl resultado esperado en el control negativo fue ausencia
completa de expresion o ausencia de sefial visible al

microscopio.

La validacion de la técnica fue realizada por el Director del Programa de
Biotecnologia del CNIO (F.P.).

5.6. Analisis de resultados

Dos especialistas en patologia oral (R.C.G. y J.M.A)) realizaron la validacion
y el analisis de los resultados. Primero determinaron las mismas zonas mas
caracteristicas de TON, LOD+ y COCE de cada paciente mediante observacion con

microscopio optico.

El grado de tinciébn de cada muestra fue analizado por los mismos especialistas
mediante observacion (a 10x, 40x y 100x) por microscopio optico de forma
independiente. La fiabilidad del andlisis se evalué verificando el grado de
coincidencia obtenido por los dos observadores (interobservador) y realizando una
segunda medicion para evaluar el grado de coincidencia del mismo observador
(intraobservador) (anexo 4). Ademas, todas las muestras fueron escaneadas para

ser visualizadas mediante un software (ZEN lite 1.3) con fines didacticos (anexo 5).

Los grados de tincion determinados para cada uno de los marcadores se basaron

en el estudio de Lopez-Duran M.(41)
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Tabla 6. Grados de tincién para la cuantificacion de la inmunotincidon

ANTICUERPO CUANTIFICACION DE LA INMUNOTINCION

0: Ausencia total
1: Células basales

Ciclina D1 2: Células epiteliales+basales

0: Solo citoplasma
1: < 50% nucleos

Maspina 2: > 50% nucleos

1< 20%
: 20-50%
2:>50%

= O

P21

: < 10% nucleos
: 10-30% nucleos
: 30-60% nucleos
: > 60% nucleos

Ki-67

WNEFO

Fuente: Lépez-Duran M.(41)

5.7. Andlisis estadistico

Se inicid con la creacion de la base de datos en hojas de calculo del programa
Microsoft Excel 2010. Posteriormente, los datos se analizaron dentro del paquete
estadistico SPSS (version 21.0, SPSS Inc., Chicago, lllinois, EE.UU.).

En cuanto a las variables de este estudio piloto, la variable exposicion es la etapa
de la lesién desde el TON hasta el COCE y es considerada como una variable
cualitativa con tres categorias. La variable respuesta es la expresién de las
proteinas Ciclina D1, Maspina, p21 y Ki-67, es de tipo ordinal y presenta escalas de
tres a cuatro categorias dependiendo del tipo de proteina. Cada categoria de estas
variables corresponde a un intervalo en el que el siguiente representa una mayor
cantidad de tincidn que el anterior. Es por eso que, en el andlisis estadistico, se
tomara esta variable a veces como cualitativa y otras veces como cuantitativa.
Ademas, esta variable puede convertirse en binaria si se agrupa en las categorias

de bajo/alto grado de tincion de cada una de las proteinas.
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Una vez establecidos los tipos y categorias de todas las variables consideradas en
este estudio piloto se inici6 con el analisis estadistico. En primer lugar, se realizo la
estadistica descriptiva de las variables secundarias y se definieron la media y la
desviacion estandar para las variables cuantitativas y la distribucién de frecuencias
y los porcentajes para las variables cualitativas. Asimismo, se realizd el analisis
descriptivo de los patrones de expresion de las proteinas a través de las medias de
expresion de cada una, asi como los porcentajes del grado de tincion, ambos en los

tres grupos de estudio.

Luego se realiz6 la estadistica inferencial para determinar las diferencias de
expresion de las proteinas entre los grupos, se utilizo el Test de Friedman por ser
una prueba estadistica no paramétrica de comparaciéon de tres 0 mas muestras
relacionadas (TON, LOD+ y COCE de un mismo paciente tomados en momentos
diferentes) y cuya caracteristica es que la variable dependiente (expresion de las
proteinas) tenga escala ordinal. Posteriormente, se aplicd un test no paramétrico de
comparaciones multiples para determinar entre qué grupos las diferencias eran

estadisticamente significativas.

Se utiliz6 la correlacion de Spearman para analizar las correlaciones entre la

expresion de las proteinas.

Ademas, se utilizé la prueba de los rangos con signos de Wilcoxon para observar si
existen diferencias estadisticas significativas en la expresion de proteinas entre los
grupos de LOD+ y COCE de observando el tiempo transcurrido entre el diagnéstico

de un grupo y otro.

El nivel de significacion estadistica para todas las pruebas de inferencia se

establecio en p < 0,05.

Finalmente, se realizo un analisis global de los perfiles de expresion de las proteinas
para resumir y comparar éstos en relacion a los grupos que representan las etapas

de carcinogénesis oral.
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6. RESULTADOS

En este estudio piloto se incluyeron siete pacientes de los cuales se
analizaron tres tipos de tejidos de cada paciente (TON, LOD+ y COCE) que
pretendian representar las etapas de la carcinogénesis oral, obteniendo al final un
total de veintiln muestras. El analisis de la expresion de proteinas relacionadas a
senescencia celular en estos tres tipos de tejido se realiz6 mediante tincién

inmunohistoquimica.

6.1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA MUESTRA DE ESTUDIO

Se recogieron antecedentes de la muestra en relacion a sus datos
demograficos, clinicos e histopatolégicos que se describen en las siguientes
tablas:

6.1.1. Factores demograficos

Los datos demogréficos correspondientes a los tres grupos de estudio
(TON, LOD+ y COCE) son homogéneos por tratarse del mismo paciente.
Sin embargo, observamos en la tabla 7 que la mayor parte de la muestra
son mujeres, exfumadores y han consumido alcohol con frecuencia. En

relaciéon a la edad el promedio fue 68,6 afios.

Tabla 7. Caracteristicas demograficas de los pacientes

PACIENTES (N=7)
n %
Sexo
Masculino 2 28,6
Femenino 5 71,4
Tabaco
No fumador 2 28,6
Exfumador 5 71,4
Fumador 0 0,0
Alcohol
Si 4 57,1
No 3 42,9
Media DS
Edad 68,6 8,121
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6.1.2. Localizaciones

Los andlisis de los tejidos normales se realizaron de los margenes de
seguridad o zonas de tejido normal que presentaban las muestras de
LOD+, es por ello que ambos grupos presentan la misma localizacion.
Tres pacientes no presentaron la misma localizacion en los grupos de
LOD+ y COCE. La localizacion mas frecuente entre los grupos fue la
lengua.

Tabla 8. Localizaciones de las muestras

TON LOD+ COCE TOTAL
n=7) n=7) n=7) (N=21)
n % n % n % n %
Localizacién
Encia 1 14,3 1 14,3 0 0,0 2 9,5
Lengua 5 71,4 5 71,4 4 57,1 14 66,6
Suelo de boca 1| 143 |1 | 143 | 1 | 143 3 14,3
Mucosa yugal 0 0,0 0 0,0 1| 143 1 4,8
Region tuberositaria 0 0,0 0 0,0 1| 143 1 4.8

6.1.3. Grado de displasia

Se observa que el grado de displasia que se encuentra en mayor
porcentaje es la displasia severa y es de alto grado (57,1%).

Tabla 9. Grado de las displasias

DISPLASIA (N=7)
n %
OoMS
Leve 1 14,3
Moderada 2 28,6
Severa 4 57,1
Kujan O et al. (23)
Bajo 3 42,9
Alto 4 57,1
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6.1.4.

Clasificacion TNM, estadio clinico y tipo histologico

Se observa en las muestras que el 57,1% de los COCEs fueron tumores
de menos de dos centimetros de diametro (estadio T1); 28,6% eran
COCEs de entre dos y cuatro centimetros de diametro (estadio T2) y el
14,3% tenian un tamafio superior a cuatro centimetros (estadio T3). El
71,4% de carcinomas no presentaban ganglios clinicamente afectados y
el 28,6% tenian un noddulo clinicamente positivo menor de seis
centimetros. Ninguno de los casos presentaba metastasis a distancia en
el momento de los examenes. El estadio clinico mas frecuente de los
carcinomas fue el I. Histolégicamente, el 71,4% de los carcinomas eran

bien diferenciados y el 28,6% eran moderadamente diferenciados.

Tabla 10. Caracteristicas de los carcinomas de células

escamosas
COCE (N=7)
n %

Clasificacion TNM

T1 4 57,1

T2 2 28,6

T3 1 14,3

T4 0 0,0

NO 5 71,4

N1 0 0,0

N2 2 28,6
Estadio clinico

| 4 57,1

Il 1 14,3

i 0 0,0

v 2 28,6
Tipo histoldgico

G1 5 71,4

G2 2 28,6

G3 0 0,0
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6.2. EXPRESION DE LAS PROTEINAS RELACIONADAS CON
SENESCENCIA CELULAR EN TON, LOD+ Y COCE.

Las proteinas (Ciclina D1, Maspina y P21) analizadas en este estudio piloto
se eligieron por ser representativas o estar relacionadas con senescencia

celular, ademas de encontrarse optimizadas en el CNIO.

Los datos desarrollados a continuacion en gréaficos y tablas demostraran para

cada uno de los marcadores:

- Medias de expresion de cada proteina en los tres grupos de estudio

para ver su patron de expresion.

- Porcentajes de cada grado de tincion en cada uno de los grupos de

estudio.
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6.2.1. EXPRESION DE CICLINA D1

El patron de expresion de Ciclina D1 es progresivamente ascendente.

Figura 5. Patron de expresiéon de Ciclina D1
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Tabla 11. Expresion de Ciclina D1
GRADO DE TINCION - Ciclina D1
0 1 2
TON 6 (85,7%) 1 (14,3%) 0 (0,0%)
LOD+ 0 (0,0%) 7 (100,0%) 0 (0,0%)
COCE 0 (0,0%) 3 (42,9%) 4 (57,1%)
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6.2.2. EXPRESION DE MASPINA

El patrén de expresion de Maspina es ascendente con leve disminucion

en la fase de carcinoma.

Figura 6. Patron de expresion de Maspina
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Tabla 12. Expresion de Maspina
GRADO DE TINCION — Maspina
0 1 2
TON 5 (71,4%) 2 (28,6%) 0 (0,0%)
LOD+ 0 (0,0%) 5 (71,4%) 2 (28,6%)
COCE 2 (28,6%) 3 (42,9%) 2 (28,6%)
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6.2.3. EXPRESION DE p21

El patron de expresion de p21 es ascendente con moderada disminucion

en la fase de carcinoma.

Figura 7. Patron de expresion de p21
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Tabla 13. Expresion de p21
GRADO DE TINCION - p21
0 1 2
TON 7 (100%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
LOD+ 0 (0,0%) 1 (14,3%) 6 (85,7%)
COCE 0 (0,0%) 5 (71,4%) 2 (28,6%)
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6.3. EXPRESION BAJA DE Ki-67 PARA DETERMINAR EL ESTADO
SENESCENTE DE LAS MUESTRAS

Se tomaran valores de expresion baja y alta de acuerdo a la cuantificacion
de la inmunotinciébn para determinar si la expresion baja del factor de
proliferacion celular Ki-67 coincide con una expresion alta de las proteinas
relacionadas a senescencia celular en este estudio. En el caso de Ciclina D1
se espera que la expresion baja de Ki-67 coincida con su expresion baja,
debido a que Ciclina D1 es un protooncogén que incrementa la proliferacion
celular y su expresion deberia estar disminuida en una célula que se

encuentra en senescencia celular.

Figura 8. Patron de expresion de Ki-67

Tejido normal Displasia Carcinoma

Tabla 14. Expresion de Ki-67

GRADO DE TINCION = Ki-67

0 1 2 3
TON 7 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
LOD+ 3 (42,9%) 3 (42,9%) 1 (14,3%) 0 (0,0%)
COCE 2 (28,6%) 2 (28,6%) 3 (42,9%) 0 (0,0%)
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Tabla 15. Cuantificacion de lainmunotincién

Proteina Cuantificaciéon de la inmunotincion
0: < 10% de nucleos .
v Bajo
Ki-67 1: 10-30% de nucleos
2: 30-60% de nucleos Alto
3: > %60 de nlcleos
0: Ausencia Baio
- 1: Células basales J
Ciclina D1 - _
2: Células basales mas Alto
epiteliales
0: solo citoplasma .
. ~ Bajo
Maspina 1. < 50% de nucleos
2: > 50% de nucleos Alto
0: < 20% Baio
p21 1: 20-50% J
2: >50% Alto

Fuente: Lodpez-Duran M.(41)

Tabla 16. Coincidencia entre la expresion del factor de
proliferacién celular Ki-67 y las proteinas relacionadas con
senescencia celular.

Ki-67 Ciclina D1 Maspina p21

Bajo Alto Bajo Alto Bajo Alto Bajo Alto

TON 7 0 7 0 7 0 7 0
LOD+ 6 1 7 0 5 2 1 6
COCE 4 3 3 4 5 2 5 2

En el grupo de TON no se encontraron coincidencias entre la expresion
baja de las muestras analizadas. En cambio, en el grupo de LOD+ se
encontraron coincidencias entre Ki-67/Ciclina D1 y Ki-67/p21, Ki-67 y

Maspina no presentaron coincidencias en su expresion. En el grupo de
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COCE, solo Ki-67 y Ciclina D1 presentan coincidencia en su expresion a

excepcion de un caso.

COMPARACION DE LA EXPRESION DE CADA PROTEINA ENTRE
LOS TRES GRUPOS DE ESTUDIO PARA DETERMINAR S| EXISTEN
DIFERENCIAS ESTADISTICAS SIGNIFICATIVAS ENTRE ELLAS.

Para determinar si las expresiones de las proteinas entre los grupos de
estudio presentan diferencias significativas se utiliz la prueba estadistica de
Friedman. El test no paramétrico de Friedman compara los rangos
(medianas) de tres o mas muestras relacionadas y determina que las
diferencias no se deban al azar. Las tres proteinas presentan diferencias
estadisticamente significativas cuando se expresan entre los grupos de TON,

LOD+ y COCE de un mismo paciente.

Tabla 17. Prueba de Friedman para Ciclina D1

Rangos

Rango promedio

TON 1,14
LOD+ 2,14
COCE 2,71

Estadisticos de contraste?

N 7
Chi-cuadrado 11,273
o] 2
Sig. asintot. 0,004

a. Prueba de Friedman
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Tabla 18. Prueba de Friedman para Maspina

Rangos

Rango promedio

TON

LOD+

COCE

1,36
2,50

2,14

Estadisticos de

contraste?

N
Chi-cuadrado
al

Sig. asinto6t.

7,053
2

0,029

a. Prueba de Friedman
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Tabla 19. Prueba de Friedman para p21

Rangos

Rango promedio

TON

LOD+

COCE

1,00
2,79

2,21

Estadisticos
contraste?

de

N
Chi-cuadrado
al

Sig. asinto6t.

13,040
2

0,001

a. Prueba de Friedman

Para determinar entre qué grupos se encuentran estas diferencias estadisticas

significativas se utilizé6 un test no paramétrico de comparaciones mdultiples y se

determind que existen dichas diferencias entre los grupos de TON y LOD+ para las

proteinas Ciclina D1 y p21, asi como entre los grupos de TON y COCE para las

mismas proteinas.
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Tabla 20. Valores p para las diferencias de la expresion de proteinas
entre los grupos

Proteina (p valor)
Grupos a comparar Ciclina D1 Maspina p21
TON LOD+ 0,003* 0,053 0,000*
TON COCE 0,009* 0,140 0,001*
LOD+ COCE 0,090 1,000 0,090

* | a diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.

Figura 9. Representacién de las proteinas con expresién estadisticamente
significativa entre las etapas de carcinogénesis oral
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6.5. CORRELACIONES ENTRE LAS EXPRESIONES DE LAS PROTEINAS
EN LOS DISTINTOS GRUPOS DE ESTUDIO

La expresion de estas proteinas sobre los mismos tejidos analizados en este
estudio piloto nos permite determinar las correlaciones que se producen entre

ellas a varios niveles:

6.5.1. Correlaciones globales entre las proteinas

Existe correlacion positiva fuerte entre la expresion de: ciclina D1-p21, ciclina
D1-Ki67, maspina-p21.

Tabla 21. Correlaciones globales entre las proteinas

Ciclina D1 | Maspina| p21 Ki-67

Rho de Coeficiente de correlacion 1,000 0,394| 0,518"|0,722"
Spearman

Ciclina D1 Sig. (bilateral) . 0,077| 0,016| 0,000

N 21 21 21 21

Coeficiente de correlacion 0,394 1,00010,584™ | 0,207

Maspina  Sig. (bilateral) 0,077 .1 0,005 0,369

N 21 21 21 21

Coeficiente de correlacién 0,518"| 0,584"| 1,000| 0,252
p21 Sig. (bilateral) 0,016 0,005 .1 0,271
N 21 21 21 21
Coeficiente de correlacién 0,722" 0,207| 0,252 1,000
Ki-67 Sig. (bilateral) 0,000 0,369 0,271

N 21 21 21 21

*, La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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6.5.2. Correlaciones entre las proteinas en el grupo de TON

No existen correlaciones significativas entre la expresion de proteinas en el
grupo de TON.

Tabla 22. Correlaciones entre las proteinas en el grupo de TON

Ciclina D1 [Maspina|p2l| Ki-67

Rho de Coeficiente de 1,000 0,645
Spearman correlacién
Ciclina
D1 Sig. (bilateral) : 117

N 7 7 7 7

Coeficiente de 0,645 1,000
correlacién

Maspina  Sig. (bilateral) 0,117
N 7 d 7

Coeficiente de
correlacion

p21 Sig. (bilateral)
N 7 7 7 7

Coeficiente de
correlacion

Ki-67 Sig. (bilateral)
N 7 7 7 7
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6.5.3. Correlaciones entre las proteinas en el grupo de LOD+

No existen correlaciones significativas entre la expresion de proteinas en el

grupo de LOD+.

Tabla 23. Correlaciones entre las proteinas en el grupo de LOD+

Ciclina D1 | Maspina| p21 | Ki-67
Rho de Coeficiente de correlacion
Spearman
Ciclina D1 Sig. (bilateral)
N 7 7 7 7
Coeficiente de correlacion . 1,000| 0,258(-0,171
Maspina  Sig. (bilateral) . .1 0,576| 0,714
N 7 7 7 7
Coeficiente de correlacion . 0,258 ( 1,000 |-0,220
p21 Sig. (bilateral) . 0,576 .| 0,635
N 7 7 7 7
Coeficiente de correlacion .| -0,171(-0,220( 1,000
Ki-67 Sig. (bilateral) . 0,714| 0,635
N 7 7 7 7
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6.5.4. Correlaciones entre las proteinas en el grupo de COCE.

No existen correlaciones significativas entre la expresion de proteinas en el
grupo de COCE.

Tabla 24. Correlaciones entre las proteinas en el grupo de COCE

Ciclina D1 | Maspina| p21 |[Ki-67
Rho de Coeficiente de correlacion 1,000 -0,382(-0,730]0,840
Spearman
Ciclina D1 Sig. (bilateral) . 0,398 0,062|0,018
N 7 7 7 7
Coeficiente de correlacion -0,382 1,000 0,000] -,250
Maspina  Sig. (bilateral) 0,398 .| 1,000 0,589
N 7 7 7 7
Coeficiente de correlacion -0,730 0,000( 1,000( -,837
p21 Sig. (bilateral) 0,062 1,000 .10,019
N 7 7 7 7
Coeficiente de correlacién 0,840( -0,250(-0,837]1,000
Ki-67 Sig. (bilateral) 0,018 0,589 0,019
N 7 7 7 7
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6.6. ANALISIS GLOBAL DE LA EXPRESION DE LAS PROTEINAS
RELACIONADAS CON SENESCENCIA CELULAR EN LOS TRES
GRUPOS DE ESTUDIO

Figura 10. Andlisis global de la expresion de proteinas relacionadas
con senescencia
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Se realiz6 este analisis con la finalidad de resumir y comparar los perfiles proteicos
en relacién a los grupos que representan las etapas de carcinogénesis oral y se
observé que con respecto al TON las expresiones de todas las proteinas se
encuentran aumentadas tanto en el grupo de LOD+ como en el grupo de COCE. Al
comparar los perfiles proteicos del grupo de COCE con el grupo de LOD+ se
observa que Ciclina D1 y Ki-67 se encuentran aumentadas, y Maspina como p21 se

encuentran disminuidos.
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6.7. EXPRESION DE LAS PROTEINAS RELACIONADAS CON
SENESCENCIA CELULAR ENTRE LOS GRUPOS DE DISPLASIA Y
CARCINOMA OBSERVANDO EL TIEMPO ENTRE LA PRESENCIA DE
AMBAS LESIONES.

Se realiz6 la prueba de los rangos con signos de Wilcoxon para observar si
existen diferencias estadisticas significativas en la expresion de proteinas
entre los grupos de LOD+ y COCE a pesar de la variabilidad del tiempo que
transcurrio entre el diagnostico de muestra entre un grupo y otro (el menor
tiempo transcurrido fue de 1 mes y el mayor de 29 meses). Se determiné que
existen diferencias estadisticas significativas en la expresion de ciclina D1y
p21 entre los grupos de LOD+ y COCE a pesar de la variabilidad en el tiempo
transcurrido entre la toma de muestra de cada grupo. Asimismo, se observa
que ciclina D1 se expresa en mayor grado en el grupo de COCE y p21 se

expresa en mayor grado en el grupo de LOD+.

Tabla 25. Expresién de las proteinas relacionadas con senescencia celular
entre los grupos de LOD+ y COCE con respecto al tiempo

CICLINA D1 MASPINA p21 Ki-67
PACIENTE z—r:WEe'\élePso)
Displasia | Carcinoma | Displasia | Carcinoma [ Displasia | Carcinoma | Displasia | Carcinoma
1 1 1 2 2 1 2 1 1 1
2 20 1 2 1 2 1 1 1 2
3 12 1 2 1 0 2 1 1 2
4 2 1 2 1 0 2 1 2 2
5 10 1 1 1 1 2 2 0 0
6 29 1 1 2 2 2 1 0 1
7 12 1 1 1 1 2 2 0 0
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Tabla 26. Prueba de los rangos con signos de Wilcoxon

Estadisticos de contraste®

Ciclina D1 Maspina p21 Ki-67
z -2,000° -1,000°¢ -2,000°¢ -1,732°
Sig. asintét. (bilateral) 0,046 0,317 0,046 0,083

a. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
b. Basado en los rangos negativos.
c. Basado en los rangos positivos.

Rangos
N Rango Suma de rangos
promedio
Rangos negativos 0?2 0,00 0,00
Rangos positivos 4P 2,50 10,00
Ciclina D1 (LOD+/COCE) Empates 3¢
Total 7
Rangos negativos 3d 2,50 7,50
Rangos positivos 1¢ 2,50 2,50
Maspina (LOD+/COCE) Empates 3
Total 7
Rangos negativos 49 2,50 10,00
Rangos positivos o" 0,00 0,00
p21 (LOD+/COCE) Empates 3
Total 7
Rangos negativos 0l 0,00 0,00
Rangos positivos 3¢ 2,00 6,00
Ki-67 (LOD+/COCE) Empates 4
Total 7

a. Ciclina D1_COCE < Ciclina D1_LOD+
b. Ciclina D1_ COCE > Ciclina D1_ LOD+
c. Ciclina D1_ COCE = Ciclina D1_ LOD+
d. Maspina_ COCE < Maspina_ LOD+

e. Maspina_ COCE > Maspina_ LOD+

f. Maspina_ COCE = Maspina_ LOD+

g. p21_COCE < p21_ LOD+

h. p21_COCE > p21_LOD+

i. p21_ COCE =p21_ LOD+

j- Ki-67_ COCE < Ki-67_ LOD+

k. Ki-67_ COCE > Ki-67_ LOD+

I. Ki-67_ COCE = Ki-67_ LOD+
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7. DISCUSION

La senescencia celular es la detencion irreversible de la proliferacion celular,
debido a diferentes causas de estrés celular, para evitar la propagaciéon de células
atipicas durante la mitosis (43). Por este motivo se ha demostrado en células vivas
gue es un importante mecanismo de proteccion contra el cancer (83). Sin embargo,
aparte de suprimir la tumorigénesis se ha evidenciado que también podria promover
la reparacion de tejidos, la inflamacion asociada al envejecimiento y la progresion
del cancer. Asi, la senescencia celular podria participar en cuatro procesos
bioldgicos complejos producto de la expresién secuencial de su fenotipo, aunque
algunos de estos presenten efectos aparentemente opuestos (44,65). Por lo tanto,
es importante destacar que se esta empezando a entender su relevancia fisiol6gica
y ello implica un desafio, por lo que esta investigacion pretende contribuir con la
comprension de la funcionalidad de los mecanismos de senescencia para

aprovechar sus beneficios y suprimir sus inconvenientes.

El objetivo principal de este estudio piloto fue determinar la expresion de las
proteinas Ciclina D1, Maspina y p21 en los grupos de TON, LOD+ y COCE para
observar sus perfiles proteicos y poder comprobar su utilidad como potenciales
marcadores prondésticos de cancer oral. También se pretende comparar la
metodologia y resultados de este estudio piloto con los obtenidos en la investigacion
de Lopez-Duran M.(41) Finalmente, se analiza las limitaciones en este estudio para
plantear una nueva investigacibn con las correcciones y consideraciones

necesarias.

El analisis descriptivo de las variables secundarias permite observar su posible
influencia en los resultados que obtuvimos. La edad promedio de los individuos de
los cuales se obtuvo las muestras fue de 68,6 afos, el sexo mas prevalente fue el
femenino y la mayor parte tenian antecedentes de haber consumido frecuentemente
tabaco y alcohol. Se ha descrito que la edad avanzada puede influir favoreciendo
los mecanismos de senescencia celular (44,47,52,84,85). Del mismo modo, el
antecedente de consumo de tabaco y alcohol son factores de riesgo para desarrollar
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cancer oral por lo que también afectarian al desarrollo del mecanismo de

senescencia celular (35,86,87).

En cuanto a la localizacion de la lesion, se tuvo en cuenta que la LOD+ y el COCE
pertenezcan a la misma localizacién y/o el COCE fuese el tumor primario al que
evoluciond la LOD+. La localizacién més frecuente que se observo en este estudio
fue la lengua y coincide con la localizacibn mas encontrada en otros estudios
(19,88,89). El grado de displasia de las LOD+, segun la clasificacion de Kujan O et
al.(23), fue alto en la mayoria de las muestras, esto podria favorecer el potencial de
malignizacién de las LOD+ ya que se ha observado en estudios anteriores que las
LOD+ malignizan con mayor frecuencia y probabilidad si son de alto grado, a

diferencia de las leucoplasias sin displasia (19-21).

La clasificacion TNM, el estadio clinico y el tipo histolégico del COCE son los
marcadores prondstico mas utilizados para esta lesion, en esta investigacion se ha
observado que la clasificacion TNM, estadio clinico y tipo histolégico mas frecuente
son TINOMO, estadio |y G, por lo que podria suponerse que las muestras de COCE
en este estudio presentarian un buen prondéstico. Sin embargo, estos marcadores
pronésticos tanto para LOPM como para COCE aun son controvertidos, se espera
gue con el avance de la biologia molecular se puedan establecer marcadores
prondsticos mas objetivos basados en mecanismos de proteccion celular, como la
senescencia.(48,60,78,90).

Acerca de la expresion de las proteinas, el patron de expresion de Maspina y p21
fue ascendente con leve y moderada disminucion en la fase de COCE,
respectivamente. El incremento de la expresion de estas dos proteinas en la fase
de LOD+ indicaria un estado pro-senescente (61-63,91,92), es decir, existiria
intencién de las células de frenar la transformacion maligna de las LOD+. En
cambio, Ciclina D1 presentd un patron progresivamente ascendente, es decir, tuvo
mayor expresion en el grupo de COCE. Este es un resultado esperado debido a que
esta proteina es considerada un protooncogén debido a que promueve la
proliferacion celular, por lo que se espera su expresion disminuida en las LOD+ que

mantendrian estado senescente y el incremento de su expresion en COCE (66,93).
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A pesar de que existen diferencias estadisticamente significativas en la expresion
de Ciclina D1, Maspina y p21 en las tres etapas del cancer oral (TON, LOD+ y
COCE), al realizar el andlisis entre dos grupos, las diferencias en la expresion solo
son significativas para Ciclina D1 y p21 cuando se compara su expresion entre los
grupos de TON y LOD+. Sin embargo, cuando la comparacion es entre la LOD+ y
el COCE ninguna proteina presenta expresion diferencial significativa. Estos
resultados no nos permiten realizar inferencias estadisticas, pero si observar el
comportamiento de estas proteinas. Por ejemplo, la sobreexpresion de Maspina en
el grupo de LOD+ coincide con los resultados mostrados en el estudio de Lépez-
Duréan M.(41), aunque en este estudio las diferencias de expresion de Maspina entre
los grupos de LOD+ y COCE si fueron significativas. La diferencia en los resultados
entre el estudio de Lopez-Duran M.(41) y este estudio piloto pueden deberse a que
las muestras de cada etapa de cancer oral en su estudio fueron obtenidas de
diferentes pacientes, y a su mayor tamafio muestral. Ademas, Maspina ha sido
estudiada en muchos tipos de canceres y los resultados sobre su potencial
prondéstico a veces son contradictorios (75,94,95). Esto probablemente se debe a
que Maspina tiene distintos patrones de localizacion; principalmente se expresa en
el citoplasma, pero también puede observarse en el nlcleo por lo que esto puede
influir en su funcién y deteccion (72). Sin embargo, Maspina es mayormente

considerado como supresor tumoral (96).

La proteina p21 también muestra incremento en su expresion en las LOD+, estos
resultados coinciden con los estudios de Lépez-Duran M.(41) y Queiroz AB et al.(97)
por lo que p21 también debe ser considerado como marcador prondéstico en un

futuro estudio mas amplio.

Ciclina D1 es una proteina activadora de las quinasas CDK4 y CDK6 (93), la
activacion de estas promoveria el avance del ciclo celular por lo que Ciclina D1
estaria disminuida durante la senescencia. Los resultados de este estudio para esta
proteina coinciden con los estudios que demuestran su sobreexpresion en
carcinomas orales (41,80,98), de hecho estudios en COCE han podido relacionar

su expresion aumentada con un prondstico desfavorable del tumor (39).
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La proteina Ki-67 fue analizada como control negativo de senescencia ya que es un
marcador valido y confiable de proliferacion celular (43). De acuerdo a esto se
observd que en el grupo de TON no existian indicios de proliferacion celular. En
cambio, en el grupo de LOD+ solo se encontraron coincidencias entre Ki-67/Ciclina
D1y Ki-67/p21y en el grupo de COCE, las coincidencias solo fueron entre Ki-67 y
Ciclina D1 a excepcion de un caso. Esto confirmaria que la proliferacion celular se
encuentra disminuida en las LOD+, probablemente por encontrarse en un estado
de senescencia, y estaria incrementada en los COCEs. Por lo tanto, se podria
utilizar este marcador como control negativo de senescencia en los proximos

estudios.

Al analizar las correlaciones de las proteinas en la muestra global observamos que
estas varian en funcion a la etapa de carcinogénesis oral. Sin embargo, estas
correlaciones desaparecen al analizarlas en cada etapa. Es probable que esto se
deba a que se analizaron solamente tres proteinas y al tamafio insuficiente de la

muestra de este estudio piloto.

Respecto al tiempo transcurrido entre el diagnéstico de una LOPM y el COCE, no
se han encontrado estudios que analicen la expresion de las proteinas relacionadas
con senescencia considerando el tiempo entre las etapas de carcinogénesis oral de
un mismo paciente. Se ha observado en este estudio que las proteinas se expresan
con diferencias entre estos grupos a pesar de la variabilidad de los tiempos que
transcurrieron entre el diagnéstico de LOD+ y COCE. Por lo tanto evaluar el tiempo
transcurrido del diagnostico de una LOD+ a un COCE seria util para comprobar el

verdadero prondstico de la lesion.

El disefio de este estudio piloto fue transversal y retrospectivo y, a diferencia del
estudio de Lopez-Duran M.(41), fue realizado en las muestras de un mismo
paciente, lo cual disminuye la heterogeneidad que podrian presentar las muestras
y favorece la extrapolacion de los resultados a la poblacion. A pesar de que, por el
objetivo del estudio, lo ideal seria realizar un estudio longitudinal, esto es poco
factible para la variable de carcinogénesis oral, ya que es imposible predecir la

evolucion de una LOPM en los humanos; razon por la que un estudio retrospectivo
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podria ser mas adecuado. Sin embargo, el principal inconveniente del disefio
retrospectivo es la obtencion del TON, debido a que se ha observado, en la
recoleccion de muestras de esta investigacion, que no todas las biopsias presentan
margenes de seguridad suficientes para poder analizarlo. Este problema debera ser

subsanado para la inclusion de los casos de un futuro estudio més amplio.

Asimismo, consideramos que el mejor modelo de estudio es “in vivo” debido a que
el comportamiento de algunas proteinas de las vias de senescencia es diferente
segun los modelos animales utilizados (68). Ademas todas las proteinas empleadas
en este estudio piloto se encontraban optimizadas para tejidos humanos en el CNIO.

La muestra de este estudio piloto fue obtenida por conveniencia, bajo los criterios
de inclusion y exclusién. Esto no permite la inferencia de los resultados a situaciones
similares en la realidad, pero con los valores obtenidos de los parametros de las
variables estudiadas, tales como el intervalo de cuantificacion del grado de tincion
de las proteinas, se podra realizar el calculo del tamafio muestral representativo de

la poblacion en un futuro estudio, con una muestra mas amplia.

La inmunohistoquimica fue la técnica elegida para determinar la expresion de las
proteinas, se eligid esta técnica por ser la mas utilizada en estudios previos, lo que
permiti6 comparar los resultados (41,91,99-101). Ademas esta técnica tiene
estabilidad en el tiempo y esta caracteristica facilita su analisis y permite escanear
los resultados obtenidos para poder observarlos mediante un programa informatico.
Asimismo, para optimizar todo el proceso se espera poder realizar el estudio futuro
utilizando matrices de tejido tissue microarrays (TMA), de esta forma también se
pueden minimizar los sesgos propios de los distintos procesos de tincién, costos y
materiales. En este estudio las muestras se colocaron en portaobjetos agrupadas

en pares, y por paciente, debido a que solamente se trataba de siete pacientes.

Ademas de las proteinas utilizadas en este estudio piloto, se intentdé optimizar la
proteina CDK4 para realizar su analisis en tejidos humanos. Dicha optimizacion no
se pudo completar a tiempo para ser presentada en este estudio piloto. Asi pues en

el estudio futuro tenemos pensado utilizar las proteinas analizadas en este estudio
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piloto y algunas més que puedan ser optimizadas en humanos y se encuentren

relacionadas a senescencia.

Para este estudio piloto se eligié la proteina Maspina por mostrarse como un
probable marcador prondstico de senescencia celular en cancer oral en diversos
estudios (41,72,73,99).

Ciclina D1 y p21fueron seleccionadas por representar a cada via de senescencia
celular, tanto la via p53-ARF como la via pl16. Sin embargo, el proceso de
senescencia implica mas proteinas (43) y lo ideal seria analizar la funcién de la

mayoria de ellas, objetivo que se planea realizar en un futuro estudio.

Respecto a los pardmetros para realizar el andlisis de la expresion de las proteinas
mediante las tinciones, se considerara en el estudio futuro la utilizacion de un
software de cuantificacién. De esta forma se intentaria aumentar la fiabilidad de los
resultados y reducir el posible sesgo del observador a pesar de ser patdlogos
experimentados y calibrados.

Por lo tanto, este estudio piloto permite plantear un estudio mas completo en esta
misma linea, considerando, principalmente, lo siguiente: (i) aumentar el nimero de
proteinas relacionadas con las diferentes vias de senescencia celular; (ii) determinar
el método de cuantificacidbn adecuado para el analisis de la expresion de las
proteinas en las muestras de estudio (observador vs software); (iii) realizar el calculo
del tamafio muestral y seguir considerando los tejidos representativos de las etapas
del cancer oral de un mismo paciente y (iv) preparar las muestras en tissue
microarays (TMA) para determinar la expresion de cada proteina en la misma region

tisular.

Consecuentemente, y a pesar de todas estas limitaciones, consideramos que este
estudio piloto es un primer paso para realizar un estudio mayor que demuestre los
perfiles de expresién de la mayoria de proteinas relacionadas a senescencia celular
en las diferentes etapas de la carcinogénesis oral de un mismo paciente. Una vez
determinados estos perfiles, seria importante considerar el tiempo transcurrido entre

la presencia de la LOPM y el COCE, asi como el tiempo de supervivencia y/o
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recidiva de dichos pacientes, lo que nos permitiria poder establecer marcadores

prondsticos basados en el mecanismo de senescencia celular.

56



CONCLUSIONES

8. CONCLUSIONES

Este estudio piloto, en el que se compara la expresién de las proteinas

relacionadas con senescencia en tres grupos vinculados a las etapas del cancer

oral, concluye lo siguiente:

1.

El patron de expresion obtenido por las tres proteinas fue diferente: Maspina
tuvo un patron ascendente en la LOD+ con leve disminucion en el COCE;
p21, un patron ascendente en la LOD+ con moderada disminucion en los
COCE; y Ciclina D1, un patron progresivamente ascendente, es decir su

expresion fue menor en la LOD+ y mayor en el COCE.

Existen diferencias estadisticamente significativas en la expresion de Ciclina
D1, Maspina y p21 en los tres grupos de estudio (TON, LOD+ y COCE). Sin
embargo, al observar si las diferencias son significativas entre dos grupos,
solo Ciclina D1 y p21 presentan éstas entre los grupos de TON y LOD+ y
ninguna proteina entre los grupos de LOD+ y COCE, por lo que no se pueden
establecer, con este estudio, como marcadores de proteccion senescente

frente al cancer oral.

Existen correlaciones positivas entre las proteinas, tras ser analizadas en la
muestra global, lo que demostraria que su expresion varia en funcion a la
etapa de carcinogénesis oral. Sin embargo, estas correlaciones desaparecen
al analizarse en cada etapa, por lo que no se pueden establecer nexos de

expresion entre ellas.

La expresion de las proteinas es diferente en cada grupo de muestras,
independientemente del tiempo transcurrido entre el diagndstico de la LOD+
y el COCE.

Los resultados de este estudio piloto recomiendan plantear un nuevo estudio
con la utilizacién de mas proteinas relacionadas con la senescencia celular,
con un tamafo muestral mayor, para valorar este mecanismo supresor de

tumores en el proceso de carcinogénesis oral dentro de un mismo paciente.
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10. ANEXOS:

ANEXO 1. APROBACION DEL COMITE ETICO

‘;q Hospital Universitario
saweie RAMON y Cajal

Conformidad de la Direccion del Centro

Dra. Belén de la Hoz Caballer Adjunta a la Gerencia de Gestion del Conocimiento del Hospital
"Ramoén y Cajal" y vista la autorizacién del Comité de la Etica de la Investigacion que ha
evaluado el estudio

CERTIFICA

Que conoce la propuesta realizada para que sea realizado en este Hospital el Proyecto de
Investigacion:

ESTUDIO PILOTO: EXPRESION DE MARCADORES DE SENESCENCIA CELULAR EN
LESIONES ORALES POTENCIALMENTE MALIGNAS Y CARCINOMAS ORALES DE
CELULAS ESCAMOSAS

Version Junio 2017 tras aclaraciones CEI

Y que sera realizado por D2. Rosario Carrillo Gijon, como Investigadora Principal.

Servicio: Anatomia Patolégica

Que acepta la realizacion de dicho Proyecto de Investigacion en este Hospital siempre y
cuando no implique ningtin gasto adicional para el centro.

Lo que firma en Madrid a 28 de Junio de 2017.

Fdo. Dra. Belén de la Hoz Caballer
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&~ Hospital Universitario | COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION
s RAMON y Cajal

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGAGION

DNA. Itziar de Pablo Lépez de Abechuco, Secretaria del COMITE DE ETICA DE LA
INVESTIGACION DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO RAMON Y CAJAL

CERTIFICA
Que se ha evaluado la propuesta del promotor referida al proyecto de investigacion:
TITULO:

ESTUDIO PILOTO: EXPRESION DE MARCADORES DE SENESCENCIA CELULAR EN
LESIONES ORALES POTENCIALMENTE MALIGNAS Y CARCINOMAS ORALES DE CELULAS
ESCAMOSAS

Versién Junio 2017 tras aclaraciones CEl

-El estudio se plantea siguiendo los requisitos legalmente establecidos, y su realizacién es
pertinente.

-Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los
objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujelc.
-El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto a los
postulados éticos.

-La capacidad del investigador y sus colaboradores, y las instalaciones y - medios
disponibles, tal y como ha sido informado, son apropiados para llevar a cabo el estudio.

Este CEl actuando como comité evaluador, emite dictamen FAVORABLE y acepta que dicho
estudio sea realizado en los centros siguientes por los investigadores principales que se relacionan
a continuacién:

D2, Rosario Carrillo Gijén / Hospital Universitaric Ramén y Cajal

Y HACE CONSTAR QUE:

1° En Ia reunién celebrada el dia 26 de Junio de 2017 ACTA n® 326 se decidio emitir el informe
correspondiente al estudio de referencia.

2° En dicha reunion se cumplieron los requisitos establecidos en la legislacion vigente -Real Decreto
1080/2015 y Decreto CAM 39/1994 de la Comunidad de Madrid- para que ia decision del citado CEI
sea vélida.

3° El CE), tanto en su composicién, como en los PNT cumple con las normas de BPGC (CPMP/ ICH/
135/95)

4° La composicion actual del CEl es la siguiente:

PRESIDENTE Sonsoles Sancho Garcia. Oncologia Radioterapica
VICEPRESIDENTE M?* Angeles Galvez Farmacologia Clinica
SECRETARIO itziar de Pablo Lépez de | Farmacologia Clinica
TECNICO Abechuco
VOCALES M? Jesis Blanchard Rodriguez Hematologla
Irene Cabrera Troye Miembro iLego, ajeno a |la
investigacion biomédicalasistencia
clinica
Yolanda de Blas Fernandez DUE Servicio de Urgencias
Guillermeo Garcia Ribas Neurologla
Ctra. Calmenar, k. 9,100 - 28034 MADRID ( Planta -2 Dcha) E-mail: ceic.hre(@salud madrid org 1

1Y 91 336 8322
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a

Hospital Universitario

savecrs RAMON y Cajal

COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION

Carmen Guillen Ponce Oncologia Meédica. Comité Etica
Asistencial. Miembro  de la
Comisién de Investigacion

Rosa Ana Hernandez Antolin Cardiologia

Manuel Luque Ramirez Endocrinologia y Nutricion.
Miembro de la Comisidon de
Investigacion

Maria Mufoz Garcia Farmacia Hospitalaria.

Alfonso Muriel Garcia Bioestadistica Clinica

Cristina Pueyo Lopez Farmacia Hospitalaria. Master en
Bioética

Carmen Ruiz Baliesteros Miembro lLego, ajenc a la

investigacion biomédica/asistencia
clinica. Licenciada en Derecho

Javier Sanchez Casajls Miembro Lego, ajenc a Ila
' investigacion biomédica/asistencia

clinica

José Miguel Sanchez Torres Oncologia Médica

José Luis San Millan Lépez Genética Molecular

Sonia Soto Diaz Medicina Familiar y Comunitaria,
Comision Central de Investigacion
de la GAP

Marta del Alamo Camufias Biologia-IRYCIS

En el caso de que algan miembro participe en el estudio o declare algin conflicto de interés no
habré participado en la evaluacién, ni en el dictamen de la solicitud de autorizacion del mismo.

Para que conste donde proceda, y a peticion del promotoer

Madrid a 28 de Junio de 2017

Fdo.: Dfia. itziar de Pab o@ei de Abechuco

Secretaria CEl

Ctra. Colmenar, km. 9,100 - 28034 MADRID ( Planta -2 Dcha) E-mail: ceic.href@salud madrid org 2
Tif": 91 336 8322
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ANEXO 2. HOJA DE RECOGIDA DE DATOS

Diagndstico
TON O LOD+ O COCE o
Datos del paciente

Fecha de nacimiento (edad): ....ccceeeieeesececce e
Sexo (H/M): ............ Raza: ................... Edad............ Tiempo de evolucidn desde la LOD+ a COCE...................
Patologia sistémica/Medicacion :

Tabaco:

- No fumador o

- Exfumador O

éDesde cudndo? .....eeeeeeeeen. écuanto tiempo fumo?....................... écudntos/dia®..................
- Fumador o

éDesde cuando? ... éCUANTO tIEMPO? ittt écudntos/dia? .ooevenenn.
- Alcohol:

LOD+:

COIZO B DIOPSIA: ueiueieceeietie et e ettt cte e ete et e ste et et setaes ste et e ssaes ste st aes sasaes sbe sesans sas sensse sessen sae sesnnn srssen seesesnnn ans ons
FECNA 0@ INICIO: ettt et et e et e e et ee e et ae et ete e et tesesebeseneae e sesnse sen sassen sesnn sensaesen srnnee sensbesenanen
Tipo histolégico: displasia (leve/moderada/severa-bajo/alto grado):

Tamafio: ......ceceeveeuenneene. LOCAliZACION: e, Tiempo evolucion:..............
Profesionalresponsable deldiagnOstiCo: .......c.ccoiiiiiiecciieiee et et e et e

Tipode biopsia:......................Método..................Procedimiento.................Tamafo:.............

Informe patolédgico/ Observaciones/Fecha:

COCE:
COAIZO B DIOPSIA: wouueecueiiieieee et ettt ettt te e te et aet e steeasaetbe st easasaesaseesesassssesben sassesssense seesesbensns saeans st snenseste sesbennes

ClASITICACION TINIM: ..ottt sttt sttt e st es e b b st be st b s st et st b aeb e e b eae eb et e ses s et ea sen et ene senbeseaesaesbrees
Tamafio: ccccveeeeeveeeeeene Localizacion: ......cceeevevevieeveeieeeeens Tiempo evolucidn: ..........ueue......
Profesional responsable del diagnOstiCo: .......coevieer e et st e e e
Tipo de biopsia: ....ccceevveeennne Método........ccconuu..... Procedimiento: ..............Tamafo: ............
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ANEXO 3. PROTOCOLO CERTIFICADO DEL CNIO (PT-HIS-03)

Técnica inmunohistoquimica:

Desparafinado

Una vez cortadas las secciones se dejan escurrir y se meten en un una estufa a 562C durante 16
horas (excepcionalmente minimo 2 horas). Posteriormente se procede al desparafinado e
hidratacion para eliminar la parafina (insoluble en agua) con el fin de que no interfiera en los
procesos posteriores de tincion, etc.

Se hace con un disolvente organico como xilol y a continuacidn se hidrata con etanol decreciente.
Estas muestras ya hidratadas no deben secarse nunca, manteniéndolas en agua o buffer antes de la
técnica a aplicar.

Este proceso se puede realizar de forma manual, automatizada (en el tefiidor automdatico PRISMA
de SAKURA) o en combinacidn con otras técnicas llamadas de recuperacion antigénica en PT LINK.

A) Manual: cuando se realiza de manera manual el proceso es solo el desparafinado aplicable a las
técnicas de CISH que no necesitan desenmascaramiento.
o El proceso completo consta de los siguientes pasos:
= Xilol (2 pasos de 4 min)
= Etanol Absoluto (5 min)
=  Etanol 95% (3 min)

B) Automatizado:

Teiiidor PRISMA.

Se selecciona el protocolo denominado: Desparafinado.

El protocolo Desparafinado se utiliza para desparafinar portas que posteriormente se van a utilizar
para técnicas de Inmunohistoquimica, de hibridacidn in situ y para técnicas histoldgicas.

Se introducen los porta-objetos en una gradilla especifica para tefiidor Prisma, se inserta un soporte
que permite ser reconocido por el brazo automatico del tefiidor, teniendo en cuenta que la
descripcién UP quede orientada en la parte superior de la gradilla.

Se enciende el equipo y se sigue el protocolo establecido en cada uno de ellos para esta fase del
proceso.

Una vez finalizado se retiran las muestras y se introducen en una jarra coplin con agua para que se
mantengan hidratadas. Si la técnica posterior es una Hematoxilina/Eosina, se selecciona el protocolo
H/E y se continla con el procedimiento.

Inmunoteiiidor Discovery XT (Ventana)

Se imprime una etiqueta que identifique el n? de portaobjetos y el programa que se quiere realizar.
Se identifica el portaobjetos con la etiqueta que identifique el protocolo a realizar.

Se coloca el portaobjetos en una de las posiciones del soporte especifico para el equipo.

Se da a inicio del equipo y comienza la lectura de la etiqueta y el posterior protocolo a realizar.
Previamente se comprueba que las garrafas de reactivos para desparafinar estan vacias. Si al porta
se le va a hacer una técnica de inmunohistoquimica o hibridacion in situ que requiere tratamiento
adicional se continta el proceso sin pausa alguna, en dichos casos la identificacién del proceso ve
en la etiqueta de forma que previamente hemos seleccionado el protocolo que proceda para caso.
El proceso consta de 2 pasos con el reactivo de desparafinado (EZPprep), uno de 8 minutos y otro
de 4 minutos, entre los cuales se realiza un lavado con el tampg¢on de lavado. Se realiza a 372C
aunque en un primer momento, se hace un precalentamiento a 752C.
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ANEXO 4. ANALISIS DE CONCORDANCIA

Se calcul6 la concordancia inter e intraoperador para la expresion de las

proteinas relacionadas a senescencia celular utilizando el coeficiente Tau-b de

Kendall por tratarse variables ordinales. Los andlisis fueron realizados por separado
por dos médicos especializados en patologia (R.C.G y J.M.A.), cada patélogo repitid

las mediciones un dia después de haber realizado la primera medicion. La

concordancia inter e intraoperador fue casi perfecta en todos los casos.

CONCORDANCIA INTEROPERADOR

Valor Error tip. asint.2 | T aproximada® | Sig. aproximada

Tau-b de Kendall Ciclina D1 0,838 0,087 6,880 0,000
Maspina 0,887 0,073 6,864 0,000

p21 0,956 0,042 20,494 0,000

Ki-67 0,969 0,029 8,177 0,000

a. Asumiendo la hip6tesis alternativa.

b. Empleando el error tipico asintético basado en la hipétesis nula.

CONCORDANCIA INTRAOPERADOR

Patdlogo 1
Valor Error tip. asint.2 | T aproximada® | Sig. aproximada
Tau-b de Kendall Ciclina D1 0,941 0,056 8,491 0,000
Maspina 1,000 0,000 13,124 0,000
p21 1,000 0,000 39,288 0,000
Ki-67 0,939 0,058 7,028 0,000

a. Asumiendo la hipétesis alternativa.

b. Empleando el error tipico asintético basado en la hipétesis nula.

Patdlogo 2
Valor Error tip. asint.2 | T aproximada® | Sig. aproximada
Tau-b de Kendall Ciclina D1 0,947 0,050 7,595 0,000
Maspina 0,943 0,053 6,308 0,000
p21 0,907 0,060 12,410 0,000
Ki-67 1,000 0,000 7,668 0,000

a. Asumiendo la hipétesis alternativa.
b. Empleando el error tipico asintético basado en la hipétesis nula.
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ANEXO 5. IMAGENES DE LA EXPRESION DE PROTEINAS

MEDIANTES TINCION INMUNOHISTOQUIMICA

TON LOD+

COCE

Ciclinadl  “.

Maspina
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