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1.1 Generalidades sobre el cancer oral

Bajo el término de cancer se engloban lesiones de muy diversa
naturaleza que pueden originarse en cualquier tipo celular del
organismo. Cada uno de ellos posee un comportamiento y una

respuesta distinta a los tratamientos.

La mayoria de los canceres se incluyen en uno de los tres siguientes
grupos: Carcinomas, sarcomas, linfomas y leucemias. Los
carcinomas son el 90% de los canceres humanos y su origen esta en
las células epiteliales. Las leucemias y los linfomas suponen el 8% y se
desarrollan a partir de las células germinales sanguineas y del
sistema inmune respectivamente, siendo los sarcomas tumores
solidos del tejido conectivo. Aunque hay descritos mas de cien tipos
de neoplasias, s6lo unos pocos se dan con cierta frecuencia. Trece
localizaciones constituyen el 85% de la incidencia total de la
enfermedad, de ellas las mas comunes son prostata, mama, pulmon
y colon. El carcinoma de pulmdn es, con mucho, el mas letal, siendo

responsable del 30% de las muertes por cancer.

La Clasificacion Internacional de Enfermedades de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) define el cancer oral como la neoplasia
originada en los labios, cavidad oral, orofaringe, nasofaringe e

hipofaringe.



1.- INTRODUCCION

1.2

El cancer es el resultado de fallos “fundamentales” en los
mecanismos de control celular. Las células neoplasicas se dividen
de manera incontrolada, pueden extenderse al resto del organismo

e interfieren en las funciones de los tejidos normales donde asientan.

Los conocimientos sobre esta enfermedad a nivel celular y
molecular, distan mucho de ser completos, sin embargo sabemos
gue existe un nimero cada vez mayor de moléculas implicadas en
su desarrollo. Muchos de estos elementos se han visto que son
proteinas clave en la regulaciéon del ciclo celular y en la muerte

programada o apoptosis.

Clasificacion del cancer oral.

Existen varios tipos de carcinomas en la cavidad oral:

. El carcinoma de células escamosas: es la entidad maligna que
se presenta con mayor frecuencia en la regidon orofacial
(alrededor del 90%), y aunque la incidencia es menor que en
otros canceres humanos, su importancia radica en su mortalidad
y las secuelas fisicas y psicologicas que origina ¢ 2. Los
carcinomas orales de células escamosas (COCE) pueden ser
invasivos o no. Se usa el término carcinoma in situ para los COCE
no invasivos. Desde el punto de vista histolégico, los carcinomas
invasivos pueden estar bien diferenciados, moderadamente

diferenciados, poco diferenciados o indiferenciados.
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Carcinoma verrucoso: representa entre el 2 - 12% de los
carcinomas orales. Es un tumor epitelial exofitico, bien
diferenciado, de evolucion muy lenta, con gran crecimiento

papilar y solo invasivo en fases tardias.

Otros tumores malignos derivados del epitelio: carcinoma de

células fusiformes y melanomas.

Tumores malignos derivados del tejido conectivo: fibrosarcoma,
histiocitoma fibroso maligno, liposarcoma, angiosarcoma,

neurosarcoma, rabdomiosarcoma y leiomiosarcoma.

Metastasis en las partes blandas de la cavidad oral: las
metastasis son muy poco frecuentes en la mucosa oral, ya que
del total de las neoplasias del organismo sélo un 1% metastatizan
en la cavidad oral. Los tumores primarios suelen estar localizados

en pulman, rindn e higado.

Existe una clasificacion anatomoclinica segun el criterio del

American Joint Comité on Cancer (AJCC) del afo 1997 y de la

Unién Internacional Contra el Cancer (UICC) del afio 1997, la cual se

representa en la siguientes tablas (tablas 1 y 2):
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Tabla 1: Clasificacion TNM y Estadiaje

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 diametro.
T2 |Tumor entre 2y 4 cm. de diametro.
T3 |Tumor de mas de 4 cm. de diametro.
Tumor de mas de 4 cm. de diametro que invade estructuras
T4 |adyacentes: huso cortical, nervio alveolar inferior, suelo de la boca
0 piel, musculo pterigoideos, base de la lengua o piel.
Nodulos linfaticos regionales (N)
NX No se dispone de condiciones minimas para evaluar los ganglios
linfaticos regionales.
NO |Sin ndédulos clinicamente positivos.
N1 Un nodulo clinicamente positivo, homolateral y de menos de 3 cm.
de diametro
N2a Un nédulo clinicamente positivo, homolateral de entre 3y 6 cm. de
diametro
Multiples nédulos homolaterales clinicamente positivos, ninguno
N2b .
mayor de 6 cm. de diametro
N3a | Noédulos positivos homolaterales.
N3b | Nédulos positivos clinicamente bilaterales.
N3c | Nodulos positivos clinicamente contralaterales
Metastasis a distancia (M)
MX | Metastasis a distancia no fueron valoradas
MO |Sin evidencia de metastasis a distancia
M1 | Con metastasis a distancia
Estadio / TNM
| |[TINOMO
Il |T2NOMO
" T3NOMO
T1, 72 0 T3 N1IMO
Cualquier T4
IV | Cualquier N2oN3
Cualquier M1
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Tabla 2: Grado de diferenciacioén histopatolégico

GX |No se puede establecer el grado de diferenciacion.

G1 |Bien diferenciado.

G2 |Moderadamente diferenciado.

G3 |Pobremente diferenciado.

G4 |Indiferenciado.

En cuanto a su localizacion, la Clasificacion Internacional de
Enfermedades, en su Segunda Adaptacion a la Odontologia divide

el cancer oral en:

140 Tumor maligno de labios.

141 Tumor maligno de la lengua.

142 Tumor maligno de glandulas salivares mayores.

143 Tumor maligno de encia y reborde alveolar desdentado.

144 Tumor maligno de suelo de la boca.

145 Tumor maligno de otras partes y de las no especificas de la
boca, entre las que se incluyen mucosa del carrillo, vestibulo
bucal, paladar duro o blando, Uvula y area retromolar.

146 Tumor maligno de la bucofaringe.

147 Tumor maligno de la nasofaringe.

148 Tumor maligno de la laringofaringe.

149 Tumor maligno de otros sitios y de los mal definidos de los

labios, cavidad bucal y faringe.

Para la Escuela Europea de Oncologia se ha de separar tanto el
cancer de labio (140) como los de glandulas salivales (142) y los de
faringe (146 al 148), ya que su epidemiologia es diferente. Este
grupo limita el cancer oral a cancer de lengua (141) y cancer de la
cavidad bucal (143 al 145 de la Clasificacion Internacional de

Enfermedades, en su Segunda Adaptacion a la Odontologia G4,

10
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1.3 Epidemiologia

El carcinoma epidermoide oral (COCE) se considera el quinto
cancer en frecuencia para el hombre y el séptimo para las mujeres
a nivel mundial, pero presenta unas cifras variables en el mundo,
siendo su prevalencia en Estados Unidos, Europa y Australia del 2 -
4% de todos los tumores malignos, mientras que en el sur de Asia

llega hasta el 30% ©®),

En Espafia presenta un porcentaje entre el 3 y el 5% de todos los
tumores malignos, pero la tendencia es al alza. Las cifras son en
general superiores a la media europea, sobre todo en lo referente al
cancer de lengua y boca, no asi en el de orofaringe que es menos
relevante en nuestro pais. Dentro de Espafia se observan diferencias
importantes entre provincias con una frecuencia mayor en el norte
qgue en el sur, siendo el Pais Vasco y Asturias las comunidades que

presentan las cifras mas elevadas.

En el Pais Vasco el cancer oral representa una neoplasia frecuente,
mostrando una tasa bruta de 13,24 casos por 100.000 habitantes
gue es, junto con la zona de Calvados en Francia de las mas altas
de Europa @. La incidencia acumulada de 0 a 74 afios (por 100) del
cancer de lengua es 0,54 para los hombres y 0,04 para las mujeres,
la del cancer de boca es 0,59 para los hombres y 0,06 para las

mujeres.

La zona de maxima incidencia son los labios, seguidos por la lengua
y el suelo de la boca. Sin embargo, si excluimos los labios, la lengua
es el lugar mas frecuentemente afectado (25,1%), seguida a

continuacion por el suelo de la boca (10,2%) ©).

11
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En funcidon de la localizacion, podemos precisar algunos detalles

epidemioldgicos:

= Tumores Labiales
Los tumores labiales son mas frecuentes en los individuos de raza
blanca que en los de raza negra. En cuanto al sexo, su aparicion
es mucho mas frecuente en los hombres que en las mujeres, con
una relacion 30/ 1. La edad media de aparicion se situa entre los
60 y los 65 afos de edad. Estos tumores se localizan
preferentemente en el labio inferior (85%) y en mas raras
ocasiones en el labio superior (5%), se trata de carcinomas de
epitelio plano estratificado, aunque en el labio superior

predominan los basaliomas.

» Tumores de la cavidad oral propiamente dicha y la lengua movil
Su aparicidon es mucho, mas frecuente en los hombres que en las
mujeres, con una relacion de 7/3, aunque depende de diversos
factores. La edad media de aparicion se sita entre los 50 y los 60
anos de edad, y en el 85% de los casos se combina el consumo
elevado de tabaco y de alcohol. En el 95% de los casos se trata
de carcinomas epidermoides bien diferenciados de aspecto
ulcerado e infiltrante, y en cuanto a su localizacion, el 75% se situa

entre el suelo de la boca y el borde lateral de la lengua.

Es un hecho comprobado que la incidencia de los tumores de la
cavidad oral aumenta con la edad, el 95% de los tumores
aparecen en pacientes mayores de 40 afos de edad y la media
de edad de presentacion es la de 60 afios. Seguramente sucede
qgue a mayor edad se produce un mayor tiempo de exposicion a
los diferentes agentes etiolégicos, por lo que termina

produciéndose una patologia tumoral. No obstante existe

12



1.- INTRODUCCION

actualmente una tendencia a aumentar la incidencia de estos
tumores en los pacientes jovenes, observandose que en el 8% de

los casos se trata de pacientes menores de 40 afos de edad (7-10),

En cuanto al sexo, este juega un papel importante en la
incidencia del cancer oral, de modo que ésta es mucho mayor
en los hombres (80,7%) que en las mujeres (19,3%). Asi, los tumores
de la cavidad oral suponen el 4% de todos los canceres en el

hombre y solo el 2% de los tumores en la mujer (9-12),

1.4 Etiologia del cancer oral

La etiologia del cancer oral es desconocida. Se han identificado
varios agentes que tienen una asociacion con el desarrollo del
cancer oral, bien por medio de un efecto directo sobre la mucosa o
bien haciéndola mas sensible a virus oncogénicos u otros agentes
carcinogénicos. Parece que los factores externos y los internos o
intrinsecos se combinan de manera que magnifican su potencial
para provocar un cambio inicial irreversible (iniciacién) que
Unicamente da lugar a un tumor cuando se estimula la division

celular. Entre los distintos factores etiolégicos se encuentran:

- Tabaco

- Alcohol

- Factores genéticos

- Agentes infecciosos

- Radiaciones

- Lesiones cancerizables
- Nutricién

- Factores orales

- Factores ocupacionales

13



1.- INTRODUCCION

» Tabaco
La relacidn entre el tabaco y cancer oral, esta firmemente
establecida. Existe la duda en cuanto al efecto fisico del calor
afadido al efecto quimico del tabaco, el principal, ya que es el
factor etiolégico mas importante. La mayor evidencia se ha
observado en diferentes estudios realizados en la India y Sri Lanka
13-16), Un fumador de 20 cigaurrillos tiene un riesgo 6 veces mayor
qgue un no fumador. Asi mismo, el riesgo de desarrollar un segundo
cancer primario se eleva del 6% en los no fumadores al 40% en los
que contindan fumando. El cese en el consumo de tabaco
disminuye drasticamente el riesgo de padecer cancer, aunque
tienen que transcurrir al menos 10 afos desde el cese de este

habito para que la disminucién sea apreciable.

La forma de consumir el tabaco también es importante en
relacion con la localizacion de la lesion. De este modo el fumar
con la candela para dentro es responsable de la aparicion de

carcinomas palatinos.

Se ha sefialado que el riesgo de padecer cancer oral es superior
en los fumadores de cigarrilos puros que en los de pipa y
cigarrillos. También se ha demostrado que los cigarrillos hechos a
mano tienen mayor riesgo de producir cancer orofaringeo que los

convencionales 7).

En cuanto a dosis el efecto del tabaco es dosis-dependiente en

relacion al tiempo y a la cantidad fumada (18-20),

14
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No esta claro cuales de los numerosos componentes del humo del
tabaco son carcinogénicos para el tejido oral. Los productos de
combustion del tabaco son los implicados en el humo de tabaco
inhalado. Se han aislado nitrosaminas especificas del tabaco en
productos tabaquicos sin humo (para masticar). Algunas de estas
substancias, tales como Ila N-nitrosonornicotina y la 4-
metilnitrosamino-1-3-piridil-l-butanona, se encuentran con niveles
muy elevados. Son potentes carcindgenos animales y se ha
comprobado que su implantacion oral experimental va seguida

de un aumento del riesgo de cancer de cavidad oral (21),

Alcohol

El consumo excesivo de cualquier tipo de alcohol juega un papel
muy importante en la carcinogénesis oral, dependiendo de la
dosis consumida y jugando un papel independiente. En regiones
donde se consumen grandes cantidades de alcohol (Francia,
Calvados, Bajo Rhin) se observa una mayor incidencia de cancer
oral. Es importante sefialar que el actual incremento en el nimero
de casos de cancer oral en los paises occidentales puede
deberse al aumento en el consumo de alcohol. Los sujetos
fumadores y no bebedores tienen de 2 a 4 veces menos riesgo de
padecer cancer oral comparado con aquellos que son
fumadores y bebedores. El riesgo entre los fumadores que
ademas eran fuertemente bebedores es de 6 a 15 veces mayor

gue los que eran abstemios (2225,

La combinacion alcohol-tabaco tiene un efecto multiplicativo
para el cancer orofaringeo y esta fuertemente asociado al
cancer de suelo de boca y de la lengua. No existen evidencias

claras de que un tipo concreto de bebida alcohdlica represente

15
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mayor riesgo cancerigeno que otro. Se ha sefalado que la
accion carcindgena del alcohol es apreciable a partir de un

consumo diario superior a 45ml.

La utilizacion mantenida de colutorios orales con alcohol y otras
sustancias potencialmente carcinogénicas como los emolientes y
colorantes, se ha implicado en la carcinogénesis oral. No
obstante, aunque todavia no se ha establecido una relaciéon
verdadera causa-efecto, estos productos deben emplearse con

precaucién y con sus indicaciones terapéuticas precisas 6.

Las personas que consumen alcohol suelen cursar con déficit de
vitamina B por malabsorcibn y malnutricibn habitual en los
alcohdlicos, lo que hace a la mucosa oral mas susceptible a la
agresion. Los cirréticos tienen mayor frecuencia de cancer oral
gue la poblaciéon normal. El etanol no es un carcinégeno a nivel
experimental animal y no se sabe cual es el mecanismo por el que
favorece la carcinogénesis oral. Bajo sospecha se encuentran
diferentes posibilidades. Una de ellas es la malnutricion (una
interaccion con carencias de ciertos nutrientes), dado que el
efecto del alcohol es mayor en las personas malnutridas que en
las que tienen un nivel nutricional adecuado. Las bebidas también
pueden estar contaminadas con sustancias carcinogénicas
(nitrosaminas, hidrocarburos) que sean las responsables. El alcohol
induce la activacion enzimatica mediada por el citocromo P450,
gue puede afectar a la activacion metabdlica de ciertos
carcindgenos. De manera similar, el dafio hepatico provocado
por el alcohol puede reducir la detoxificacidon de carcin6genos y

asi aumentar la exposiciéon celular a ellos.

16
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Resulta interesante sefalar que la tasa de cancer oral en Francia
disminuy6 durante la segunda guerra mundial en la que hubo un
descenso en el consumo de alcohol, a pesar de que no hubo

cambio en el tabaquismo.

También se ha relacionado al alcohol en la penetracion en la
mucosa oral de productos carcinogénicos procedentes del
tabaco, de tal forma que se puede observar que el alcohol
produce una permeabilizacion local de estos tejidos permitiendo
asi la penetracion de productos carcinogénicos a través de la

mucosa oral.

Factores genéticos

Dada la importancia de este tema para la elaboracion de esta
tesis doctoral este apartado sera desarrollado con mayor
profundidad en el punto 1.7.3. de la introduccién (Alteraciones

genéticas del cancer oral).

Agentes infecciosos

Se han sugerido varios tipos de infecciones como agentes
etioldgicos potenciales del cancer oral, principalmente la sifilis y la
candidosis cronica @7, asi como el papilomavirus (28.29) y el virus de

Epstein-Barr (0),

Se conoce la asociacion entre la infeccion por candida, lesiones
precancerosas y la alta tasa de transformacion maligna de estas
lesiones. La candida albicans es capaz de producir metabolitos

carcinogénicos y podria transferir oncogenes a los queratinocitos.

17
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Se conoce desde hace muchos afios la existencia de cancer oral
en pacientes con sifilis. No obstante en la actualidad ha perdido
valor como enfermedad que predispone al cancer oral ya que se
ven en pocas formas evolucionadas. Actualmente se considera
que la unica relacidon existente es entre la glositis atréfica de la
sifilis terciaria y el carcinoma de lengua, quizas debido a la mayor

sensibilidad a los carcinogénicos del epitelio atréfico.

No existen evidencias concretas de la relacion entre el virus del

herpes simple y el cAncer oral ¢G1),

Alteraciones inmunolégicas

Se cree que el sistema inmunitario podria tener un papel en
reconocer a los tumores y reaccionar contra ellos, Teéricamente
las reacciones inmunes pudieran ser importantes en cuanto a
impedir la aparicion inicial de los tumores (idea de Ila
inmunovigilancia), o bien intervenir tras su comienzo con limitaciéon

en su desarrollo.

El concepto de inmunovigilancia, sugeria que un papel
destacado de la inmunidad mediada por las células T, es el de
eliminar las células tumorales a medida que surgen, y que ello
ocurre debido a que son reconocidas como extrafias. Varios
hechos parecen apoyar la existencia de la inmunovigilancia, por
ejemplo, la frecuencia de aparicion de los tumores malignos, que
es maxima en la nifiez y en la ancianidad, épocas en las cuales el
sistema inmunitario no alcanza su maximo funcionalismo. Los
programas de trasplantes y el uso consiguiente de farmacos
inmunosupresores, demostré que la incidencia de los procesos

malignos, aunque limitada a unos pocos tipos de tumores, era

18
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mas alta en los pacientes inmunodeprimidos. Plenamente
relacionada con el concepto de inmunovigilancia esta la
hipotesis de que las células malignas expresan nuevos antigenos

(antigenos tumorales).
El fendbmeno por el cual la tumoracion con capacidad
inmunogénica elude la respuesta inmunitaria se denomina

escape inmunoldgico.

Algunos de estos factores que favorecen el escape inmunoldgico

son:

a) Modulacién antigénica: Los antigenos de superficie en

presencia de anticuerpos son modulados y eliminados

dificultando el reconocimiento de la célula como tumoral.

b) Factores bloqueantes: Consisten en antigenos solubles
circulantes que bloquean los receptores de las células T.

c) Tolerancia previa a los antigenos tumorales.

Los pacientes con SIDA presentan mayor tendencia a desarrollar
cancer de labio, linfoma no Hodking y sarcoma de Kaposi, este

ultimo con notable tendencia a afectar a la mucosa palatina.

Radiaciones

La radiacion actinica, sobre todo en la longitud de onda de los
ultravioletas B (290-320 mm), pueden provocar quelilitis exfoliativa
O queratosis solar, sobre todo del labio superior. Ambos procesos
son cancerizables en alto grado. De hecho, la mayoria de los

canceres de labio se originan sobre queilitis actinicas (2.
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La radiacidon ionizante puede provocar alteraciones en la
cavidad oral de caracter degenerativo como el “ndédulo residual
de las radiaciones” que puede ser asiento de un cancer oral.
Hasta en el 15% de los canceres parotideos puede existir el
antecedente de una exposicion previa a radiografias

diagnosticas.

El intervalo entre la radiacién y la subsecuente aparicion de una
neoplasia maligna puede ser muy largo, y se han informado
tumores que aparecen en campos irradiados con latencias de

hasta 40 afos.

La dosis de fraccionamiento, tasa de administracion y distribucion
(campo) son factores que contribuyen a sus efectos

carcinégenos.

Lesiones cancerizables
El concepto, clasificacion, etiologia y tratamiento de las lesiones
precancerosas se desarrollan en el apartado 1.5. de la

introduccioén (Lesiones precancerosas).

Nutricion

Es importante el efecto de la dieta en la etiologia del cancer oral.
Se ha demostrado un mayor riesgo en personas que consumen
ciertas gramineas o nuez de areca, o tienen una dieta con alto
contenido en grasas. Los estados de desnutricion favorecen la
oncogeénesis bucal y las complicaciones postoperatorias. Se ha
sugerido que una dieta pobre en vitamina A y/o vitamina C se
asocia a un riesgo mayor para el cancer oral. Los cromatos, el

arsénico, el cadmio y el zinc parecen tener efectos
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carcinogénicos, mientras que el selenio, el cobre y el niquel
parecen tener efectos protectores. Al déficit de hierro se le ha
atribuido un aumento de la susceptibiidad para el cancer del
tracto aerodigestivo superior. El sindrome de Plummer-Vinson que
se asocia a déficit de hierro y se presenta en mujeres nérdicas, se
relaciona con una mayor incidencia de carcinomas de la mucosa
oral, faringea y esofagica. Una nutricibn mas equilibrada ha
disminuido la incidencia de este sindrome entre las mujeres suecas

en los ultimos arios (33-36),

También se ha seflalado el posible papel en el cancer oral, de los
carcindgenos de los alimentos o de sustancias relacionadas
como: nitrosaminas, hidrocarbonos aromaticos, aflatoxinas, etc., o

contaminantes como: asbestos, DDT, etc.

Factores orales

Se ha relacionado al cancer oral con la presencia de una higiene
oral deficiente, protesis mal ajustadas, y restauraciones o dientes
con bordes afilados. De hecho, es dificil encontrar pacientes con
cancer oral y una denticién bien preservada. Se ha observado un
incremento significativo del riesgo de cancer oral entre los
pacientes con estado dental precario. La irritacion cronica
favorece la accion de los carcindgenos orales y por tanto implica
un riesgo mas alto de desarrollar cancer en los estados dentales
deficientes. Se ha comprobado que una “condiciéon dental
pobre” con mala higiene oral y pérdida de dientes es un
marcador de riesgo para el cancer oral, de tal modo que la
pérdida sin reemplazo de 11 dientes o mas se asocia a un riesgo
cuadruple. La triada pérdida dentaria-alcohol-tabaco supone un

potente marcador de riesgo para el cancer oral (37-38).
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» Factores ocupacionales
Se han descrito ciertos factores de riesgo ocupacionales en el
desarrollo del cancer oral, con mayor riesgo en los albaniles
(cemento), en los trabajadores metallrgicos (niquel), textiles
(amianto, lana y algoddn), plomeros, baristas, de prensa grafica o

relacionados con el gas mostaza, acido sulftrico.

También se relaciona el cancer de labio (sobre todo inferior) con
la actividad al aire libre en relacibn con la exposicion solar

(labradores o pescadores).

1.5 Lesiones precancerosas en la cavidad oral

1.5.1 Concepto y clasificacion.

La OMS define lesibn precancerosa como un tejido
morfolédgicamente alterado en el que el cancer oral puede
aparecer mas facilmente que en el tejido equivalente de

apariencia normal 39,

Una condicién precancerosa es un estado generalizado del
organismo asociado con un incremento significativo del riesgo

de desarrollo de cancer oral (39,

Ambos conceptos implican que en una zona concreta de la
mucosa oral es estadisticamente mas probable el desarrollo de
un cancer aunque este no sea el final obligado de todas las

lesiones o estados precancerosos.
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Lesiones precancerosas (“0)

e Clasificacion clinica

0 Leucoplasia

o Eritroplasia

o0 Queilitis actinica
o]

Queratosis del paladar asociada a fumar invertido

e Clasificacion histolégica

o Displasia epitelial

o Carcinoma in situ

Condiciones precancerosas (40

o Disfagia sideropénica
Liguen plano
Fibrosis oral submucosa
Sifilis
Lupus eritematoso discoide
Xeroderma pigmentosum
Epidermoilisis bullosa
Inmunodeficiencia

Disqueratosis congénita

©O 0O O 0O O o o o o

Otros (ej. Consumo de marihuana)

La importancia de determinar la existencia de displasia epitelial
en el precancer oral, radica en que se trata de un indicador
fundamental para determinar el potencial de malignizacion de
una lesion. La displasia epitelial se concibe como la frontera
entre epitelio normal y uno tumoral. No obstante, no es una

lesion estatica, sino dinamica y progresiva 4.
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Atendiendo a la localizacion, cantidad e intensidad de las
alteraciones observadas en la displasia epitelial, clasicamente,

podemos distinguir tres grados:

a) Displasia leve. Las alteraciones epiteliales se producen
Unicamente en el tercio basal del espesor del epitelio (hilera
basal e hileras parabasales).

b) Displasia moderada. Los cambios afectan a los dos tercios
inferiores del epitelio oral. Hay presencia de entre dos y
cuatro rasgos displasicos.

c) Displasia severa o grave. Los cambios afectan a mas de dos
tercios del espesor del epitelio, sin llegar a afectarlo por
completo. Se pueden afectar mas de cinco rasgos

displasicos.

Una displasia leve posee un bajo riesgo de progresion a cancer
invasivo, mientras que una displasia moderada a severa resulta
en un alto riesgo de progresion cancerosa, planteandose un
tratamiento mas agresivo. El riesgo de progresion maligna de la

displasia oscila entre un 10% y un 14%“2),

Cuando la afectacion del espesor epitelial es completa, los
cambios histolégicos ya no son considerados como displasia
severa, sino como carcinoma in situ, término que hace
referencia a la presencia de un carcinoma intraepitelial que, al
menos en apariencia, no ha roto la membrana basal y por tanto
no ha penetrado en el corion vascularizado subyacente, por lo
gue aun no posee capacidad invasora ni metastasica. En
ocasiones, es muy dificil discernir entre una displasia y un
carcinoma in situ y la experiencia del patdlogo va a ser la que

determine el diagndstico final en cada caso ¢,
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A pesar de que la relacion entre la displasia epitelial oral y el
desarrollo de un carcinoma continta siendo sOlo parcialmente
conocida, se reconoce que el grado de displasia es
directamente proporcional al potencial de malignizacion de una
lesibn y que las zonas del epitelio con mayor proporcion de
células atipicas, tienen un mayor riesgo de desarrollar un

carcinoma “D),

Es muy importante sefialar que la determinacion del grado de
displasia de una lesidn, debe realizarse siempre en las zonas de la
lesibn que presentan cambios mas severos y que la ausencia de
displasia epitelial no implica carencia toral de riesgo de

transformacién maligna en el precancer oral®d),

El diagndstico de la presencia o ausencia de displasia epitelial y
su gradacion van a ser fundamentales e imprescindibles para la
eleccion del tratamiento mas adecuado y para establecer el

prondéstico de cada lesion®b),

Las lesiones premalignas tienen el potencial de progresar a
carcinoma epidermoide invasivo, y estas han sido descritas
clinica y patolégicamente. La leucoplasia y eritoplasia estan
profusamente descritas clinicamente y no siempre se
corresponden directamente con entidades patologicas

especificas.

La leucoplasia se define clinicamente como una placa blanca
queratética que no puede ser eliminada mediante la
manipulaciéon manual. Aunque la leucoplasia no se relaciona

con la presencia o ausencia de displasia, la leucoplasia oral es el
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precursor mas comun del cancer en la cavidad oral, y del 14% al
18% de estas lesiones progresan a carcinoma invasivo“344), La
leucoplasia es particularmente prevalente entre los fumadores

en cualquiera de sus formas.

Histol6bgicamente, la leucoplasia  oral puede tener
hiperqueratosis (engrosamiento del estrato corneo),
paragueratosis (incremento en el numero de células nucleadas
cerca de la superficie) o acantosis (alargamiento de los ‘rete
pegs’en la submucosa). La leucoplasia premaligna oral muestra
orientacion y proliferacion celular anormal. Estas lesiones son
tratadas con escision quirdrgica. La dificultad en la escision de
estas lesiones deriva de su naturaleza multifocal y difusa, por lo
que se esta introduciendo la técnica de vaporizacidon con laser
de estas lesiones (siempre con estudio histopatolégico previo)

con resultados alentadores.

La eritoplasia es un término usado para describir las lesiones de la
mucosa oral que aparecen como rojas. Son placas
aterciopeladas que no pueden ser descritas clinica o
patoldgicamente como alguna otra condicion predeterminada.
Estas lesiones se asocian con mayor riesgo de desarrollo de

cancer que las de leucoplasia®s).

El liquen plano (LP) es otra condicion premaligna mucocutanea
gue puede derivarse dentro de la cavidad oral. EI LP es de causa
desconocida, todo se inicia a nivel de las células basales
epiteliales, para posteriormente provocar una reaccion
inflamatoria autolesiva a partir de la respuesta linfocitaria del tipo

OKT4. Se habla de ciertos factores genéticos implicados, asi
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como agentes desencadenantes de las lesiones. También se ha
sefalado la frecuente asociacion del LP con otras enfermedades
como son la miastenia gravis, colitis ulcerosa, timoma, sindrome
de Sjogren, enfermedades hepaticas cronicas y con la hepatitis
virica C. Existen diferentes clasificaciones del liquen plano, pero
se pueden resumir en dos; lesiones reticulares que aparecen
como un conjunto de lineas blanquecinas ligeramente
sobreelevadas y las lesiones atrofico-erosivas, que las
observamos como depapilaciones linguales donde han
desaparecido en el dorso lingual gran parte de las papilas,
dando una apariencia de superficie lisa y eritematosa. Ademas
de la lengua, las zonas atréficas erosivas podemos apreciarlas en
cualquier otra zona, siendo especialmente representativas las
que aparecen en encias en formas de gingivitis descamativas
cronicas. También podemos encontrar una combinacion de
ambas lesiones. La localizacion mas frecuente es la mucosa
yugal y tras ella estan la lengua, labios, encias, paladar y suelo
de la boca. Las lesiones de mucosa yugal suelen aparecer en los
tercios posteriores, y habitualmente son bilaterales y simétricas. El
estudio histopatolégico muestra degeneracion hidropica de la
capa basal, e infiltracidon en banda subepitelial de linfocitos T. La

terapéutica mas aplicada es a base de corticoesteroides®“),
La progresion a carcinoma epidermoide del LPO es baja (4%).

Los liquenes atroficos y erosivos de localizacion lingual son

particularmente susceptibles a la degeneracion maligna.
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1.5.2 Etiologia

Aunque parece claro (como se ha comentado en el apartado
1.4. de la introduccion) que el tabaco y la ingesta excesiva de
alcohol son los principales factores de riesgo, sin embargo se
plantea la posibiidad de que los factores nutricionales sean
también un factor etioldgico. De hecho, el alcohol y el tabaco
tienen implicaciones importantes en el estado nutricional del
paciente generando malnutricion , aumento de radicales libres
(alteraciones en el fenotipo y genotipo, desde mutaciones hasta
neoplasias) e inmunosupresion. Un estado nutricional adecuado
(vitaminas A, E, C y beta-carotenos) y un sistema inmune
competente tienen una actividad fundamental contra el

desarrollo de neoplasias “7-59),

1.5.3 Tratamiento

Ante toda lesidon precancerosa es preciso eliminar o controlar
todos aquellos factores de riesgo, tales como el tabaco, alcohol
y traumatismos, que han provocado su aparicion y que
probablemente desencadenarian su transformacion maligna. En
segundo lugar, se realizara un tratamiento individualizado que
dependera en esencia del resultado del estudio histopatoldgico

de la lesion.

Ante la ausencia de displasia, displasia leve o displasia
moderada, se recomienda revisar al paciente cada 3-6 meses y
realizar una nueva biopsia ante alteraciones clinicas
(engrosamiento, vascularizacion andémala, enrojecimiento,

ulceracion, crecimiento, etc.).
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En los casos de displasia severa, la actitud deber ser
intervencionista. Los métodos fundamentales de terapia activa
son la extirpacion quirdrgica, la terapia citotOoxica topica con
bleomicina, la terapia sistémica con retinoides, la criocirugia y la

laserterapia (6).

La quimioprevencion (sobre todo en el tratamiento de las
leucoplasias), fundamentalmente con agentes antioxidantes
(vitamina A -retinoides-, vitamina E -atocoferol-, vitamina C y
beta-carotenos), neutralizan los radicales libres, interfieren en la
activacion de procarcindégenos, previene la unién de
carcinbgenos al ADN, inhiben aberraciones cromosémicas,
reducen la replicacion celular e incluso pueden producir
regresion de lesiones premalignas (leucoplasias o eritroplasias).
Incrementos en la dieta de vitaminas (A y B2) y minerales (Zn)
producen una proteccion, o incluso una regresion, de lesiones
precancerosas. En lo que a los beta-carotenos y vitamina E
(respuesta demostrada clinica e histolégica en leucoplasias) se
refiere, parece mas légico emplear éstos que los retinoides, ya
gue, aunque ambos han demostrado utilidad en estas lesiones,
los retinoides tienen una toxicidad demasiado alta y los beta-
carotenos y la vitamina E son escasamente toxicos. Por el
contrario, otros agentes quimioterapicos se han mostrado poco
utiles o incluso con cierto potencial carcinogénico (Cisplatino +

5-fluorouracilo) 7,

Todos los pacientes deben ser revisados durante largos periodos
de su vida, cada 6 meses, especialmente si no se consiguen

controlar los factores de riesgo.
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1.6 Diagnoéstico precoz, quimioprevencion y tratamiento del cancer oral

1.6.1 Diagndstico precoz

La realizacidon de una completa y detallada historia clinica es un

apartado fundamental para el diagnéstico de los tumores de la

cavidad oral. Es importante analizar los antecedentes familiares y

personales. También hay que hacer especial mencién a la

investigacion de todos aquellos habitos téxicos cancerigenos los

cuales han sido expuestos en el epigrafe previo (1.4.) de

etiologia de los tumores de la cavidad oral.

Sintomatologia
Existen una serie de sintomas y signos fundamentales, que
orientan hacia la existencia de un tumor de la cavidad oral.

Habra que contemplar la existencia o ausencia de:

Disfagia, o trastorno o dificultad para la deglucion.
Odinofagia, o dolor a la deglucioén, u otro tipo de algias de

la cavidad oral irradiadas al oido o al cuello.

Sensacion de globo y de quemazon lingual.

Esputo hemorragico u otras secreciones sanguinolentas.
Expectoracién purulenta y fiebre.

Halitosis caracteristica o “fetor ex ore”.

Alteraciones de la secrecion salivar.

Alteraciones del sentido del gusto.

Insuficiencia respiratoria a través de la cavidad oral.
Alteracion del lenguaje.

Tumefaccidon o edema de la cabeza y del cuello, con
afectacion o no de los ganglios linfaticos de la boca,

submaxilares y del angulo de la mandibula.
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e Trismo o dificultad para la apertura bucal.
e Pérdida de peso y de apetito, que parece que esta
asociada significativamente con la existencia de un

tumor de la cavidad oral.

En relacidén con estos signos y sintomas hay que determinar el
momento de su aparicion, el tiempo de evoluciéon, su
asociacion o no con otros procesos, y su comportamiento

hacia la progresion o curacion.

Inspeccion

Se trata de una region anatémica de facil acceso a la
inspeccion visual convencional, sera de gran ayuda el uso de
un espejo asi como el manejo de uno o dos depresores. Hay

gue conseguir una correcta inspeccion de:

e La localizacion, movilidad, simetria y presencia o no de
tumoraciones de la piel y la mucosa de los labios.

e La disposicion, movilidad y funcion de la mandibula y de
la articulacion temporomandibular.

e Laformay movilidad de la lengua, asi como su superficie,
consistencia y funcion verbal.

e El estado de la mucosa de la cavidad oral y de la cara
interna de las mejillas, examinando su coloracién, estado
de humedad, presencia de exudados, Uulceras o
tumoraciones y alteraciones de la sensibilidad.

e El estado de los surcos gingivolabiales superior e inferior,
suelo de la boca y carunculas salivares u otros orificios de
drenaje de los conductos excretores de las diferentes

glandulas salivares.
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e El estado del velo del paladar, 6seo y blando, sus

deformidades y asimetrias.

Por otra parte, la inspeccidn microscopica de las
tumoraciones de la cavidad oral también es interesante,
especialmente cuando se trata de lesiones todavia
pequeias, de modo que su observacibn a mayor aumento
nos permita orientarnos sobre cual puede ser su posible

etiologia tumoral.

Palpacion

Todas las lesiones sospechosas de la lengua y de la cavidad
oral deben palparse siempre. La palpaciéon puede ser uni o
bimanual, puede realizarse con uno o con mas dedos, siendo
aconsejable el empleo de guantes. Hay que observar la
existencia de induraciones, infiltraciones y ulceraciones. Es
importante valorar mediante la palpacion el tamafio
aproximado de estas lesiones, su superficie ulcerada o
protuyente, y la intensidad del dolor que se provoca a la
presion. La maniobra debe realizarse lentamente, con
suavidad y delicadeza. Normalmente, la mayoria de los
pacientes la toleran sin dificultad aunque puede ser necesario
el empleo de anestesia local mediante aerosoles, aplicacion

topica o infiltrado si se precisa.

Por otra parte, también es preceptiva la palpacion de todos

los ganglios linfaticos de la cabeza y del cuello.
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Exploracion Radioldgica
La radiografia simple es de escasa utilidad en el diagndstico

de los tumores de la cavidad oral.

El estudio radiolégico mediante TAC y RMN, con o sin
contraste, se considera imprescindible para evaluar la
infiltracion en profundidad del tumor, incluida la posible
invasion de la mandibula, maxilar, mudsculos intrinsecos de la
lengua o paladar duro. Asi mismo, el TAC y la RMN nos
permitiran valorar la extensidon extranodal de las metastasis
cervicales, que puedan infiltrar la vena yugular interna, las
arterias carotidas, los pares craneales IX, X y Xl o los nervios
simpaticos cervicales, asi como los musculos latero vy
prevertebrales o la columna vertebral. A este respecto, la
ultrasonografia también se debe emplear para valorar la
posible infiltraciobn del eje carotideo por las metastasis

ganglionares cervicales.

Recientemente, se estd empleando la tomografia mediante
emision de positrones (PET) para la deteccidon del tumor
primario y de sus recurrencias locales o regionales, y para la
valoracion de la respuesta a la radioterapia o la
guimioterapia, en algunos casos de pacientes con tumores
de cabeza y cuello. La PET utiliza un analogo de la glucosa
radioactiva, como es el 2 (F-18) fluoro-2deoxi-D-glucosa, que
determina imagenes funcionales de la forma de glucosa y de
fosforilacion. Esta sustancia radiactiva se fija en altas
concentraciones en ciertos tumores malignos, pero no lo
hace en los tejidos normales. Se ha comprobado que la PET

tiene una sensibilidad equivalente con el TAC mas RMN (87%
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versus 88%), y una especificidad superior (80% versus 50%), en
deteccion de los carcinomas primarios o de las recurrencias.
En la localizacion de las metastasis a distancia tiene una

sensibilidad del 90% y una especificidad del 94%.

También se ha utilizado la radioinmunoescintigrafia (RIS) que
es otra técnica que también estudia la capacitacion de

isGtopos radioactivos (Tc-99mE48) por los tejidos neoplasicos.

La exploracion radioldégica en sujetos con riesgo de presentar
carcinomas multiples de Ilas vias aerodigestivas, se
recomienda el estudio mediante la fluorescencia
espectroscopica. Se trata de una técnica no invasiva, dado
que se basa en la energia foténica generada por una onda
excitadora capaz de activar dentro de la célula unas
moléculas llamadas fluoréforos  (fenilalanina, lipofucsina,
triptéfano, etc.) que emitirdn, a su vez, otra energia luminosa
de distinta longitud de onda. Esta se ha empleado en el
estudio de lesiones orales utilizando un espectro de emisidon de
300 y 340 nm de excitacion. El gran inconveniente de esta
técnica es que la sefial luminosa no penetra con suficiente
profundidad, con lo cual solamente analiza la capa mas

superficial de las lesiones.
Finalmente, en el caso especifico de algunos tumores

glandulares y vasculares de la cavidad oral estara indicada la

practica de Gammagrafias o Arteriografias (5859,
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Importancia del diagnostico precoz
Si se observa la tasa de supervivencia del CECO, esta es baja.
Se puede hablar de que aproximadamente el 50% de los

diagnosticados de cancer oral fallecen en los 5 primeros afios

(1, 60-62)_

Se aprecia por tanto que la mortalidad es alta, pero cuando
se detecta precozmente hay mayor probabiidad de
supervivencia que en otros canceres. Existe una relacion
inversamente proporcional entre el estadio en el momento
del diagnéstico y la supervivencia, siendo la clasificacion TNM
(tabla 1, pag.7) uno de los indicadores mas precisos cuando
se pretende analizar la supervivencia prevista a estos
pacientes. Asi si se diagnostica en el estadio |, la
supervivencia es del 86,01%, mientras que en el estadio IV esta

disminuye hasta el 38,47% (1.2, 62:66),

Las causas de demora en el diagndstico pueden atribuirse a

diversos factores:

Los pacientes pueden ignorar la presencia de la lesidn, ya
gue, en muchos casos, es asintomatica en sus periodos
iniciales. Por lo tanto, si no se realizan controles de rutina la
enfermedad seguira avanzando. Speight observé que mas
del 50% de la poblacion mayor de 45 afos no visita
regularmente al odontdlogo ¢7). Otras veces, el paciente es
consciente de la lesion, pero se automedica o niega su
existencia por temor a que le confirmen su sospecha. En otros
casos el desconocimiento de la existencia de servicios

especializados de Medicina Oral hacen que los pacientes
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pasen por distintos profesionales tales como:
otorrinolaringdlogos, médicos de cabecera, dermatdlogos,
etc. SOlo un 35% de los pacientes consultan en un primer
momento a su dentista y en el momento del diagndstico 2/3

de los pacientes presentan metastasis a distancia.

En lo que al profesional se refiere, puede ser que en la rutina
del ejercicio de otra especialidad, no inspeccione las
mucosas, 0 minimice la gravedad de las lesiones que
considera sin riesgo. Puede ser también que la falta de
experiencia en el diagnéstico de este tipo de lesiones
suponga un retraso en la derivacion del caso al especialista y
conlleve una pérdida de tiempo valioso en el tratamiento
inmediato de estos pacientes empeorando asi el prondstico

de la enfermedad (©8:69),

En Espafia existen mas de 22.000 dentistas, los cuales
constituyen la primera linea de defensa en el diagndstico
precoz del cancer oral. Pero para poder llevar a cabo un
trabajo eficaz, deben tener una minima formacion en
patologia de la mucosa oral, conocer las manifestaciones del
cancer oral, principalmente en sus fases iniciales y practicar
de forma rutinaria una exploracion completa de la cavidad
oral y del cuello. Si esto se complementa con campaifias de
educacion a la poblacion, encaminadas a lograr la
autoexploracion oral y a acudir a un dentista ante el menor
signo de alarma, se habra generado un cambio radical en el

panorama del cancer oral en Espafa.
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Por dltimo es importante recordar que segun la segun la
Asociacion Americana del Cancer, se debe practicar una
exploracion para descartar la presencia de un cancer oral
en personas de 21 a 39 afos, y anualmente para los

pacientes de mas de 40 afos.

1.6.2 Quimioprevencion

Actualmente se considera a la carcinogénesis cComo un proceso
que recorre diversas fases, sobre las cuales también inciden
multiples causas. Podemos dividir la carcinogénesis en tres

etapas:

1) Inicial, que esta definida por los cambios genéticos.

2) de promocion, que implica la existencia de lesiones
premalignas.

3) de progresidon, en la cual existe ya una transformacion
maligna que evoluciona inexorablemente hacia la muerte

del huésped.

La quimioprevencion, la terapia génica y la antiangiogénesis
tratan de bloquear la evolucion de Ilos fendmenos
carcinogenéticos en las distintas etapas de progresion hacia la
malignizacion. Las dos primeras tratan de mantener el ciclo
biologico celular normal. La antiangiogénesis, en cambio es una

terapia que se instaura en una fase avanzada del tumor.
Ciertos compuestos derivados de plantas, asi como algunas

vitaminas, han sido utilizados en la prevencidn de los carcinomas

de la cavidad oral. Asi se han analizado la posible accion
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protectora de la vitaminas C y E como generadoras de
sustancias antioxidantes que actuarian como basureros de los
radicales libres (factores carcindégenos que inducen la mutacion

génica cancerigena).

Los dos farmacos mas empleados en el tratamiento de las
lesiones orales han sido la epigallocatequin-3-gallate (EGG) y el
acido retinoico. El primero, que es un principio activo del té
verde, ha adquirido gran importancia por la multiplicidad de sus
mecanismos de acciéon dado que posee propiedades
antioxidantes, estabilzantes de l|la actividad del ADN vy
bloqueantes de los receptores celulares carcinogenéticos y del
ciclo celular en la fase temprana G1. El EGCG induce un
descenso de la proteina PRB, impidiendo la hiperfosforilizacion
del complejo activo de ciclina D o E y la liberacion de los
factores de transcripcibn que permitirian progresar el ciclo
celular de la fase temprana a la tardia de G1y, de ahi, a la S92 .
En cuanto al acido retinoico, éste parece que actua frenando la
accion de la proteina p53, aunque también posee conocidos

fenébmenos de toxicidad (6. 70, 71),

1.6.3 Tratamiento

Intentar definir un enfoque terapéutico optimo para la cavidad
oral es complicado. La seleccion de la terapia definitiva
dependera de la revision cuidadosa de cada caso individual,
prestando atencion a la clasificacion del tipo de tumor, la
condicién fisica general del paciente, asi como el grado en que

se encuentre la lesion.
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El prondstico del tumor empeora a medida que ascendemos
de estadio (tablal, pag. 7). Los ganglios mas comunmente
afectados son los submandibulares y los de la cadena
cervical, tanto superficial como profunda. En cuanto a las
metastasis por via sanguinea no son muy frecuentes (7-12%),
pero cuando ocurren, los 6rganos que mas se afectan son los
pulmones, higado y huesos @,

Respecto al tratamiento, la escisibn que se realiza en un tumor
de menos de 2 cm. suele ser muy eficaz, eliminando el tumor
totalmente, y mejorando el prondstico de supervivencia en
comparacion con tumores de mayor tamafio o que
presenten metastasis. Por tanto las lesiones precoces de
cancer oral tienen un tratamiento efectivo, cumpliendo uno
de los requisitos postulados por Wilson y Junger para poder
realizar un screening (/2.

En lesiones moderadas o avanzadas se siguen protocolos
consensuados de cirugia y radioterapia @7374, Como
tratamientos paliativos, para lesiones no extirpables, se usa la

radioterapia con o sin quimioterapia (74-76).

Terapia génica

El concepto basico de la terapia génica es que los genes
normales pueden ser introducidos en los tejidos para tratar
una enfermedad ocasionada por una alteracion o déficit
génico. Un ejemplo significativo es el de la hemofilia,
enfermedad provocada por la pérdida del factor Vil de la
coagulacion, donde la introduccion del gen normal de dicho
factor en las células endoteliales o en el sistema reticulo
endotelial corregiria la coagulopatia. El mecanismo por el

cual una molécula exégena de DNA se incorporaria al nucleo
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de otra célula se basa en la existencia de un vector de DNA o
guimera. Este vector se construye mediante técnicas de
recombinacion del DNA, lo que significa que es el primer paso
para clonar el gen. En el pasado se utilizaron métodos fisicos o
quimicos para introducir el DNA exdgeno, y udltimamente se

emplean vectores virales, en especial los retrovirus.

En lo que se refiere a los canceres de cabeza y cuello la
terapia génica se basa en los supuestos déficit moleculares
celulares que actuan como factores carcinogenéticos. Asi,
por ejemplo, los oncogenes RAS podrian ser inhibidos por un
virus RNA, dado que la inhibicidon de la expresibn de estos
oncogenes alteraria su fenotipo deteniendo su actividad
maligna. Hasta el momento presente, éste método
Unicamente se ha empleado en el tratamiento de la
leucemia promielocitica. Con respecto al gen p53 alterado,
se podria conseguir su regeneracion mediante la infeccion de
las células tumorales con vectores virales o liposomales que
tratasen de recuperar la actividad normal de este gen. En los
tumores de cabeza y cuello se han utlizado adenovirus
humanos atenuados del grupo C que carecen de expresion
E1B. Estos virus tienen la facultad de replicar el gen p53
exclusivamente en las células deficitarias. También se han
empleado adenovirus asociados a un p53 normal con el
objeto de promover la apoptosis de las células cancerosas.
Por dltimo, también se han empleado en estos tumores
vectores transferrinaliposomales, como métodos para

transferir la proteina normal p53 a las células radios resistentes.
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Antiangiogénesis
En general, se han propuesto tres mecanismos

antiangiogénicos:

1) Accidén directa sobre las células tumorales de caracter
angiogénico.

2) Desactivacion de las moléculas angiogénicas que actuan
sobre el endotelio o sobre la matriz extracelular.

3) La actuacion directa sobre el 6rgano diana, es decir, las

células endoteliales.

Propiedades antiangiogénicas se han demostrado en diversas
moléculas tales como la protamina, el factor plaquetario 4, los
sustitutos de la heparina, la fumagallina (macrdélido fungico),

los analogos de la prolina, el interferdn, etc.

Por dltimo, la relacidon entre los esteroides y la vascularizacion

tumoral ha sido estudiada en dos vertientes:

1) En cuanto a la accidn antiangiogénica de los esteroides,
se ha demostrado el efecto inhibidor de la angiogénesis
de la cortisona en el carcinoma de pulmon en el raton.

2) En cuanto al empleo de antagonistas esteroideo, se han
comprobado las propiedades antiangiogénicas de
diversos antiestrégenos (clomifeno, tamoxifeno, nafoxidine)
sobre tumores experimentales en la membrana

corioalantoidea del pollo.
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Propuestas futuras en el tratamiento del cancer oral

En el momento actual, el tratamiento de los carcinomas
epidermoides de cabeza y cuello (CECC) presenta un
caracter multidisciplinar, implicando la cirugia, la radioterapia
y la quimioterapia. En los ultimosl0 afios se han logrado
avances en la calidad de vida de los pacientes afectados, y
mejoras en su supervivencia. Con la aparicion se los nuevos
regimenes de tratamiento, que combinan quimio vy
radioterapia, los porcentajes de conservacion de érgano han
alcanzado cifras proximas al 80%. Sin embargo, un gran
porcentaje de los pacientes diagnosticados en estadios Il y
IV, asi como la gran mayoria de los pacientes con recidiva
suelen tener un peor pronéstico. La introduccion de nuevas
terapias dirigidas por los crecientes conocimientos en la
biologia molecular de estos tumores deberia contribuir a
mejorar el prondéstico de estos pacientes. Bajo este
planteamiento se han propuesto varias estrategias como
potencialmente eficaces, y un numero importante de éstas se

han incluido en ensayos clinicos.

El desarrollo de las nuevas dianas moleculares para el
tratamiento de los diferentes tipos de tumores ha adquirido un
caracter exponencial en los Ultimos afios. Algunas
estimaciones dan cifras superiores a 1.000 moléculas
diferentes en distintas fases de desarrollo como potenciales
farmacos antitumorales. El interés por estas nuevas
aproximaciones terapéuticas se han reavivado con los
espectaculares resultados obtenidos en el tratamiento de los
tumores del estroma gastrointestinal (GIST) o las leucemias

mieloides crénicas, donde el imatinib (inhibidor de las tirosinas
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— quinasas BCR - ABL, c-kit y PDGFR) ha hecho que una
enfermedad fatal, con supervivencias libres de enfermedad
no superiores al 5% a los dos afos, haya cambiado
radicalmente su prondstico, presentando cifras, en el
momento actual, proximas a un 90% de pacientes libres de

enfermedad a los tres anos.

La biologia molecular de estos tumores sugiere que
determinadas rutas de sefalizaciéon intracelular son
fundamentales para la génesis y posterior progresion de esta
enfermedad. Estas rutas van desde los factores de
crecimiento y sus receptores hasta las proteinas implicadas en
el control del ciclo celular, pasando por otras implicadas en la
transducciéon de sefiales, en el control de la muerte celular
programada (apoptosis), de la angiogénesis o de los
fendmenos inflamatorios intratumorales. Muchas de estas rutas
han servido, y sirven, como objetivos para |los nuevos

tratamientos.

Una de las grandes ventajas que ofrecen los CECC, frente a
tumores de otras localizaciones, para el desarrollo vy
aplicacion de nuevos tratamientos, es su accesibilidad para
la toma de biopsias, asi como para la aplicacion de terapias

intratumorales.

Factores de crecimiento y sus receptores

Entre las moléculas que han despertado un mayor interés en
el campo de las nuevas terapias se encuentran la familia de
proteinas con actividad tiroxina-quinasa, asi como sus

ligandos y efectores. Las proteinas con actividad quinasa, es
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decir, con capacidad para fosforilar aminoacidos,
induciendo asi cambios en la estructura y actividad de las
proteinas fosforiladas, regulan la mayoria de rutas de
sefalizacion intracelular presentes en las células eucariotas v,
por lo tanto, potencialmente pueden encontrarse implicadas
en el control de procesos importantes en la carcinogénesis. En
el genoma humano existen mas de 90 genes que codifican
proteinas-quinasas, 58 de ellos corresponden a receptores
transmembrana con actividad tiroxina-quinasa. Cuando estos
receptores se  encuentran mutados o  alterados
estructuralmente, se pueden convertr en potentes
oncogenes capaces de inducir, o al menos colaborar, en la

transformacion maligna de las células afectadas.

EGFR

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es un
receptor transmembrana de la familia de las tirosina-quinasas
ErbB (también denominada HER), familia de receptores
frecuentemente alterada en mudltiples tumores de origen
epitelial. Su activacion, tras la dimerizacidon de los receptores y
las consiguiente autofosforilacion de residuos de tirosina,
tendrda como consecuencia el desencadenamiento de una
cascada de sefalizacion intracelular, que, en el contexto de
una célula tumoral, puede favorecer el desarrollo y la
progresion del tumor. Entre el 80% y el 100% de los CECC sobre
expresan EGFR, y este aumento de expresion se ha asociado

con un peor pronadstico 7,
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En el momento actual existen, en distintas fases de su
desarrollo, mas de 20 moléculas capaces de inhibir el EGFR.

Estas se pueden dividir en dos grandes grupos:

1) Los anticuerpos monoclonales dirigidos frente al dominio
extracelular del receptor, que competirian con los distintos
ligandos por su union al EGFR (farmacos de administracion
todos ellos intravenosa).

2) El otro grupo de inhibidores esta constituido por aqguellos
farmacos que actuarian impidiendo la union del ATP
(molécula donante del grupo fosfato necesario para la
autofosforilacion) con el dominio tirosina-quinasa del
receptor, compitiendo asi el inhibidor y el ATP por el mismo
sitio de unién al EGFR, impidiendo asi su actividad quinasa

(todos ellos de administracion via oral).

1.7 Caracteristicas fisiopatoldgicas del cancer oral

A lo largo de las ultimas décadas, se ha avanzado en el campo
de la investigacidon sobre el cancer en temas que han permitido
un mejor conocimiento de la patogénesis celular y molecular y de
la progresidon del cancer de la cavidad oral. La célula cancerosa
es aquella que ha adquirido caracteristicas que le confieren una
ventaja selectiva de crecimiento sobre sus células vecinas. El
trabajo de Fearon y Vogelstein (8 ha conducido a la
identificacion de sucesos genéticos discretos que ocurren en la
progresion del cancer de colon a partir de pdlipos precancerosos
hasta tumores invasivos. Aunque el orden y numero preciso de
eventos todavia es desconocido, una reciente serie de

experimentos desarrollados por Hahn y cols. y por Hanahan y
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Weinberg ©0.81) demostraron que para el desarrollo del cancer se

necesita que se cumplan 6 pasos:

1
2
3
4
5

Adquisicion de proliferacion autobnoma.

Inhibicidon de sefiales de crecimiento inhibitorias.

Evasion de la muerte celular programada.

Inmortalizacion.

Adquisicibn de una fuente de nutrientes sanguineos
(angiogénesis).

Adquisicion de la habilidad de invadir tejidos adyacentes.

Adquisicion de Proliferacion autobnoma:

Durante la maduracion de las células epiteliales normales, la
capa de células basales se replica de forma auténoma, y las
células resultantes finalmente diferenciadas, migran a la
superficie, se aplanan, se queratinizan y mueren. La
renovacion de la capa basal celular requiere de la
sefializacibn mitogénica por sefales de crecimiento
extracelulares, interacciones con la matriz celular y/o
contactos intercelulares. Estas sefales extracelulares son
trasducidas por receptores ligados a la membrana a través
del citoplasma hasta el nucleo, lo que hace que las células
pasen de un estado quiescente a una proliferacion activa.
Alteraciones cuantitativas o cualitativas en la expresion de las
moléculas que trasducen esas sefiales de crecimiento
pueden activar vias proliferativas. Los “oncogenes” se definen
como aquellos genes cuyos productos proteicos son
importantes para la sefalizacion de crecimiento celular
normal y cuya sobreexpresion o mutacidon lleva a un

crecimiento celular descontrolado y a tumorogénesis (79.80),
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Una de las primeras conexiones de la regulacion del
crecimiento celular normal con la tumorogénesis viene de la
secuenciacion del gen c-erbB retroviralmente codificado,
gue se descubrido que codificaba una forma truncada del
receptor para el factor de crecimiento epidérmico (EGF-R)
®1), El EGF-R ha demostrado ser un receptor tirosin-kinasa
igado a la membrana que trasduce sefiales de ligandos
extracelulares difundibles, incluyendo EGF y el factor de

crecimiento transformante-a (TGF-a).

El EGF-R y su ligando se han estudiado extensamente en el
carcinoma de células escamosas de la cavidad oral y de
cabeza y cuello. La mayoria de estos estudios han
correlacionado el nivel de expresidon del receptor y/o su
ligando al ADN, ARN, o nivel proteico en lineas celulares o
tejidos frescos con resultados clinicos. En uno de esos estudios
Grandis y Tweardy 2 han evaluado sistematicamente la
cantidad de ARN mensajero codificando EGF-R y TGF-a en
tumores y en mucosa normal. Se encontré que la cantidad de
ARN mensajero del TGF-a es 5 veces mayor en el 96% del
tejido histolégicamente normal de pacientes con carcinoma
de células escamosas de cabeza y cuello y cinco veces
mayor en el 87.5% de tumores cuando se compararon con la
mucosa normal. EI ARN mensajero para el EGF-R estaba
elevado 29 veces en el 91% de los tejidos histolégicamente
normales de pacientes que sufren un tumor y estaba elevada
a 69 veces en el 92% de los tumores cuando se compararon
con la mucosa normal. Los mayores niveles tanto de ligando
como de receptor en tumores y en mucosa normal de

pacientes con cancer de cabeza y cuello sugieren que la
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influencia de los factores ambientales, como consumo de
tabaco y alcohol, llevan a una sobrerregulacion de la
produccion de factores de crecimiento y expresion de
receptores que puede jugar un papel en el desarrollo del
tumor. Un analisis subsecuente por este grupo ha mostrado
una correlacion significativa entre la expresion de estas dos
moléculas, con disminucion en las tasas de supervivencia de

pacientes libres de enfermedad y por causa especifica.

Inhibicidn de sefales de crecimiento inhibitorias:

Aunque la estimulacion constitutiva de proliferacion celular a
través de factores de crecimiento normales es necesaria para
el desarrollo tumoral, es insuficiente para, y por si misma,
causar transformacion oncogénica de células normales (79,
Otro paso importante relacionado en la tumorogénesis es la
pérdida de sefales anticrecimiento que mantienen las células
progresando a través del ciclo celular autbhomamente.
Varias moléculas importantes para la inhibicion celular de su
progresion a traveés del ciclo celular han sido identificadas y
también se han encontrado alteradas en carcinomas
epidermoides de cabeza y cuello. El producto del gen
retinoblastoma (pRb) en su estado hipofosforilado se fija al
factor de trascripcion E2F. Cuando se fosforiliza, el pRb libera
E2F, lo cual lleva a la trascripciones de genes criticos para la
progresidn de células de la fase G1 a la fase S del ciclo celular
(79). La trascendencia de la funciones de pRb y de su via
reguladora permite comprender que constituyan dianas

moleculares criticas en la progresion maligna.
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Un ejemplo de este tipo de alteracion es la mutacion del gen
pl6. El gen pl6 se encuentra localizado en el cromosoma
9p2l1. Este gen codifica la sintesis de la proteina pl6
relacionada con el ciclo celular. Su funcion en la inhibicion de
las ciclinas dependientes de kinasas 4 y 6, impidiendo la
fosforilacidon de la pRb e impidiendo la progresion del ciclo
celular desde la fase G1 a la fase S. Las alteraciones del gen
pl6 pueden dar lugar a la falta de proteinas, 0 a proteinas no
funcionantes, perdiendo la célula este importante mecanismo

de control del ciclo celular.

Evasion de la muerte celular programada (apoptosis).

Se conoce por apoptosis el fendbmeno de muerte celular
programada. (Barry MA et Al., 1990: Cohen JJ 1993; Birchal M
et Al., 1996). Este proceso es regulado fisioldgicamente y las
células que mueren por esta via juegan un papel activo en su
propia destruccion; mediante este proceso se impide la
perpetuacion de estirpes celulares con ADN severamente
lesionado, en los que otros eventos carcinogénicos sumatorios

podrian conducir al fenotipo maligno.

La apoptosis se caracteriza morfoldgicamente por la
aparicion de condensaciones nucleares y citoplasmaticas
gue concluyen en la formacion de cuerpos apoptoticos, que
se mantienen cerrados, conservando un gradiente osmaotico.
No se produce por tanto derramamiento de contenidos
intracelulares y asi, el proceso de muerte por apoptosis, al

contrario que en la necrosis celular, cursa sin inflamacion.
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Hay cada vez mayor evidencia de que la muerte
programada celular (apoptosis) es un paso critico en el
recambio celular y la homeostasis de los tejidos. Se ha
encontrado que la muerte programada celular se trata de
una serie de pasos organizados precisamente |y
desencadenados por estimulos fisiologicos que llevan a la
disolucion de la membrana, rotura de los esqueletos nuclear y
citosbmico, degradacion cromosdémica, y fragmentacion del
nucleo. Se necesitan mdltiples moléculas reguladoras y
efectoras para obtener éxito tanto para el inicio como para la

conclusién de este proceso (9,

Un ejemplo de estas mutaciones es la del gen p53. En mas del
60% de los carcinomas escamosos de la cavidad oral se han
detectado mutaciones del gen p53. Parece, por tanto, que la
presencia de la proteina p53 esta estrechamente asociada a
la malignidad, ya que en la mucosa oral normal o con
lesiones benignas, la expresion de la proteina p53 es
frecuentemente negativa. Sin embargo, la demostracion
inmunohistoquimica de la proteina p 53 no se debe asumir
como un marcador absoluto de mutaciones del gen p53 en el
cancer oral, puesto que esta expresion puede ser el resultado
de la estabilizacion de la proteina p53 no mutada. Esta ultima
esta producida en respuesta a las Oordenes del gen p53,
localizado en el brazo corto del cromosoma 17. Se sabe que
un numero importante de genes implicados en el control del
crecimiento son transcritos (activados) de manera
dependiente de p53. P53 induce la trascripcion del gen p21 'y
del gen bax, y se sabe que los productos proteicos de estos

genes juegan papeles clave en el control de la proliferacion
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celular y de la apoptosis. Aunque el ARN mensajero del gen
p53 esta presente en todos los tejidos adultos, la proteina p53
salvaje (normofuncionante) es virtualmente indetectable por
técnicas inmunohistoquimicas debido principalmente a su
corta vida media. No obstante existe un marcado aumento
de la proteina p53 de tipo salvaje tras sucesos en los que se
produce un dafio en el ADN, tal como acontece tras la
radiacion ultravioleta de la epidermis humana. Este
incremento de p 53 salvaje inhibe la entrada de la célula con
ADN lesionado de la fase S del ciclo celular, anulando el ciclo
celular. Por este mecanismo se previene la acumulacion de
ADN lesionado en las generaciones siguientes. Ademas, la
detencidn del ciclo celular via incremento de la proteina p53
salvaje confiere una ventaja proliferativa a las células de la
vecindad que no tienen dafiado su ADN y que presentan
bajos niveles de p53. De esto se deduce que cuando la
proteina p53 funciona normalmente constituye un sistema
muy eficaz en la proteccién de la integridad del ADN del

organismo.

El arresto del ciclo celular mediado por p53 se produce en los
puntos de transicion de G1 a Sy en el paso de G2 hacia M.
Estos puntos de chequeo del ciclo celular son esenciales para
prevenir tanto la replicacion del ADN danado (arresto en G1)
como en la reparacion de cromosomas dafados (arresto en
G2), aunque este Ultimo punto estd menos demostrado.
Ademas de esta funcion de inhibicion de la proliferacion
celular, permitiendo la reparacion del ADN, la proteina p53
también es responsable de la induccion de apoptosis en

células con lesiones irreparables en el ADN.
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4.

Inmortalizacion:

Las células normales pueden replicarse en numero finito de
veces, después de las cuales se convierten en senescentes,
entran en un estado de “crisis”, y por ultimo mueren ®9, Las
células tumorales, en contraste, adquieren la capacidad de
eludir este proceso, lo cual les permite replicarse
indefinidamente. Recientemente se ha investigado los
mecanismos de inmortalizacion tumoral, y se ha descubierto
que los finales de los cromosomas (teldbmeros) juegan un
papel importante en la senescencia celular (9, Una vez que
los telbmeros se han perdido, los finales cromosémicos no se
protegen por mas tiempo, y esto lleva a la fusion de
cromosomas y anormalidades cariotipicas que finalmente
precipitan la muerte celular. Casi todas las células tumorales
han adquirido uno u otro mecanismo para mantener su
longitud telomérica. Lo que mas se ha estudiado de estos
mecanismos es la expresion de la enzima telomerasa, que

extiende la longitud de los teldmeros.

Varios grupos han investigado la actividad de la telomerasa
en carcinomas epidermoides de cabeza y cuello. En un
analisis de 16 lineas celulares de estos carcinomas, 29
especimenes tumorales, y mucosa normal displasica
adyacente, la actividad de la telomerasa no fue detectada
en ninguno de los tejidos normales pero se encontré en el
100% de las lineas celulares, en el 90% de los canceres

invasivos, y en el 100% de las lesiones displasicas (83),
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5. Adquisicibn de wuna fuente de nutrientes sanguineos

(angiogénesis):

Segun crecen los tumores, invaden y metastatizan, la
formacién de nuevos vasos sanguineos es critica. El proceso
de angiogénesis es en si mismo un proceso de multiples pasos
gue parece esta regulado tanto por factores estimulatorios
como por factores inhibitorios (/9. Pasos criticos para esta
neovascularizacion incluyen la degradacion de la matriz
extracelular, proliferacion endotelial celular, migracion y
acumulo de células en estructuras ordenadas mayores. Las
moléculas que regulan la angiogénesis pueden afectar a uno

mas de esos pasos.

El complejo que interacciona tanto con los reguladores
negativos como con los positivos del proceso angiogenético,
determina el grado de formacion de nuevos vasos dentro del
tumor y en la periferia. Asi de este modo, la densidad de
microvasos dentro del tumor puede servir como un marcador
util de la vascularidad del tumor, y puede medirse faciimente
con el uso de un tinte de anticuerpos para un marcador
celular vascular endotelial, como es el factor VI, CD31, y
CD34. Se ha encontrado que la densidad de microvasos es un
indicador independiente de prondstico para pacientes con

carcinoma de mama, ovario, prostata y de estémago 64,

Varios estudios han examinado la angiogénesis medida por la
densidad de microvasos en el tumor en relacion con los
resultados clinicos de pacientes con carcinomas
epidermoides de cabeza y cuello, pero estos estudios han

mostrado resultados conflictivos. Un estudio de 25 pacientes
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con lesiones T1 de la cavidad oral mostré correlacion entre
elevada densidad microvascular, determinada por tincion
con factor VI, y el desarrollo de metastasis cervicales 5. Otro
grupo encontré6 que pacientes que tuvieron carcinoma
epidermoide de cabeza y cuello con incremento de
densidad microvascular  tuvieron mejor prondéstico
(supervivencia media: 10 meses) ©8), Dos estudios adicionales
de 106 y 19 pacientes no mostraron correlacion entre la

densidad microvascular y los resultados clinicos (87.88),

Adquisicion de la habilidad de invadir tejidos adyacentes.

Se cree que la protedlisis de la matriz extracelular es un paso
critico para la invasion de tejidos por los tumores 9, Se ha
evaluado una amplia variedad de proteasas en muchos tipos
de tumores, y la literatura sobre esto se expansiona
atendiendo al papel potencial de varias enzimas proteoliticas
y sus inhibidores especificos en el desarrollo de invasion tisular
metastasis regional del carcinoma epidermoide de Ila

cavidad oral.

La regulacion de cada uno de estos pasos es compleja y
requiere un balance de multiples mediadores positivos y
negativos. Las alteraciones adquiridas en la estructura y/o
nivel de expresion de estas moléculas reguladoras se cree
gue juegan un papel esencial en el desarrollo de los canceres
orales. Nuevos métodos sofisticados para evaluar estas
alteraciones moleculares (gene chip microarrays) ofrecen un
mejor conocimiento de la carcinogénesis oral y progresion

tumoral y permitiran identificar nuevos objetivos terapéuticos

(90),
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La fusidon de los estudios epidemioldgicos tradicionales y los
nuevos métodos moleculares han originado una imagen clara
de como la susceptibiidad genética heredada para sufrir
dafo en el ADN, combinada con carcinégenos ambientales
pueden causar multiples alteraciones moleculares necesarias

para el desarrollo tumoral (91-94),

1.8. Aspectos moleculares del cancer oral

1.8.1 El ciclo celular

1.8.1.1 Fases del ciclo celular

Desde los primeros tiempos de la microscopia éptica se habia
observado que la divisibn de una célula iba precedida de
una serie de acontecimientos que se llamaron en su conjunto
mitosis. Asimismo, se sabia que habia un periodo de tiempo
entre una mitosis y la siguiente denominado interfase, en el
gue aparentemente la célula no experimentaba mas cambio

gue un aumento de tamaino.

A principios de los 50 se comenzo6 a utilizar la incorporacion de
P32 y técnicas de autorradiografia en los estudios sobre el
DNA, descubriendo su duplicacion, produciéndose este
hecho en la interfase. Este hallazgo fue fundamental en la

introduccion del concepto de ciclo celular.

Se entiende por ciclo celular la secuencia de procesos por los
gue una célula duplica su contenido y se divide en dos.

Clasicamente se distinguen cuatro fases % (grafico 1):
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1) La fase M que comprende la division nuclear o mitosis y la
citoplasmica o citocinesis.

2) La fase G1 sigue a la citocinesis y se corresponde con el
intervalo entre el final de la fase M y el inicio de la sintesis
de DNA.

3) A continuacion esta la fase S en la que la célula duplica su
contenido de DNA.

4) El ciclo termina con la fase G2 que abarca desde el final

de S al principio de una nueva mitosis.

Factor moLoT
{dF:‘P li-lﬂj]%gm
e/

Cdk-ciclina

} Degradacidn

Graficol: fases del ciclo celular

La duracibn de las distintas fases del ciclo varia
considerablemente de unos tipos celulares a otros. Una célula
rApidamente proliferativa en el ser humano completa su ciclo
celular en 24 horas; de ellas, 11 corresponderian a la fase G1,
8 as, 4aG2yaproximadamente 1 a M. En contraste, algunas
células del organismo no sufren divisiones a lo largo de su
vida, salen de la fase G1 para entrar en otra etapa del ciclo

llamada GO en que, aunque se mantienen metabdlicamente
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activas, no se dividiran a menos que sean apropiadamente

estimuladas por sefiales extracelulares 95,

Durante la interfase las células transcriben genes, sintetizan
proteinas y crecen en tamafo. Tanto la fase G1 como la G2
conceden un tiempo adicional para que se realice la
duplicacion de los organulos citoplasmaticos; si en la interfase
solo se duplicara el contenido de DNA, las células hijas

resultantes serian en cada division mas pequenfas (3.

El primer signo visible de que una célula estd a punto de
entrar en mitosis es la condensacién de los cromosomas en el

nucleo, acontecimiento que marca el final de la fase G2 ).

Fase M: la divisién celular

El ciclo celular de las células eucariotas culmina con la
divisidn celular en dos células hijas, que comprende la divisidn

nuclear o mitosis y la divisidn citoplasmica o citocinesis.

La mitosis es una secuencia continua de acontecimientos que

clasicamente se divide en cinco etapas:

a) La profase en la cual los cromosomas replicados se
condensan y el huso mitético comienza a formarse fuera
de la membrana nuclear.

b) La prometafase se caracteriza por la desaparicion de

dicha membrana.
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Cc) La metafase a lo largo de la cual los cromosomas se
colocan en el ecuador del huso mitético formando la
placa mitética.

d) La anafase en la que las dos cromatidas hijas se separany
emigran hacia polos opuestos de la célula guiadas por los
microtubulos que componen el huso mitético.

e) La telofase que es el final de la mitosis, en ella se forma una
membrana nuclear alrededor de cada grupo

cromosomico resultante de la anafase.

Estas cinco etapas junto con la citocinesis o divisidn

citoplasmica forman la fase M del ciclo celular.

o Profase

La mayoria de las células animales tienen una estructura en su
citoplasma llamada centrosoma integrada por un par de
centriolos rodeados por un material pericentriolar
electrodenso y amorfo que es el centro organizador de
microtubulos del que, al inicio de la profase, emergen
microtubulos a modo de radiaciones que constituyen el
denominado “aster”. En la fase S del ciclo el centrosoma se
duplica, y al comenzar la profase los dos centrosomas hijos se
separan y emigran a polos opuestos de la célula. Cada
centrosoma arrastra su propio sistema de microtubulos en la
migracion y, de la interaccion de ambos sistemas, resulta el
huso mitotico también llamado huso acromatico. Ademas en
esta fase desparecen los nucléolos y se inicia la condensacion
de la cromatina en forma de cromosomas, integrados por dos
cromatidas que son filamentos de DNA unidos por el

centrdbmero. Las cromatidas van acortandose y engrosandose
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a medida que progresa la profase debido a la espiralizacion

creciente de la molécula de DNA.

Durante la profase, en los cromosomas, aparece una
estructura proteica llamada cinetocoro que serad la
encargada de que se produzca la unién de los cromosomas
al huso. Cada cromosoma replicado consiste en dos
cromatides hijas unidas entre si a lo largo de su longitud que
poseen una zona de constriccion que se corresponde con
una secuencia especializada de DNA llamada centrébmero.
Cada centrdbmero o constriccidon primaria del cromosoma,
posee dos cinetocoros, uno a cada lado del mismo. Los
cinetocoros experimentan atraccion por los microtubulos del
huso y esta atraccidbn hace que los cromosomas avancen
hacia el huso mitético y queden conectados a él. Cada
cromatida establece conexidon con uno de los polos del huso
a través de los llamados microtubulos cromosémicos o
cinetocdricos (en contraposicion a los microtubulos polares
gue conectan ambos centrosomas confluyendo en la zona

ecuatorial).

0 Prometafase

Durante esta etapa del ciclo las proteinas encargadas de
estabilizar la membrana nuclear denominadas laminas
nucleares sufren una fosforilacidon por accion de una quinasa
gue es Cdk mitdtica, Cdk 1, lamada también p34cdc2, Como
resultado, la envoltura se transforma en pequefias vesiculas
desapareciendo como tal. Este hecho hace posible el
contacto fisico entre el huso mitético y los cromosomas

duplicados, hasta entonces separados por la membrana. Los
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cromosomas migran al ecuador de la célula. Se forma el huso
mitético integrado por los microtubulos de ambos
centrosomas que estan en contacto con los cromosomas.
Dicho contacto se realiza a través del cinetocoro, estructura
proteica que envuelve a los cromosomas a nivel de sus
centromeros. Cada cromatide establece conexién con uno
de los polos a través de los llamados microtubulos
cromosOmicos o cinetocoricos (en contraposicion con los
microtubulos polares que conectan ambos centrosomas

confluyendo en la zona ecuatorial).

0 Metafase

La condensacion cromosOmica alcanza el maximo
desapareciendo por completo la envoltura nuclear y los
microtubulos del cinetocoro se disponen paralelamente al
huso. Los cromosomas alcanzan el ecuador del huso mitético
formandose la placa metafisica. La naturaleza de las fuerzas
gue llevan a los cromosomas hasta ese punto no son del todo
conocidas, pero parece que en este proceso estan
implicados una serie de movimientos que experimentan los
microtubulos de estiramiento y contraccidon en los que
intervienen mecanismos moleculares como incorporacion de
tubulinas en los microtubulos que unen los cromosomas al
polo mas proximo, y desprendimiento de tubulinas en aquellos
microtubulos en relacion con el polo mas alejado de los
cromosomas. Una vez ahi los cromosomas oscilan ajustando
continuamente su posicion reflejo de la tensidbn a la que se

ven sometidos que tiene como fin su perfecta alineacion.
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o Anafase

Al comienzo de esta fase por la accidon de enzimas
proteoliticas se rompen las conexiones existentes entre las dos
cromatidas hijas que componen cada cromosoma
duplicado. Cada una de ellas avanza, traccionada por los
microtubulos asociados al cinetocoro que se acortan
perdiendo moléculas de tubulina, hacia los polos opuestos de
la célula de manera sincrénica. El resultado del proceso son
dos conjuntos de cromosomas situados uno en cada polo de

la célula que daran lugar a los nucleos de las células hijas.

o Telofase

La ultima etapa de la mitosis se inicia cuando los cromosomas
hijos alcanzan los respectivos polos. Los microtubulos de los
cinetocoros desaparecen. La membrana nuclear se
ensambla alrededor de cada grupo de cromosomas
formandose los nucleos de las células hijas. Para ello, es
necesario que proteinas del tipo de laminas de la envoltura
nuclear que se fosforilaron durante la profase se defosforilen.
Los cromosomas condensados se descondensan, se han
formado dos nuevos nucleos y solo resta la citocinesis para

completar la division.

o Citocinesis

El primer signo visible de la citocinesis en células animales es la
aparicion de un pliegue en la membrana citoplasmatica. Esta
invaginacion se produce en un plano perpendicular al eje
longitudinal del huso mitético. Durante la anafase se forma un
anillo contractil, compuesto de actina y miosina, en relacién a

la invaginacion de la membrana, esta estructura es transitoria,
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se ensambla al comenzar la citocinesis y a lo largo de la
misma se hace cada vez mas pequefio, para desensamblarse

una vez que la célula se ha separado en dos (96),

1.8.1.2 Control del ciclo celular

Todo lo que ocurre en el ciclo celular tiene una secuencia
determinada. Después de la mitosis y citocinesis (fase M)
viene la fase G1, tras ésta comienza la replicacion del DNA
(fase S) seguida de la fase G2, asi una y otra vez. Estos
acontecimientos deben estar sujetos a un riguroso control. El
sistema de control del ciclo celular se encarga de la
activacion de sistemas enzimaticos y otras proteinas que
hacen que cada proceso se dé en su justo momento, de
igual manera, los desactiva una vez que se ha completado,
asegurando que no comience una fase sin haber finalizado la

anterior.

Dentro del sistema de control se deben tener en cuenta las
condiciones internas de la célula asi como sefales
extracelulares que en ocasiones provienen de otras células
vecinas. Entendido de esta forma, el control del ciclo celular
juega un papel fundamental en la regulacién del nimero de
células de los tejidos del organismo y cuando éste falla,

puede dar como resultado el desarrollo de neoplasias.
El conocimiento acerca de los mecanismos moleculares que

controlan el desarrollo del ciclo celular ha avanzado de un

modo espectacular en los ultimos quince anos.
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Los puntos de chequeo del ciclo celular

El ciclo de divisibn de una célula consiste en una secuencia
de acontecimientos que se repite de forma ordenada y
constante. Nunca debe comenzar un proceso sin que el
anterior se complete, para ello existe todo un sistema de
control que por diversos mecanismos asegura el correcto

paso de la célula de una fase a la siguiente.

Uno de estos mecanismos de control consiste en una serie de
“frenos moleculares” que detienen el ciclo en determinados
puntos con el fin de chequear las condiciones celulares
externas e internas. Cuando dichas condiciones son
favorables la célula contintda su avance a través del ciclo, en
caso contrario, la progresion se detiene para dar tiempo a
gue cambie el entorno celular o para que se produzca la

reparacion de los defectos internos detectados.

Estos puntos son los “puntos de chequeo”, también conocidos

como “checkpoints”. Actualmente estan definidos tres:

1) Al final de la fase G1 se encuentra el lamado punto de
chequeo de G1. En él se verifica que la célula reciba el
estimulo de factores de crecimiento necesarios para la
activacion del ciclo, que no haya defectos en el DNA que
podrian transmitirse a las células hijas y que su tamafio es el
adecuado antes de que comience la fase S.

2) Otro punto de chequeo ocurre en la fase G2. Aqui se
comprueba si la replicacion del DNA se ha completado y si
el tamafo celular es el adecuado para que comience la

mitosis.
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3) En la fase M existe un tercer punto de chequeo capaz de
detener el ciclo en caso de que los cromosomas no se
encuentren adecuadamente alineados en el huso

mitotico.

El punto de regulacion de G1 se definid gracias a los estudios
de Lee Hartwell y su equipo (1974) ©7) en la levadura de
gemacion Saccharomyces cerevisae. Se supo que en el ciclo
celular de estas levaduras habia un punto que se denomind
START que, una vez rebasado, hacia completar a la levadura
iremisiblemente una division. El punto START esta regulado
tanto por el tamafnio celular como por sefales externas que,
en el caso de las levaduras, estan representadas por la
cantidad de nutrientes que tiene el medio. Si son insuficientes
para completar un ciclo éste se detiene, lo que significa que
START supone un punto en el que la célula decide si puede
afrontar o no una nueva divisibn y donde se revisa si el
tamafio que ha alcanzado es el suficiente para dividirse en
dos, de manera que si es demasiado pequefa hara durar

mas tiempo la fase G1 para “darse” tiempo a crecer.

En las células animales ocurre algo parecido, a “START” se le
conoce como punto de restriccion o punto de chequeo de
G1. En contraste con las levaduras los factores externos que lo
regulan son las sefales que provienen de los “factores de
crecimiento” que se encuentran en el medio. Una vez que la
célula recibe el estimulo adecuado de dichos factores su
destino es pasar a la fase S del ciclo, y seguird avanzando a

través de él incluso en su ausencia.

64



1.- INTRODUCCION

Cuando no recibe el estimulo de los factores de crecimiento,
la célula se detiene en el punto de restriccidn y entra en una
fase de quiescencia denominada GO, donde puede
permanecer durante mucho tiempo sin proliferar y, aunque
continda siendo metabdlicamente activa, su crecimiento y el

porcentaje de proteinas que sintetiza es menor.

Algunos tipos celulares poseen un ciclo cuyo punto de
regulacion mas importante ocurre al final de G2. Los estudios
de Paul Nurse (1975) ©® en levaduras de fision
(Schizosacchoromyces pombe) demostraron que en la
transicién de las fases G2 y M la célula chequeaba su tamafo
y otra serie de factores que determinan la finalizacién o no del
ciclo. Los ovocitos de los vertebrados representan a este tipo
de células. Pueden permanecer detenidos en la fase G2
durante décadas hasta que la situacibn hormonal sea

favorable y se desencadene la primera division mitética.

Un requisito para superar el punto de chequeo G2 es que la
célula haya completado la replicacion del DNA. El DNA no
replicado genera una sefial que detiene el ciclo para dar

tiempo a que se complete el proceso.

Otro estimulo que en el punto de chequeo G2 retrasa la
entrada en mitosis es la existencia de DNA dafado. En este
caso, la demora en la entrada en mitosis es utilizada por la
célula para poner en marcha la maquinaria de reparacion de
DNA. Sin embargo, los mecanismos que hacen posible este
hecho en G2 permanecen sin aclarar. En el punto de

chequeo G1, donde el dafio del DNA también constituye una
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seflal que detiene el ciclo, se sabe que esta parada esta
mediada por la proteina p53. Recientemente algunos autores
han relacionado a p53 también con el punto de chequeo de

G2 (Zhan y Antinone, 1999) ©9),

El DNA dafiado induce la sintesis de p53. El gen que codifica
esta proteina se encuentra mutado en muchos canceres
humanos (Vogelstein, 1990) (100), La proteina resultante de esta
mutacidn no tiene capacidad para detener el ciclo al final de
G1 en respuesta al DNA dafado, de manera que el material
genético anormal se replica y pasa a las células hijas,
aumentando en ellas la frecuencia de mutaciones y la
inestabilidad génica, lo cual contribuye a facilitar el desarrollo

de neoplasias.

Otro punto de chequeo menos conocido es el que ocurre al
final de la mitosis (M checkpoint). Su importancia reside en
gue contribuye a mantener la integridad del genoma. En este
punto se monitoriza la alineaciéon de los cromosomas en el
huso mitético. Cuando la alineacién no es perfecta no se
puede asegurar la distribucién por igual de los mismos entre
las dos células hijas, por ello, el ciclo se detiene en metafase
para dar tiempo a que la placa mitética se forme antes de
gue ocurra la segregacion de los recién duplicados
cromosomas. Para esta segregacion es necesaria la proteolisis
de proteinas que mantienen unidas las cromatides
(cohesinas). En esta proteolisis interviene el complejo APC
(Anaphase Promoting Complex). Finalmente, si todo el
proceso previo se ha realizado correctamente, la salida de

mitosis se produce gracias a la destruccion de la ciclina B.
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1.8.2 Cancerizacion de Campo

El concepto de cancerizacion de campo sugiere que las
mucosas del tracto aerodigestivo superior de un determinado
paciente, sometidas de forma similar a los agentes
cancerigenos habituales, tienen un mayor riesgo de
desarrollar nuevos carcinomas. Desde su acufamiento, el
término se ha empleado para describir multiples terrenos de
enfermedad premaligna, con una prevalencia mayor de la
esperada de aparicion de mudltiples tumores primarios o
secundarios locales y la presencia de tumores distantes
sincronicos. Las técnicas moleculares han permitido
profundizar en el conocimiento de la relacidn entre estas
lesiones. Si bien hay diferencias metodoldgicas en la forma de
identificar los origenes clonales de las lesiones, suele ser
frecuente la extension clonal lateral de la enfermedad
premaligna o maligna. Ante esta patologia, se estan
investigando diversas alternativas preventivas y terapéuticas,
como el screening poblacional, los retinoides o la terapia
génica, que pueden aportar beneficios a los pacientes con
lesiones premalignas y malignas en la regidn de cabeza y

cuello.

La importancia de la cancerizacion de campo radica tanto
en su frecuencia, como en la influencia negativa que ejerce
la aparicion de un segundo tumor. La frecuencia de aparicion
de estos segundos tumores en pacientes diagnosticados de
carcinomas oscila entre el 3 % y el 30% de los casos. El
problema parece acentuarse en el cancer oral, puesto que

en el 50% de estos enfermos los dos tumores se presentan en
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la misma zona anatdmica de la cavidad oral. La invasion
local extensiva y las metastasis ganglionares regionales son,
en gran parte, responsables de la pobre clinica resultante de
estos tumores, por cuanto esos pacientes tienen mayor riesgo
de desarrollar canceres secundarios o multiples canceres
primarios, en base al principio de cancerizacion de campo en

el tracto digestivo superior (101.102),

Antes de iniciar una etapa de crecimiento aparente, en la
que la sospecha clinica de cancer oral es clara, esta
neoplasia pasa por una fase de desarrollo clinico poco
manifiesta, con frecuencia inadvertida. Los signos clinicos de
la enfermedad en estas fases de la evolucion tumoral pueden
recordar a los que acontecen en las lesiones benignas o
lesiones precancerosas. Es frecuente que las neoplasias con
estas caracteristicas pasen desapercibidas y evolucionen
hacia formas mas avanzadas, en las que la supervivencia del
paciente disminuye drasticamente, puesto que incluso los
tumores que presentan escaso grado de crecimiento invasivo
pueden producir metastasis en los ganglios linfaticos
regionales. El andlisis de las manifestaciones clinicas del
cancer incipiente puede realizarse mediante el seguimiento
de las lesiones precancerosas o a través del estudio de
carcinomas de tamafo pequefio. En el primer caso se ha
comprobado que Ila trasformacidon maligna de una lesion
precancerosa suele presentarse como una zona de
induracion localizada en una leucoplasia no homogénea.
Por el contrario los datos resultantes que analizan la clinica de
cancer incipiente indican que la presentacion mas habitual

es un area roja. Con mucha frecuencia aparecen pequefias
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ulceraciones o areas granulares, como expresion de

neoplasias en fases iniciales de crecimiento.

Después de la reseccion de un COCE (Carcinoma Oral de
Células Escamosas) hay un alto riesgo de que se desarrolle un
nuevo cancer en la misma zona anatémica (03), En algunos
pacientes, este nuevo carcinoma se explica por la
recurrencia del tumor inicial, resecado de forma incompleta.
Sin embargo, cuando el estudio histopatolégico ha
demostrado claramente que la reseccidon del carcinoma
primario ha sido radical, existe la posibiidad de que el nuevo
tumor se desarrolle sobre un campo genéticamente alterado,
cuya presencia confiere al paciente un riesgo continuo y
elevado de desarrollo de nuevos tumores%4), Los campos
premalignos de cavidad oral y orofaringe probablemente
tienen su origen en las células progenitoras, que se ubican en
la capa basal del epitelio y son las responsables de su
renovacion en un proceso que ocurre continuamente en la
mucosa oral. Cuando las células progenitoras, se dividen en
forma asimétrica®), una célula hija es completamente
idéntica y retiene la capacidad de multiplicarse, mientras que
la otra evoluciona a través de un numero limitado de
divisiones celulares dando lugar a una poblacion de células
con diferenciacion terminal. Las células progenitoras junto a
su familia de células hijas forman una unidad clonal (%), La
mayoria de los tumores humanos son clonales en su origen y
se estima que son necesarios 5 eventos oncogénicos para la
transformacién de una célula normal en neoplasica @09 (
véase apartad 1.7. Caracteristicas fisiopatologicas del

cancer oral). Asi, sélo las células que persistan durante largo
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1.8.3.

tiempo en el epitelio, presumiblemente las células
progenitoras, tendran la capacidad de acumular el nimero
de alteraciones necesarias para la formacion de un clon
maligno. Por tanto, el COCE probablemente procede de las
células progenitoras del epitelio oral %), Mediante andlisis de
secuenciacion y por inmunohistoquimica se ha demostrado
que las células progenitoras pueden desarrollar mutaciones
del gen p53, con expresidbn alterada de la proteina, que
pueden ser transferidas a las células hijas formando
agrupaciones de células portadoras de la alteracion
genética, denominadas parches (<200 células). La aparicion
de un parche con mutacién de p53 en el epitelio oral
presumiblemente es la primera manifestacion del COCE (109),
La pérdida del control del ciclo celular mediada por la
mutacion de p53 confiere una ventaja proliferativa a las
células del parche (110) que da lugar a la expansidon de una
poblacion clonal de células progenitoras 105 ampliando el
numero de células diana sobre las que pueden actuar nuevos
eventos oncogénicos. De esta forma el parche se expande
lateralmente transformandose en un campo precanceroso
genéticamente alterado que, por definicion, no es invasivo
103) y puede extenderse a areas muy amplias de la cavidad

oral(11),

Alteraciones genéticas del cancer oral

El control de la proliferacion celular puede alterarse en alguno
de los puntos de chequeo o comprobacién del ciclo celular

provocando una division desmesurada. Las causas que

pueden ocasionar esta alteracidn en las restricciones que
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limitan la division celular son en la mayor parte de los casos
adquiridas. El proceso de carcinogénesis implica, no obstante,
varios eventos. Normalmente, existe un primer suceso,
denominado iniciacion, donde un agente externo o un error
enddgeno coloca a la célula en una situacion de mayor
susceptibiidad o predisposicion para transformarse en
neoplasica. En un segundo momento se produce la
conversion en célula cancerosa de una célula previamente
susceptible. En el campo de la carcinogénesis por agentes
externos quimicos, el dimetilbenzatracina puede hacer mas
sensible o susceptible a una célula produciendo un fenémeno
de iniciacion. No obstante, se necesita la intervencion de otro
producto, el 12-O-tetradecanoilforbol, para producir la
promocién o transformacién neoplasica de una célula ya

iniciada.

Los genes que codifican las proteinas implicadas en la
regulacion de la divisidon celular parecen ser los responsables
de la transformacion neoplasica en sus primeras fases. Los
agentes exdgenos o errores enddgenos pueden inducir la
expresion de genes cuyas proteinas activan la entrada de la
célula en division celular. Estos genes son los oncogenes
promotores, porque desencadenan una proliferacion
descontrolada dando lugar a una neoplasia. Entre éstos
destacan el myc, jun, fos, ras, etc. Asimismo, estos mismos
factores exdgenos o enddgenos pueden simultaneamente
bloquear la expresion o dafar otros genes cuyas proteinas
tienen una funcibn de inhibicibn de la proliferacion
provocando ambos mecanismos conjuntamente una pérdida

de las restricciones de la division y un aumento de los factores
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promitoticos. Este segundo grupo de genes con actividad de
supervision y control son los oncogenes supresores por su
papel regulador de la proliferacion evitando el desarrollo de
neoplasias. En este grupo el mas importante es el gen p53 que
actua como “el guardian de la célula” por excelencia. Estos
procesos producen por tanto un aumento muy significativo
de proteinas derivadas de oncogenes promotores que
tendrian que encontrarse en niveles muy reducidos o nulos y a
la vez niveles bajos o alteraciones funcionales de proteinas
supresoras (resultado de la traduccibn de oncogenes

supresores) (79),

Los puntos de control del ciclo celular son rutas reguladoras
gue controlan el orden y el tiempo de transicién del ciclo
celular, y aseguran que etapas criticas, como la replicacion
del DNA y la segregacion de cromosomas, sean completados
con alta fidelidad. Los puntos de control responden al dafio
con parada del ciclo celular para que la célula disponga de
tiempo para la reparacion e induciendo la transcripcion de
genes que faciliten la reparacion. La pérdida de puntos de
control da como resultado inestabilidad gendmica y se han
implicado en la evolucion de células normales en células

cancerosas (112),

Los oncogenes o0 genes causantes del cancer, derivan de los
protooncogenes. La accion de diversos oncogenes, aparece
implicada en fendbmenos de proliferacion, diferenciacion y
supervivencia celular, asi como en la capacidad de

diseminacion y metastasis de las células neoplasicas.
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» Productos proteicos de los oncogenes
Los oncogenes codifican proteinas llamadas oncoproteinas,
similares a los productos normales de los protooncogenes,
salvo que las oncoproteinas carecen de algunos elementos
reguladores importantes y su produccion no depende de

factores de crecimiento ni de otras sefales externas.

» Factores de crecimiento
Los factores de crecimiento estimulan la proliferacion de las
células normales y se cree que muchos de ellos intervienen

en la tumorogénesis (mutaciones).

La proliferaciéon celular puede seguir l0s siguientes pasos:

e Unibn de un factor de crecimiento a su receptor
especifico existente en la membrana celular.

e Activacion del receptor del factor de crecimiento que, a
su vez, activa a varias proteinas transductoras de sefales
existentes en la capa interna de la membrana
plasmatica.

e Transmision por el citosol de la sefal transducida hasta
gue llega al nacleo.

e Induccion y activacion de los factores reguladores de
nucleos que inician la trascripcion del ADN.

e Paso de la célula al ciclo celular, por el que progresa

hasta que se produce su division.

= Receptores de crecimiento
Los receptores de crecimiento son proteinas
transmembrana que sufren una activacion transitoria

cuando el receptor capta a su factor de crecimiento
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especifico, a lo que sigue rapidamente la mitosis. Las
versiones oncogénicas de estos receptores sufren
activacion persistentes sin necesidad de unirse al factor de
crecimiento correspondiente. De esta forma, el receptor
mutante libera hacia la célula continuas sefales que

estimulan la mitosis.

Proteinas de transduccion de sefiales

La mayoria de estas proteinas se encuentran situadas en la
parte interna de la membrana plasmatica, donde reciben
seflales procedentes del exterior de la célula y las
transmiten al nudcleo celular. Existen varias oncoproteinas
con funciones similares a las de las proteinas
citoplasmaticas normales que intervienen en la

transduccion de senales.

El mejor ejemplo de una oncoproteina de transduccion es
la familia ras. La mutacion del gen ras es la anomalia mas
frecuente de los oncogenes identificada en los tumores
humanos. En las células normales, el estado activado de
transmision de sefiales de la proteina ras es transitorio. Las
proteinas mutantes quedan atrapadas en su forma
excitada, lo que a su vez causa una activacion patolégica

de la via de sefalizacion de la actividad mitégena.

Proteinas nucleares de trascripcion

Todas las sefales de la via de transduccién penetran en el
nucleo y entran en contacto con un gran banco de genes
gue responden a ellas y que orquestan el avance

ordenado de la célula hacia el ciclo mitético.
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En el nudcleo se ha localzado un lote completo de
oncoproteinas, entre ellas los productos de los oncogenes
myc, mybm jun y fos. El gen myc es el que con mayor
frecuencia esta implicado en los tumores humanos. El gen
myc, forma un heterodimero con otra proteina, llamada
max. Ademas, mad, otro miembro de la familia myc de
reguladores de la trascripcidon, también puede unirse a max
para formar un dimero. El heterodimero myc-max favorece
la proliferaciéon, mientras que mad-max inhibe el

crecimiento celular.

Ciclinas y cinasas dependientes de la ciclina

El resultado final de todos los estimulos promotores del
crecimiento es que las células en reposo entran en el ciclo
celular. La progresion ordenada de las células a través de
las distintas fases del ciclo depende de las ciclinas, de las
cinasas dependientes de las ciclinas (CDK) y de sus

inhibidores (entre otros, el p27 y el p16).

La sobreexpresion de p27 (inhibidor de las CDK) puede
inducir la apoptosis en células cancerosas a través del
aumento de la expresion de bax, de ese modo actuando
en contra de la progresion tumoral. Sin embargo, la
reduccion en la expresion del p27, se correlaciona con una
pobre supervivencia en pacientes con varios tipos de
carcinomas. La ausencia de pl6 en la mayoria de los
carcinomas de células escamosas constituye un evento

temprano en la tumorogénesis.
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Las mutaciones que alteran la regulacion de la actividad
de las ciclinas y de las CDK favorecen la proliferacion

celular 13),

» Activacion de los oncogenes
Los mecanismos por los que los protooncogenes se
transforman en oncogenes puede ser el resultado de
diferentes fendmenos, que incluyen pérdidas alélicas,
mutaciones puntuales, delecciones, amplificacion de genes

o reordenamientos cromosémicos.

» Genes supresores del cancer
Los productos de los genes supresores del cancer actuan
frenando la proliferacion celular. La funcién fisiologica del
gen consiste en regular el crecimiento celular y no en evitar

la formacion de tumores.

» Productos proteicos de los genes supresores del cancer
0 Moléculas que regulan la transcripcidon nuclear y el ciclo

celular

A) Gen Rb. Actua como un freno al progreso de la
célula desde la fase G1 a la fase S del ciclo celular.
Cuando la célula recibe el estimulo de los factores de
crecimiento, la proteina Rb se inactiva, por lo que el
freno desaparece y la célula atraviesa el punto de

control G1 — S.
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B)

Si falta la proteina Rb o si una mutacion altera su
capacidad, el freno molecular del ciclo celular
desaparecera y la célula avanzara

despreocupadamente hacia la fase S.

La pérdida del control normal del ciclo celular es
esencial para la transformacion maligna y que en la
inmensa mayoria de los canceres humanos existe una
mutacién de al menos uno de los cuatro reguladores

clave del ciclo celular (pl16, ciclina D, CDK4, Rb)

(114,115)

Gen p53. El otro gen supresor del cancer, se trata de
la diana mas frecuente de las alteraciones genéticas

en el cancer humano (16),

El gen p53 actia como policia molecular, impidiendo
la propagacion de células genéticamente dafiadas.
El p53 es imprescindible cuando se requiere la
aplicacion de frenos de emergencia, como cuando
la radiacion, la luz UV o las sustancias quimicas

mutagenas dafan el ADN.

El gen p53 bloquea también la angiogénesis. La
angiogénesis se relaciona con el grado y el estado
del tumor y el prondstico del cancer. Los tejidos
normales y adenomas poseen una angiogénesis baja,
mientras que en cancer la angiogénesis aumenta en

relacion al estado y grado del tumor (117.118),
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Esta pausa permite que la célula tenga tiempo para
reparar la lesion del ADN. Ademas, p53 ayuda a ese
proceso de manera directa, Iinduciendo Ila
transcripcion de GADD45, una proteina que
interviene en la reparacion del ADN. Si la reparacion
del ADN es satisfactoria, p53, activard a un gen
denominado mdm2, cuyo producto se une e inhibe a
la propia p53, levantando asi el bloqueo del ciclo
celular. Si no se logra reparar la lesion del ADN, la
proteina p53 normal, enviard a la célula al
cementerio, induciendo la activaciéon de los genes
promotores de la apoptosis. Los genes que responden
a las 6rdenes de muerte celular emanadas de p53
son bax e IGF-BP3. Bax se une y contrarresta a la
proteina bcl-2, un inhibidor de la apoptosis. Se ha
demostrado que en los carcinomas orales de células

escamosas existe un descenso de la expresion de bcl-

2 (119,120)

Existen mecanismos que pueden inactivar las
funciones del gen p53. Las proteinas transformadoras
de varios virus DNA, entre ellas la proteina E6 de los
virus del papiloma humano, el virus de Epstein-Barry el
virus del Herpes simple tipo 6 y 8, pueden unirse y

degradar a p53.

Usualmente, la p53 se expresa en niveles bajos en los
tejidos normales, con unas 5.000 copias por células
121), Las proteinas mutadas tienen una vida mas

prolongada, de hasta 48 horas, en comparacion con
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los 5 a 30 minutos de la proteina. Esto favorece la
acumulacion de la proteina y su deteccion mediante
meétodos inmunohistoquimicos. Sin embargo, no todas
las mutaciones se acompafan de una sobreexpresion
de la proteina. Por todo ello la determinacion
inmunohistoquimica puede conducir a estimaciones
incorrectas, que deben complementarse por
métodos moleculares tales como la secuenciacion
tras la realizacion de una PCR o un andlisis SSCP, el
cual, es capaz de detectar eficientemente el 90% de
las mutaciones del p53. El gue  exista
inmunorreactividad para el p53 en las lesiones
displasicas, en las leucoplasias orales con y sin
displasia, en el carcinoma in situ, asi como en las
areas mucosas de apariencia normal de los
margenes periféricos de los carcinomas, permite
sugerir que la expresion del p53 es un hecho muy
precoz en la transformacion neoplasica,
probablemente en asociacion a otros factores tales
como la infeccion HPV o el habito del tabaco, y que
su identificacion podria ser de utilidad clinica a la
hora de predecir qué pacientes tienen riesgo de
progresion neoplasica, estableciéndose como un
posible biomarcador en el diagnéstico precoz de

esas neoplasias (122-125),

La radiacion y la quimioterapia, los dos tipos mas
frecuentes del tratamiento del cancer, ejercen sus
efectos induciendo una lesibn del ADN vy la

consiguiente apoptosis. Los tumores que conservan
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genes p53 normales tienen mayores probabilidades
de responder a estos tratamientos que los portadores

p53 mutantes (126),

C) Gen p73. En condiciones adecuadas, de igual
manera que el gen p53, puede detener el ciclo

celular y provocar la apoptosis.

D) Genes BRCA-1 y BRCA-2. Son dos genes supresores
del cancer. Ni el BRCA-1 ni el BRCA-2 se encuentran
inactivados en la mayoria de los carcinomas de
células escamosas, por lo que se cree, que existen

nuevos genes supresores tumorales implicados.

0 Moléculas que regulan la transduccion de sefiales
La regulacion a la baja de las sefiales promotoras del
crecimiento es también un area potencial en la que
podrian intervenir los productos de los genes supresores
del cancer, como es el caso de los productos de los

genes.

0 Receptores de la superficie celular
Estas moléculas son los receptores de los factores
inhibidores del crecimiento, como TGF-B, y proteinas que
regulan las adherencias celulares como las cadherinas.
Las cadherinas son una familia de glucoproteinas que
actuan como adhesivos de las células epiteliales. Su
pérdida favoreceria al fenotipo maligno, permitiendo
una separacion mas facil de sus células, que de este
modo podrian infiltrar los tejidos y metastatizar con mas

facilidad.
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» Genes que regulan la apoptosis
La apoptosis es el punto final de una cascada de
acontecimientos moleculares que conducen a la
activacion de las enzimas proteoliticas responsables de la

muerte celular.

Los genes que regulan la apoptosis son el bcl-2, que
protege a los linfocitos de la apoptosis, y también otros
como bax, bad y bcl-xS que favorecen la muerte celular

programada (128),

El cociente entre los antagonistas de la muerte (bcl-2, bcl-
XL) y sus promotores (bax, bcl-xS, bad, bid) determina la
forma en que la célula responde a un estimulo apoptético.
La accion proapoptoética del gen supresor del cancer p53

parece depender de la regulaciéon en el alza del gen bax.

La activacion de p53 provoca un aumento en la sintesis de

bax, contrarrestando asi la accion antiapoptética de bcl-2.

1.8.4 Marcadores prondéstico de cancer oral.

Los carcinomas epidermoides son graduados
histologicamente de bajo a alto grado, asi como
determinados por grado de queratinizacion, pleomorfismos
nuclear, y frecuencia de mitosis. Los tumores de bajo grado
muestran queratinizacion mas extensa, mitosis infrecuentes y
poco pleomorfismo nuclear y con frecuencia mantiene la
orientacion de basal hacia las capas queratinizadas, mientras
qgue los tumores de alto grado muestran poca queratina,

muchas mitosis, y extremado pleomorfismo nuclear.
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1.8.4.1 Expresion tumoral

Los investigadores han intentado correlacionar el grado
histolégico con el pronéstico (128129 |a dificultad de
dichos estudios en predecir el prondstico es la amplia
variedad de interpretaciones patolégicas. Como
resultado, el valor practico de la graduacioén histolégica

como factor predictivo esta sin resolver en la actualidad.

Los factores clinicos prondésticos mas significativos
respecto a la supervivencia en al andlisis de regresion de
Cox segun el analisis multivariante de Pizarro y Cols. (130)
son el volumen tumoral, la presencia de metastasis
linfaticas cervicales, margenes quirdrgicos positivos,
espesor maximo tumoral y el grado nuclear. En una serie
de 256 casos de la region de Murcia, Mateo MM y caols.
131) consideran que el principal factor relacionado con las
recidivas locales ha sido el tamafo lesional; con las
recidivas regionales la presencia de adenopatias en el
momento del diagnéstico, y con la supervivencia la
clasificacion clinica. Esta opinibn es compartida por
Martinez y cols. 132 que concluye que la variable que
mas afectd a la supervivencia en el momento del
diagnostico fue el tamafnio tumoral, por supuesto en la
relacion con el tiempo de evolucidon hasta la primera

consulta.
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1.8.4.2 Metastasis

Otra informacion pronéstica importante que esta
disponible desde la evaluaciéon histopatoldégica de la
biopsia del céancer primario o de la reseccion del
espécimen, incluye los hallazgos de la invasidon perineural,
linfatica y/o vascular. La invasion perineural (IPN) se ha
correlacionado con metastasis de los ganglios linfaticos
cervicales (23% IPN vs 9% no IPN),(268,269,270)
diseminacion extracapsular (33), y supervivencia (54%
mortalidad IPN vs 25% mortalidad no IPN) 134, La invasion
linfatica no ha sido correlacionada significativamente con
la invasion de los ganglios linfaticos del cuello, mientras
gue la invasion microvascular se ha correlacionado

significativamente con metastasis ganglionar cervical

(134,135)

1.8.4.3 Marcadores

Pande y cols (136) estiman que la escasez de marcadores
moleculares que definan claramente el prondstico impide
predecir la evolucidon de los carcinomas epidermoides de
la cavidad oral. En su estudio valoran el significado
prondstico de las variaciones en la expresion de las
proteinas involucradas en la regulacion del ciclo celular y
en la diseminacion locoregional del cancer oral. Las
alteraciones en la expresion de las proteinas p53, pRb,
pl6, MDM2, p21 y Ets-1 fueron determinadas por analisis
inmunohistoquimico de las muestras de tejido tumoral. El
analisis de los multiples factores biolégicos moleculares

arrojé en una muestra de 105 casos una sobreexpresion
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de la p53 del 66%, del MDM2 en el 69%, de la p21 en el
54%, en la Ets-1 en el 61% y la pérdida de pRb fue
observada en el 55% y la de la p16 en el 69%. Como dato
interesante, el analisis multivariable revel6 que la pérdida
de pRb era el factor de prediccion mas significativo para
los tumores de avanzado estadiaje [p=0.001; OR=3.5] y
que la sobreexpresion de la proteina Ets-1 fue un factor
de riesgo independiente para la metastasis linfaticas
regionales (P <10-6; OR=10.1).

- P53:
La proteina P53 se ha convertido desde su
descubrimiento en 1979 en la molécula con mayor
implicacion en el desarrollo de las neoplasias humanas.
La deteccidon inmunohistoquimica de p53 en tumores,
pero no en tejidos normales indujo a la creencia de que
se trataba de un oncogen, pero posteriormente se
descubri6 que la proteina acumulada en los tejidos
tumorales se debia a una mutaciéon en el gen TP53 que
estabilizaba la proteina inactivandola y alargando su
vida media, lo que permitia su acumulacion en el

nucleo celular y su deteccion inmunohistoquimica.

Aunque el mecanismo de accion de la p53 es a través
de regulacidn positiva o0 negativa de trascripcion
génica, su papel biolégico es probablemente el de
proteger a la célula del dafio del ADN por agentes
fisicos y quimicos mediante el retraso del ciclo celular
hasta que el dafo se repare o bien si este mecanismo
falla, mediante la induccidon de la muerte programada

0 apoptosis.
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Se han detectado mutaciones en el 50% de los
canceres humanos, las mutaciones en p53 son las
alteraciones mas frecuentes en los carcinomas de
cabeza y cuello y si bien la sobreexpresion de la
proteina se asocia a la acumulacion de la forma
mutada de ésta, puede existr mutacion sin

sobreexpresion y situacion inversa.

Las alteraciones de p53 son un fendmeno temprano en
la transformacion neoplasica en los carcinomas
escamosos de la cavidad oral. Se relaciona el consumo
de alcohol y especialmente de tabaco con las
mutaciones en la secuencia del gen y su mecanismo
intimo estaria mediado por algunos carcinégenos del
tabaco como benzopirenos y nitrosaminas que
provocarian transversiones de bases nitrogenadas del
gen. Las lesiones preneoplasicas también son
portadoras de alteraciones de p53, lo que sugiere que
las alteraciones de p53 facilitan el fenotipo maligno es
un hecho precoz. Hasta la fecha no se ha podido
demostrar el valor pronéstico de alteraciones de p53

en el carcinoma escamoso oral (137),

Desde el punto de vista clinico también es importante la
valoracion de p53 de cara a la deteccion precoz de
recidivas, y si aquellos pacientes con la misma
mutacién en los bordes de resecciéon que en el tumor
presentan una mayor tasa de recidivas locales, el
determinar la existencia de mutaciones en los bordes
de reseccion indicaria la necesidad o al menos la

conveniencia de asociar un tratamiento coadyuvante.
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De todos modos y puesto que la mutacion no es el
Unico mecanismo que inactiva al p53, la acumulacion
de la proteina no es un marcador seguro de mutacion
subyacente de P53 en el carcinoma de cavidad. Por
otro lado la unidbn con oncoproteinas viricas como la
proteina E6 del virus del papiloma humano inactivan

también la proteina supresora (138),

En términos generales se puede decir que la mutacién
de P53 se correlaciona con un fallo para inducir o bien
la parada del ciclo celular en la fase G1 o bien la
apoptosis 139), Este Ultimo mecanismo es el responsable
mas directo de la resistencia de muchos canceres a
agentes quimicos y radioterapéuticos .En consecuencia
las células con p53 mutada serian mas resistentes a
terapias que dependan del dafio del ADN, para matar
las células cancerosas. Aunque el mecanismo de
accion no esta totalmente determinado se baraja la
posibiidad de que se produzca una ausencia de
apoptosis, o que aparezca O nOo un receptor
transmembrana que permita el paso del farmaco al
interior de la célula y cuya trascripcion depende del

p53.

Una nueva perspectiva en el tratamiento de los
canceres de cabeza y cuello se ha abierto al utilizar la
transferencia génica de p53 normal vehiculizada
mediante adenovirus Yy los estudios realizados sobre
lineas celulares cancerosas orientados a tratar los focos

microscOpicos tumorales que permanecen tras la
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cirugia, mediante la detencion del crecimiento tumoral
a través de induccibn a apoptosis, han sido

prometedores en este sentido.

Bcl-2:

El Bcl-2 al igual que la p53 se ha relacionado con la
apoptosis tanto por vias dependientes como
independientes. Su sobreexpresion parece conferir a las
células resistencias a las drogas citotdxicas
presumiblemente por su capacidad para inhibir la
apoptosis inducida por quimioterapia. La p53 disminuye
la expresibn de bcl-2 y por tanto su alteracion
aumentaria la expresion de bcl-2, su interaccién juega
un papel critico en la progresion tumoral y la respuesta

al tratamiento (140),

El gen bcl-2 codifica una familia de proteinas de 25 Kd,
gue se localizan en la membrana externa mitocondrial,
en la envoltura nuclear y en el reticulo endoplasmico
de las células (141.142), Se ha visto una sobreexpresion de
bcl-2 en neoplasias hematopoyéticas y en variados

tumores soélidos incluyendo canceres orales.

La proteina bcl-2 se encuentra en muchos linfocitos B y
T normales y su expresion disminuye en los centros
germinales estimulados para la proliferacion. El gen bcl-
2 fue identificado por primera vez como el gen
implicado en los linfomas B de células foliculares, de los
cuales el 85% tiene como caracteristica comun la

translocacion del gen bcl-2 a la posicidon14q32 (143),
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La familia de bcl-2 se divide en dos grupos de proteinas,
proapoptdticas como bax, bad y bak y antiapoptoticas
como bcl-2, bcl-xL, mcl-1 y Al, segun su estructura
quimica (144146) |Las proteinas proapoptéticas vy
antiapoptoéticas forman heterodimeros en los que se
produce la inhibicibn de la actividad del otro
respectivamente. Esta dimerizacion se ve influenciada
por la fosforilaciobn de los residuos terminales de
aminoacidos de los miembros proapoptdticos, bax, bak
y bik. Asi pues, la apoptosis esta muy relacionada con la
fosforilacion de las proteinas de la familia bcl-2 (144), El
protooncogén bcl-2 bloquea una via comun de
apoptosis, impidiendo que el ADN dafado actue como
una sefial de activacion de muerte celular programada
0 mediante el bloqueo de los propios productos de los
genes implicados en la muerte celular programada. Por
lo tanto su accién es prevenir la muerte prematura de
las células mitdticas y prolongar la supervivencia celular
para favorecer la aparicion de mas mutaciones (140), La
proteina bcl-2 no transforma las células por si misma,
pero las hace susceptibles de ser transformadas por

otros oncogenes como myc (147,

Caspasa-3:

Otro grupo de proteinas, las cistein-proteasa son
mediadores esenciales de los procesos de apoptosis y
también estan implicadas en procesos de maduracion
proteica como en el caso del sistema inmune. Dentro
de estas proteinas estd la familia de las caspasas

formadas por dos grupos el inflamatorio y el apoptdético,
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de estas cabria destacar la caspasa-3. Ambos grupos
presentan similitudes en cuanto a la especificidad de
sustrato, el segundo se caracteriza por el
procesamiento de productos que desencadenarian
cambios celulares incluyendo degradacion del ADN,
condensacion de cromatina y desintegracion de

membrana plasmatica.

Las caspasas efectoras o iniciadoras una vez activadas,
aseguran que la célula inevitablemente sufrira
apoptosis. Fallos en los proceso mediados por las
caspasas son algunos de los responsables del desarrollo

de los tumores.

Las caspasas pertenecen a wuna familia de
cisteinproteasas que dividen sus sustratos
especificamente después del acido aspartico. Se han
identificado 14 caspasas en mamiferos implicadas en la

apoptosis.

Son sintetizadas como proenzimas (zimégenos) de 30-50
KD y requieren un proceso de protedlisis para ser
activados 142 que comprende una cascada de
precursores y coenzimas (similar a las serin-proteasas en
la cascada de la coagulacion) @48) en la que las
caspasas constituyen los componentes centrales de la

maquinaria proteolitica (149),
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De todas las caspasas, la caspasa-3 ha sido
caracterizada como la mas directamente vinculada a
la apoptosis. Se ha sugerido que la expresion de la
caspasa-3 aumenta la vulnerabilidad a la apoptosis o
activa por si misma la cascada de la apoptosis o hace
ambas cosas a la vez. La caspasa-3 se ha identificado
en un amplio nimero de neoplasias benignas y
malignas tales como ameloblastoma, carcinoma de
células escamosas, cancer de pulmdn, neuroblastoma
y linfoma. Algunas células normales, entre las que no se
encuentran las células de Schwann, también expresan

la caspasa-3 (150),

Ki-67:

Ki-67 es una proteina nuclear no histénica expresada en
las células durante las fases activas del ciclo celular
(G1,5,G2,M), y ausente en las células en estado de
reposo (G0), por lo tanto, el anticuerpo monoclonal ki-
67 permite la deteccidn inmunohistoquimica de células
gue completan un ciclo y su expresion proporciona una
medida directa de la fraccion de crecimiento

celularts1,152),

Por lo tanto, Ki-67 puede emplearse para medir la
fraccidn de crecimiento en los tejidos normales y en las
neoplasias malignas. Estudios previos han demostrado
gue los altos indices de Ki-67 observados en carcinomas
orales de células escamosas estaban correlacionados
con la gravedad de la enfermedad y con un prondstico

malo (153,154)
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La capa basal del epitelio oral es la zona donde en
condiciones normales se ubica el compartimento
celular en proliferacion, mientras que la capa
suprabasal incluye las zonas de maduracion celular. La
deteccién de Ki-67 en la capa suprabasal es un

marcador objetivo de la presencia de displasia epitelial

(151)
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En la dltima década se ha producido un enorme avance en el
conocimiento de los mecanismos de control de la proliferacion celular en
los que interviene un complejo engranaje de moléculas que actuan
favoreciendo unas e inhibiendo otras, la progresion de la célula a lo largo
de su ciclo de division. El cancer conlleva una alteracion de sistema de
regulaciobn con la consiguiente proliferacion incontrolada. Por tanto
conocer las alteraciones en las moléculas que intervienen en el control
del ciclo celular en biopsias tumorales contribuira a comprender la
patogenia de este grave problema médico y, tal vez a realizar un

diagnostico, prondstico, y abordaje terapéutico mas adecuados.

Pero el cancer no es una enfermedad Uunica, sino un conjunto de
enfermedades que aunque comparten ciertas caracteristicas, presentan
un comportamiento bioldgico diferente dependiendo de factores como
la localizacion, el tipo histoloégico, el estadio clinico e incluso, la
denominada “susceptibilidad individual” del paciente. Tumores idénticos
en los parametros referidos en diferentes pacientes puedan presentar
diferente evolucion. Esto indica que, probablemente, existen factores
biologicos, celulares y moleculares aun mal caracterizados, que

condicionan el prondstico.

Nuestra hipotesis de trabajo considera que el analisis inmunohistoquimico
de la expresion de la proteina reguladora del ciclo celular p53, del
marcador de proliferacion celular ki-67, del inhibidor de apoptosis bcl-2 y
del marcador de apoptosis capasa-3 puede aportar informacion valiosa
para el diagnostico de campos malignos y premalignos de la cavidad
oral y para la evaluacion del riesgo de desarrollo de tumores multiples, ya
gue algunas de ellas derivan de genes que se alteran en los campos
premalignos (p53 y bcl-2) y otras trasducen eventos que claramente
estan implicados en el desarrollo de cancer, como la proliferacion celular

(ki-67), y la apoptosis (caspasa-3).
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3.- OBJETIVOS

Los objetivos que pretenden este trabajo son:

10

20

30

Analizar la expresion en el epitelio tumoral asi como en el epitelio
adyacente no tumoral de los carcinomas escamosos Yy lesiones
premalignas de la cavidad oral de cuatro proteinas claves en el

control del ciclo celular, p53, Bcl-2, KI-67 y caspasa-3.

Observar si alteraciones en la expresion de esas proteinas en los
carcinomas escamosos orales podrian estar correlacionados con
factores prondésticos, tales como el grado de diferenciacion

histolégica, el estadio clinico de la lesidn o su localizacion.

Determinar si la expresion de las proteinas estudiadas en las
lesiones de la region oral podrian tener un valor prondstico,
condicionando la supervivencia y/o a la recidiva en los

carcinomasy la evolucidn a carcinomas en las displasias.
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4.- PACIENTES, MATERIAL Y METODOS

a. Disefio del estudio. Se ha realzado un estudio transversal

retrospectivo sobre una seleccidon de 30 pacientes diagnosticados de
Carcinoma Oral de Células Escamosas y de los que se tenian
material biopsiado en bloques de parafina (Fig. 1). Todos ellos
procedian del Hospital de Txagorritxu (Osakidetza - Vitoria) durante el
periodo comprendido entre los afios 2000 y 2006. El presente trabajo
ha obtenido la evaluacion positva del Comité Etico de la

Universidad de Granada para la experimentacién con humanos.

Figura 1. Bloques de parafina de los 30 casos seleccionados

. Toma de datos. Para la seleccion y toma de datos del paciente, se
cumplimentd un protocolo previamente disefiado, con los datos
clinicos mas relevantes desde el punto de vista prondstico. Con todos
estos datos se cumplimenté una ficha individual por caso (véase
anexo). Los datos y las variables que se registraron fueron los

siguientes:

- Numero de historia clinica.

- Edad.

- Sexo: Vardn, mujer.

- Habito de fumar: no fuma; fumador de menos de 1 cajetilla/dia;
fumador de 1 cajetilla o mas/dia.

- Habito de beber: no bebe; bebe menos de un litro de vino/dia;

bebe un litro de vino o méas/dia.
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- Estado de la boca: en buen estado; séptica; faltan piezas;
portador de protesis.

- Motivo de consulta: dolor; presencia de lesion/bulto/ulcera.

- Localizacion: lengua; frenillo/ suelo de la boca; trigono molar;
paladar.

- Aspecto macroscopico: ulceroso; verrugoso; vegetante.

- Tamafo deltumor:deOalcm.; dela3cm.; masde3cm.

- Presencia de adenopatias.

- Scanner: lingual sin afectacidn 6sea; lingual con afectacion 6sea;
trigono molar; paladar duro/blando.

- Estadiaje: TINOMO; T2NOMO; T3NOMO; T2N1MO; T3N1MO; T3N2MO;
TAN1IMO.

- Tratamiento: hemiglosectomia con/sin vaciamiento ganglionar;
glosectomia con/sin vaciamiento ganglionar;
radioterapia/quimioterapia; reseccion tumoral.

- Evolucién: sin recidiva; alta; fallecio.

- Grado de diferenciacion: poco diferenciado; moderadamente

diferenciado; bien diferenciado; basaloide.

. Criterios de inclusion y exclusion. Los criterios de inclusion y exclusion

para ser admitidos en el trabajo fueron los siguientes:

Los criterios de inclusién:

- Presentar un carcinoma de células escamosas en la region oral.

- Ser la primera vez que el paciente acudia al centro médico por
esa causa.

- No presentar metastasis ganglionares a distancia en el momento
diagnostico (estadios |y 1I).

- No haber recibido tratamiento radioterapico, quimioterapico o

quirargico previo.
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Los criterios de exclusion:

Historias clinicas incompletas, tanto de filiacidon del paciente como
de datos de la enfermedad.

Casos donde no se podia asegurar la localizacion oral del tumor
primario.

Bloques con insuficiente material diagnostico para realizar el
analisis.

Pacientes que habian fallecido por otra causa distinta al tumor, por

lo cual no podremos evaluar la evolucion.

. Técnica inmunohistoquimica.

Para el andlisis inmunohistoquimico de las muestras se utilizd la

“Técnica de la peroxidasa-antiperoxidasa” (Sistema de visualizacion

ratdn/conejo), aplicandola a los cuatro Ac de nuestro estudio:

Bcl-2
p 53
Ki 67

Caspasa 3

Los pasos son los siguientes:

Paso 1. Se cortay se deja 24 horas a 37 °C, (la secciéon de corte del

tejido ha de ser de 3 micras de grosor) (Figs. 2y 3).

Figuras 2 y 3. Corte de los bloques de parafina
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Paso 2: Se desparafina con tres lavados de xilol de 15 min cada uno.

Paso 3: Se hidrata mediante tres lavados de 3 minutos de duracion

cada uno, en una bateria de alcoholes decrecientes.

Paso 4: Se hacen lavados en baios de “PBS” (fosfatos)

Paso 5: Se regenera (RECUPERACION ANTIGENICA)
(Desenmascaramiento del antigeno) (Fig. 4), en una olla
con “Target Retroviral Solution, PH 97, durante 5 minutos a

temperatura ambiente.

Figura 4.Muestra nuestras 4 proteinas Bcl-2, ki-67, Caspasa 3y p53

Paso 6: Se aisla (mediante un lapiz de aceite) (Figs. 5y 6).

Figuras 5y 6. Aislamiento de los bloques.
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Paso 7: Se lleva a agua destilada

Paso 8: Se hacen lavados en bafos de “PBS” (fosfatos)

Paso 9: Afadimos el bloqueante (Bloqueo enzimatico) -Bloqueante

de peroxidasa enddégena - (Figs. 7 y 8), durante 10 min a

temperatura ambiente.

Figuras 7 y 8. Una vez aislado realizamos el bloqueo enzimatico con nuestras 4

proteinas

Paso 10: Volvemos a lavar, tres lavados en “PBS” durante 5 minutos.

Paso 11: Afadimos el anticuerpo primario en una disolucién 1:100

(Fig. 9) e incubacion a 4°C durante 24 horas.

\4

Figura 9. Se afade el Ac primario
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Paso 12: Volvemos a lavar, tres lavados en “PBS” durante 5 minutos.

Paso 13: Afnadimos el anticuerpo secundario, e incubacion a

temperatura ambiente durante 30 minutos.

Paso 14: Volvemos a lavatr, tres lavados en “PBS” durante 5 minutos.

Paso 15: Afiadimos el sustrato + [DAB (diaminobenzidina -revelador-)

+ cromégeno] SISTEMA DE REVELADO DE LA PEROXIDASA (Figs.
10y 11).

Figuras 10 y 11. Procedemos al revelado de las muestras

Paso 16: Lavamos con agua destilada (En este punto lo podemos
mirar al microscopio, si se ven puntos negros, es que se ha
tefido la peroxidasa, lo que significa que la muestra es

positiva a ese Ac.).

102



4.- PACIENTES, MATERIAL Y METODOS

Paso 17: Contratefiimos con Hematoxilina de Mayers (Fig 12).

Figura 12. Primero contratefiimos y luego lavamos

Paso 18: Lo dejamos 10 minutos en Agua corriente.

Paso 19: Lo deshidratamos (mediante alcoholes crecientes).

Paso 20: Lo aclaramos (mediante un disolvente) (Fig. 13).

Figura 13
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Paso 21: Lo pegamos (mediante un pegamento) (Figs.14 y 15).

Figuras 14y 15

Estos dos udltimos pasos es lo que se denomina “ACLARAR Y
MONTAR”

Paso 22: Se deja secar durante 24 horas (Fig 16).

Figura 16
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e. Analisis estadistico:

El analisis estadistico de los datos se realizd con el programa SPSS 17.0

para Windows.

Los métodos estadisticos utilizados fueron los siguientes (SPSS, 2007):

Estadistica  descriptiva de las variables cuantitativas
(procedimiento DESCRIPTIVE) para la descripcion de las muestras:
media, desviacidn estdndar, maximo, minimo, mediana,
desviacion estandar de la media, etc (155-157),

Estadistica descriptiva de las variables cualitativas (procedimiento
FREQUENCIES), con la obtencion de frecuencias y porcentajes de
las categorias55-157),

Tablas de contingencia para la relacibn entre variables
cualitativas (procedimiento CROSSTABS). Test de la chi cuadrado
(x?) para contrastar la independencia o influencia entre dos
variables cualitativas, donde se emplea el test de la chi cuadrado
de Pearson con informacion en cada casilla de la tabla de

contingencia del porcentaje en fila@55-157),
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5.- RESULTADOS

5.1 Analisis descriptivo

= Edad

Obtuvimos los siguientes resultados:

La edad media fue de 59’15 afios. Dentro de un rango de 28 a 91

afos. La distribucion de los rangos la observamos en el gréafico 2.

m25-42 W43-60 m61-77 m78-95

Grafico 2: andlisis descriptivo de la edad

= Sexo

De los 30 casos seleccionados, 25 fueron hombres y 5 mujeres.
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= Motivo de ingreso
El dolor a la deglucion fue el motivo de ingreso mas frecuente
(Grafico3).

® Dolora ladeglucién

m Ulcera

= Tumoracion

Grafico 3: analisis descriptivo del motivo de ingreso

» Localizacion
La lengua fue la zona de localizacion de la lesion mas frecuente

(Grafico 4)

70%

60%
H Lengua

50%

H Suelode laboca
40%

y .
30% ® Trigono retromolar

20%

B Region yugal
10%

Grafico 4: andlisis descriptivo de la localizacion
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= Tamano

El tamafno medio de las lesiones de los 30 casos fue de 2,21cm

(Grafico 5)

30 - E<]1 cm
25 - H]l~2cm
20 - m2~3cm
15 - E3~4cm
10 1 m4~5cm
57 E>5 cm
0 .
Grafico 5: analisis descriptivo del tamarfo
= Factores

La mayor parte de los casos se trataba de pacientes fumadores y

bebedores (Grafico 6).

m Fumador mBebedor = Fumador+Bebedor = NiFumaniBebe

Grafico 6: analisis descriptivo de los factores
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» Estadio
El estadio que presento un mayor numero de casos fue TINOMO
(Grafico 7).

ETINOMO ETZNOMO u T3MONO ET3MI1INO

35%

30%

25%

20%

15%

10%

|~
jpa—
L—
—
L
e

5%

0%

Grafico 7: analisis descriptivo de los diferentes estadios

» Tratamiento
La reseccion quirdrgica fue el tratamiento de elecciébn en la

mayoria de los casos (Grafico 8).

m Reseccion quirtirgica mRadioterapia = Quimioterapia

Grafico 8: analisis descriptivo de las distintas opciones terapéuticas
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= Evolucion
Los resultados fueron similares en los pacientes que presentaron

recidiva y los que no (grafico 9).

H Sinrecidiva ® Conrecidiva M Conrecidivay metastasis

Grafico 9: analisis descriptivo de la evoluciéon

5.2 Estadistica analitica

A) Asociaciones entre la expresion de las 4 proteinas de nuestro
estudio, P-53 (Fig 17-20), Caspasa3 (Fig 21-29), Bcl2 (30-35) y Ki67
(36-40) en el epitelio tumoral frente al epitelio no tumoral
adyacente (Tabla 3-6). Podemos observar como la expresion de
las proteinas en el epitelio tumoral presentaba una asociacion
estadisticamente significativa frente a la expresion en el epitelio

no tumoral, excepto para ki-67.
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Tabla 3. Asociacion entre la expresion de p53 en el epitelio tumoral y en
el epitelio no tumoral adyacente al tumor (n=40)

p53 ENTA
No hay . .
p53 en tumor epitelio Neg?two P05|0t|vo p
(%) n(%) n(%)
Negativo 1(7.7) 11(84.6) 1(7.7) p=0.035
I 1(25.0) 3(75.0) 0
N+ 1+ 1V 5(25.0) 7(35.0) 8(40.0)
I+ 1l nucleary 2(66.7) 1(33.3) 0

citoplasmatico

Tabla 4. Asociacion entre la expresiOn de caspasa3 en el epitelio
tumoral y en el epitelio no tumoral adyacente al tumor (n=28)
Caspasa3 ENTA

Caspasa3 en Ssi tr;?g Negativo Positivo o
0, 0,
tumor (%) n(%) n(%)
0-25% 7(31.8) 15(68.2) 0(0) p=0.016
>25% 2(33.3) 2(33.3) 2(33.3)

Tabla 5. Asociacion entre la expresion de Bcl2 en el epitelio tumoral y
en el epitelio no tumoral adyacente al tumor (n=28)

Bcl2 ENTA
NO. ha_ty Negativo Positivo
Bcl2 en tumor epitelio n(%) n(%) p
n(%) ’ ’
0-25% 5(16.1) 26(83.9) 0(0) p=0.001
>25% 4(40) 2(20) 4(40)

Tabla 6. Asociacion entre la expresion de Ki67 en el epitelio tumoral y
en el epitelio no tumoral adyacente al tumor (n=27)

Ki67 ENTA
: No hay epitelio Negativo Positivo
Ki67 en tumor n(%) n(%) n(%) p
0-25% 2(18.2) 3(27.3) 6(54.5) NS
>25% 7(43.8) 1(6.3) 8(50)

NS: No existe asociacion estadisticamente significativa
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B) Asociaciones entre la expresion de las 4 proteinas de nuestro
estudio (P-53, Caspasa3, Bcl2 y Ki67) en el epitelio tumoral frente
al epitelio infiltrado inflamatorio (Tablas 7-9). Observamos como
no existieron asociaciones estadisticamente significativas entre la
expresion de las proteinas en el epitelio tumoral frente a la
expresion de las proteinas en el infiltrado inflamatorio, excepto

para ki-67.

Tabla 7. Asociacion entre la expresion de caspasa3 en el epitelio
tumoral y en el infiltrado inflamatorio (n=84)

Caspasas en infiltrado
inflamatorio
Caspasa3 en tumor 0-25% >25% p
n(%) n(%)
0-25% 18(28.6) 45(71.4) NS
>25% 6(28.6) 15(71.4)

NS: No existe asociacion estadisticamente significativa

Tabla 8. Asociacion entre la expresion de Bcl2 en el epitelio tumoral y
en el infiltrado inflamatorio (n=81)

Bcl2 en infiltrado inflamatorio

Bcl2 en tumor 0-25% =25% p
n(%) n(%)
0-25% 27(47.4) 30(52.6) s
>25% 6(25) 18(75)

NS: No existe asociacion estadisticamente significativa

Tabla 9. Asociacion entre la expresion de Ki67 en el epitelio tumoral y
en el infiltrado inflamatorio (n=81)

Ki67 en infiltrado inflamatorio

: 0-25% >25%
Ki67 en tumor n(%) n(%) P
0-25% 24(80) 6(20) p=0.01
>25% 21(41.2) 30(58.8)
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C) Asociaciones entre la expresion de las 4 proteinas de nuestro
estudio (P-53, Caspasa3, Bcl2 y Ki67) en los epitelios tumorales
entre si (Tablas 10-15). Unicamente existia una asociacion
estadisticamente significativa entre la expresion de p53 y ki-67 en

los epitelios tumorales.

Tabla 10. Asociacion entre la expresion de p53 y de caspasa3 en el
epitelio tumoral (n=28)

Caspasa3 en tumor

0-25% >25%

P53 en tumor n(%) n(%) p
Negativo 8(88.9) 1(11.1) NS
| 3(75) 1(25)

I+l nuclear y citoplasmatico 8(61.5) 5(38.5)
\Y/ 2(100) 0(0)

NS: No existe asociacion estadisticamente significativa

Tabla 11. Asociacion entre la expresion de p53y de Bcl2 en el epitelio
tumoral (n=29)

Bcl2 en tumor

0-25% >25%

P53 en tumor n(%) n(%) p
Negativo 8(88.9) 1(11.1) NS
| 3(75) 1(25)

I+l nuclear y citoplasmatico 9(69.2) 4(30.8)
\Y 1(33.3) 2(66.7)

NS: No existe asociacion estadisticamente significativa

Tabla 12. Asociacion entre la expresion de p53 y de Ki67 en el epitelio
tumoral (n=28)

Ki67 en tumor

0-25% >25%

P53 en tumor n(%) n(%) p
Negativo 7(77.8) 2(22.2) p=0.007
| 2(66.7) 1(33.3)

I+l nuclear y citoplasmatico 1(7.7) 12(92.3)
\Y/ 1(33.3) 2(66.7)
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Tabla 13. Asociacion entre la expresion de caspasa3 y de Bcl2 en el
epitelio tumoral (n=28)

Bcl2 en tumor

Caspasa3d en tumor 0-25% =25% p
n(%) n(%)
0-25% 17(81) 4(19) NS
>25% 4(57.1) 3(42.9)

NS: No existe asociacion estadisticamente significativa

Tabla 14. Asociacion entre la expresion de caspasa3y de Ki67 en el
epitelio tumoral (n=27)

Ki67 en tumor

Caspasa3 en tumor 0-25% Z25% p
n(%) n(%)
0-25% 10(47.6) 11(52.4) NS
>25% 1(17.6) 5(83.3)

NS: No existe asociacion estadisticamente significativa

Tabla 15. Asociacion entre la expresion de Bcl2 y de Ki67 en el epitelio
tumoral (n=28)

Ki67 en tumor

Bcl2 en tumor 0-25% =25% p
n(%) n(%)

0-25% 9(45) 11(55) NS
>25% 2(25) 6(75)

NS: No existe asociacion estadisticamente significativa

D) Asociaciones entre la expresion de las 4 proteinas de nuestro
estudio (P-53, Caspasa3, Bcl2 y Ki67) en los epitelios no tumorales
adyacentes entre si (Tablas 16-21). Todas las asociaciones fueron
estadisticamente significativas, especialmente importante la
asociacion entre p53 y ki-67, y la de caspasa3 y ki-67 en los

epitelios no tumorales adyacentes al tumor.
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Tabla 16. Asociacion entre la expresion de p53 y de caspasa3 en el
epitelio no tumoral adyacente al tumor (n=27)

caspasa3 ENTA

NO. ha_ty Negativo Positivo
p53 ENTA egl(t(%lo n(%) n(%) p
No 8(100) 0(0) 0(0) p=0.000
Negativo 1(7.1) 11(78.6) 2(14.3)
Positivo 0(0) 5(100.0) 0(0)

Tabla 17. Asociacion entre la expresion de p53 y de Bcl2 en el epitelio
no tumoral adyacente al tumor (n=40)

Bcl2 ENTA
53 ENTA Soi :jg Negativo Positivo
P 'z o) n(%) n(%) P
No 9(100) 0(0) 0(0) p=0.000
Negativo 0(0) 19(86.4) 3(13.6)
Positivo 0(0) 8(88.9) 1(11.1)

Tabla 18. Asociacion entre la expresion de p53 y de Ki67 en el epitelio
no tumoral adyacente al tumor (n=28)

Ki67 ENTA
No hay : .
o Negativo Positivo
p53 ENTA epitelio 0 0 p
n(%) n(%) n(%)

No 8(88.9) 0(0) 1(11.2) p=0.000
Negativo 1(6.7) 5(33.3) 9(60.0)
Positivo 0(0) 0(0) 4(100)

Tabla 19. Asociacion entre la expresion de Caspasa3 y de Bcl2 en el
epitelio no tumoral adyacente al tumor (n=27)

Bcl2 ENTA
Caspasa3 Zpoi tﬁg Negativo Positivo b
0 0,
ENTA (%) n(%) n(%)
No 8(88.9) 1(11.1) 0(0) p=0.000
Negativo 0(0) 15(93.8) 1(6.3)
Positivo 0(0) 0(0) 2(100)
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Tabla 20. Asociacion entre la expresion de Caspasa3 y de Ki67 en el
epitelio no tumoral adyacente al tumor (n=21)

Ki67 ENTA
Caspasa3 Ssi trjilg Negativo Positivo b
0 0
ENTA (%) n(%) n(%)
No 7(77.8) 1(11.1) 1(11.1) p=0.020
Negativo 1(9.1) 4(36.4) 6(54.5)
Positivo 0(0) 0(0) 1(100)

Tabla 21. Asociacion entre la expresion de Bcl2 y de Ki67 en el epitelio
no tumoral adyacente al tumor (n=28)

Ki67 ENTA
No hay Negativo Positivo
Bcl2 ENTA epitelio (%) n(%) p
n(%)
No 8(88.9) 0(0) 1(11.1) p=0.000
Negativo 1(5.6) 5(27.8) 12(67.6)
Positivo 0(0) 0(0) 1(100)

E) Asociaciones entre la expresion de las 4 proteinas de nuestro
estudio (P-53, Caspasa3, Bcl2 y Ki67) en los epitelios tumorales
con el estadiaje (Tablas 22-26). Se observa como las cuatro
proteinas se asociaron de una forma estadisticamente

significativa con el estadiaje.

Tabla 22. Asociacién entre el Estadiaje y la expresidon de p53 en el
epitelio tumoral (n=87)

P53 en Tumor

+
diai Negativo I i Nltljlcle”;r

Estadiaje n(%) n(%) l; y citoplas P
n(%) n(%)

TINOMO 12(36.4) 3(9.1) 18(54.5) 0(0) p=0.000

T2NOMO 3(11.2) 6(22.2) 15(55.6) 3(11.2)

T2N1MO 3(100) 0(0) 0(0) 0(0)

T3NOMO 6(66.7) 0(0) 3(33.3) 0(0)

T3N1IMO 3(33.3) 3(33.3) 0(0) 3(33.3)

TANIMO 0(0) 0(0) 3(50) 3(50)
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Tabla 23. Asociacion entre el Estadiaje y la expresion de Caspasa3 en el
epitelio tumoral(n=84)

Caspasa3 en tumor

Estadiaje 0-25% =25% p
n(%) n(%)
TINOMO 24(72.7) 9(27.3) p=0.019
T2NOMO 15(55.6) 12(44.4)
T2NIMO 3(100) 0(0)
T3NOMO 9(100) 0(0)
T3N1MO 6(100) 0(0)
TANIMO 6(100) 0(0)

Tabla 24. Asociacion entre el Estadiaje y la expresion de Bcl2 en el
epitelio tumoral(n=87)

Bcl2 en tumor

Estadiaje 0-25% =25% p
n(%) n(%)
TINOMO 18(54.5) 15(45.5) p=0.010
T2NOMO 24(88.9) 3(11.1)
T2N1MO 3(100) 0(0)
T3NOMO 9(100) 0(0)
T3N1MO 6(66.7) 3(33.3)
TANIMO 3(50) 3(50)

Tabla 25.Asociacion entre el Estadiaje y la expresion de Ki67 en el
epitelio tumoral(n=84)

Ki67 en tumor

Estadiaje 0-25% =25% p
n(%) n(%)
TINOMO 9(27.3) 24(72.7) p=0.000
T2NOMO 6(25) 18(75)
T2N1IMO 3(100) 0(0)
T3NOMO 9(100) 0(0)
T3NIMO 3(33.3) 6(66.7)
TANIMO 3(50) 3(50)

F) Asociaciones entre la expresion de las 4 proteinas de nuestro
estudio (P-53, Caspasa3, Bcl2 y Ki67) en los epitelios tumorales
con la evolucion (Tablas 26-29). Las cuatro proteinas se asociaron

de una forma estadisticamente significativa con la evolucion.
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Tabla 26. Asociacion entre la Evolucion y la expresion de p53 en el
epitelio tumoral (n=87)

P53 en tumor

| I+ 11+ e+l

Evolucion Negativo I \/ Ngclear o
n(%) n(%) (%) y citoplas
n(%)

Sin 12(23.5) 6(11.8) 30(58.8) 3(5.9) p=0.007
Recidiva 0(0) 0(0) 3(100) 0(0)
Alta 15(45.5) 6(18.2) 6(18.2) 6(18.2)
Felecia

Tabla 27. Asociacion entre la Evolucion y la expresion de Caspasa3 en
el epitelio tumoral (n=84)

Caspasa3 en tumor

Evolucién 0-25% =25% P
n(%) n(%)
Sin Recidiva 30(58.8) 21(41.2) p=0.000
Alta 3(100) 0(0)
Fallecio 30(100) 0(0)

Tabla 28. Asociacion entre la Evolucion y la expresion de Bcl2 en el
epitelio tumoral (n=82)

Bcl2 en tumor

Evolucién 0-25% >25% p
n(%) n(%)
Sin Recidiva 42(82.4) 9(17.6) p=0.003
Alta 0(0) 3(100)
Fallecié 21(63.6) 12(36.4)

Tabla 29. Asociacion entre la Evolucion y la expresion de Ki67 en el
epitelio tumoral (n=84)

Ki67 en tumor

Evoluciéon 0-25% =25% p
n(%) n(%)
Sin Recidiva 15(31.3) 33(68.8) p=0.040
Alta 0(0) 3(100)
Fallecié 18(54.5) 15(45.5)
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G) Asociaciones entre la expresion de las 4 proteinas de nuestro
estudio (P-53, Caspasa3, Bcl2 y Ki67) en los epitelios tumorales
con el grado de diferenciacion (Tablas 30-33). Las cuatro
proteinas se asociaron de una forma estadisticamente

significativa con el grado de diferenciacion.

Tabla 30. Asociacion entre el grado de diferenciacion y la expresion de p53
en el epitelio tumoral (N=78)

P53 en tumor

=+ 1

Grado de Negativo | [+ N“‘;'ear o
i i Te 0, 0, 0,
diferenciacion n(%) n(%) n(%) citoplas
n(%)

Poco diferenciado 0(0) 0(0) 18(100) 0(0) p=0.000
Moderadamente dif 12(57.1) 0(0) 6(28.6) 3(14.3)
Bien diferenciado 12(36.4) 9(27.3) 12(36.4) 0(0)
Basaloide 0(0) 0(0) 3(50) 3(50)

Tabla 31. Asociacion entre el grado de diferenciacion y la expresion de
caspasa3 en el epitelio tumoral (n=75)

Caspasa3 en tumor

Grado de 0-25% >25%
diferenciacion n(%) n(%) P
Poco diferenciado 12(66.7) 6(33.3) p=0.000
Moderadamente dif 21(100) 0(0)
Bien diferenciado 27(81.8) 6(18.2)
Basaloide 0(0) 3(100)
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Tabla 32. Asociacion entre el grado de diferenciacion y la expresion de
Bcl2 en el epitelio tumoral (n=78)

Bcl2 en tumor

Grado de 0-25% >25%
diferenciacion n(%) n(%) P
Poco diferenciado 12(66.7) 6(33.3) p=0.000
Moderadamente dif 15(71.4) 6(28.6)
Bien diferenciado 30(90.9) 3(9.1)
Basaloide 0(0) 6(100)

Tabla 33. Asociacion entre el grado de diferenciacion y la expresion de
Ki67 en el epitelio tumoral (n=78)

Ki67 en tumor

Grado de 0-25% >25%
diferenciacion n(%) n(%) b
Poco diferenciado 0(0) 18(100) p=0.000
Moderadamente dif 9(42.9) 12(57.1)
Bien diferenciado 21(63.6) 12(36.4)
Basaloide 0(0) 6(100)

H) Asociaciones entre la expresidon de las 4 proteinas de nuestro
estudio (P-53, Caspasa3, Bcl2 y Ki67) en los epitelios adyacentes
no tumorales con el estadiaje (Tablas 34-37). No encontramos
ninguna asociacion estadisticamente significativa entre las
cuatro proteinas del estudio y el estadiaje en el epitelio no

tumoral adyacente al tumor.

Tabla 34. Asociacion entre el Estadiaje y la expresion de p53 en el
epitelio no tumoral adyacente al tumor (n=40)

P53 ENTA
No hay : .
. o Negativo Positivo
Estadiaje epitelio (%) n(%) p
n(%)
TINOMO 5(38.5) 7(53.8) 1(7.7) NS
T2NOMO 3(25) 3(25) 6(50)
T2N1MO 0(0) 1(100) 0(0)
T3NOMO 0(0) 6(85.7) 1(14.3)
T3N1MO 0(0) 3(100) 0(0)
TAN1IMO 1(25) 2(50) 1(25)

NS: No existe asociacion estadisticamente significativa
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Tabla 35. Asociacion entre el Estadiaje y la expresion de Caspasa3 en el
epitelio no tumoral adyacente al tumor (n=28)

Caspasa3 ENTA

. No hay epitelio Negativo Positivo

Estadiaje (%) (%) (%) p
TINOMO 5(50) 3(30) 2(20) NS
T2NOMO 3(33.3) 6(66.7) 0(0)
T2N1MO 0(0) 1(100) 0(0)
T3NOMO 0(0) 6(100) 0(0)
T3N1MO 0(0) 1(100) 0(0)
TAN1IMO 1(100) 0(0) 0(0)

NS: No existe asociacion estadisticamente significativa

Tabla 36. Asociacion entre el Estadiaje y la expresion de Bcl2 en el
epitelio no tumoral adyacente al tumor (n=41)

Bcl2 ENTA

No hay Negativo Positivo

Estadiaje epitelio (%) (%) p

n(%)

TINOMO 5(38.5) 4(30.8) 4(30.8) NS
T2NOMO 3(23.1) 10(76.9) 0(0)
T2N1MO 0(0) 1(100) 0(0)
T3NOMO 0(0) 7(100) 0(0)
T3N1MO 0(0) 3(100) 0(0)
TAN1IMO 1(25) 3(75) 0(0)

NS: No existe asociacion estadisticamente significativa

Tabla 37. Asociacion entre el Estadiaje y la expresion de Ki67 en el
epitelio no tumoral adyacente al tumor (n=28)

Ki67 ENTA

_ No hay epitelio Negativo Positivo
Estadiaje n(%) n(%) n(%) p
TINOMO 5(50) 2(20) 3(30) NS

T2NOMO 3(33.3) 2(22.2) 4(44.4)

T2N1MO 0(0) 0(0) 1(100)

T3NOMO 0(0) 1(33.3) 2(66.7)

T3N1MO 0(0) 0(0) 3(100)

TAN1IMO 1(50) 0(0) 1(50)

NS: No existe asociacion estadisticamente significativa
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) Asociaciones entre la expresion de las 4 proteinas de nuestro
estudio (P-53, Caspasa3, Bcl2 y Ki67) en los epitelios adyacentes
no tumorales con la evolucion (Tablas 38-41). No obtuvimos
ninguna asociacion estadisticamente significativa entre las
cuatro proteinas del estudio con la evolucidn en el epitelio no

tumoral adyacente al tumor.

Tabla 38. Asociacion entre la Evolucion y la expresion de p53 en el
epitelio no tumoral adyacente al tumor (n=40)

P53 ENTA
0, 0,
n(%) n(%) n(%)
Sin Recidiva 6(27.3) 10(45.5) 6(27.3) NS
Alta 1(100) 0(0) 0(0)
Fallecio 2(11.8) 12(70.6) 3(17.6)

NS: No existe asociacion estadisticamente significativa

Tabla 39. Asociacion entre la Evolucion y la expresion de Caspasa3 en
el epitelio no tumoral adyacente al tumor (n=28)

Caspasa3 ENTA

Evolucion No hay epitelio Negativo Positivo b
n(%) n(%) n(%)
Sin Recidiva 6(33.3) 10(55.6) 2(11.2) NS
Alta 1(100) 0(0) 0(0)
Fallecio 2(22.2) 7(77.8) 0(0)

NS: No existe asociacion estadisticamente significativa

Tabla 40. Asociacion entre la Evolucion y la expresion de Bcl2 en el
epitelio no tumoral adyacente al tumor (n=41)

Bcl2 ENTA
- No hay epitelio Negativo Positivo
Evolucion n(%) (%) n(%) p
Sin Recidiva 6(26.1) 15(65.2) 2(8.7) NS
Alta 1(100) 0(0) 0(0)
Fallecio 2(11.8) 13(76.5) 2(11.8)

NS: No existe asociacion estadisticamente significativa
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Tabla 41. Asociacion entre la Evolucion y la expresion de Ki67 en el
epitelio no tumoral adyacente al tumor (n=28)

Ki67 ENTA
Evoluciéon SSitr(]aTilg Negativo Positivo p
0 0
(%) n(%) n(%)
Sin Recidiva 7(38.9) 5(27.8) 6(33.3) NS
Alta 0(0) 0(0) 1(100)
Fallecio 2(22.2) 0(0) 7(77.8)

NS: No existe asociacion estadisticamente significativa

J) Asociaciones entre la expresidon de las 4 proteinas de nuestro
estudio (P-53, Caspasa3, Bcl2 y Ki67) en los epitelios adyacentes
no tumorales con el grado de diferenciacion (Tablas 42-45). No
se encontrd ninguna asociacion estadisticamente significativa
entre el grado de diferenciacion y las cuatro proteinas del

estudio en el epitelio no tumoral adyacente al tumor.

Tabla 42. Asociacion entre el grado de diferenciacion y la expresion de
p53 en el epitelio no tumoral adyacente al tumor (n=36)

P53 ENTA
No hay . .
Grado de diferenciacion epitelio Ner?(zoa/t(gvo P(rj]s(lot/l)\)/o
n(%)
Poco diferenciado 3(42.9) 3(42.9) 1(14.3) NS
Moderadamente dif. 2(20) 6(60) 2(20)
Bien diferenciado 2(11.8) 9(52.9) 6(35.3)
Basaloide 1(50) 1(50) 0(0)

NS: No existe asociacion estadisticamente significativa

Tabla 43. Asociacion entre el grado de diferenciacion y la expresion de
Caspasa3 en el epitelio no tumoral adyacente al tumor (n=24)
Caspasa3 ENTA

Grado de diferenciacion No h6:1>/(()/e0;0|tel|o Ner?(z;;[;vo p
Poco diferenciado 2(66.7) 1(33.3) NS
Moderadamente dif. 2(40) 3(60)
Bien diferenciado 3(20) 12(80)
Basaloide 1(100) 0(0)

NS: No existe asociacion estadisticamente significativa
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Tabla 44. Asociacion entre el grado de diferenciacion y la expresion de
Bcl2 en el epitelio no tumoral adyacente al tumor (n=37)

Bcl2 ENTA

No hay Negativo Positivo

Grado de diferenciacion epitelio (%) n(%) p
n(%)

Poco diferenciado 3(37.5) 5(62.5) 0(0) NS
Moderadamente dif. 2(20) 6(60) 2(20)
Bien diferenciado 2(11.8) 15(88.2) 0(0)
Basaloide 1(50) 1(50) 0(0)

NS: No existe asociacion estadisticamente significativa

Tabla 45. Asociacion entre el grado de diferenciacion y la expresidon de
Ki67 en el epitelio no tumoral adyacente al tumor (n=25)

Bcl2 ENTA
Grado de Sgi the(rlzilg Negativo Positivo
i i Te 0, 0,
diferenciacion n(%) n(%) n(%)

Poco diferenciado 2(33.3) 1(16.7) 3(50) NS
Moderadamente dif. 3(50) 0(0) 3(50)
Bien diferenciado 2(18.2) 3(27.3) 6(54.5)
Basaloide 1(50) 0(0) 1(50)

NS: No existe asociacion estadisticamente significativa

5.3 Iconografia

Presentamos las imagenes mas representativas de los resultados

expuestos anteriormente, clasificadas por el tipo de proteina.
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5.3.1 Expresion de la proteina p53

Figura 17. Expresidon de p53 en el ENTA al carcinoma invasivo y
en el tejido tumoral. Se evidencia una positividad basal y

parabasal en el epitelio junto a una marcada positividad.

Figura 18. Expresidon de p53 en el ENTA al tumor. En un punto

concreto del epitelio se inicia la expresidn de la proteina.
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Figura 19. Marcada expresidon de p53 en el tejido tumoral.

W L 3 ;.
'fﬁ%‘ SOARCR N
75 #’ Al
& -
b : t
>R

Figura 20. Expresion de p53 en el ENTA cercano al punto de
invasion. Se observa la aparicion de expresion positiva en la

zoha cercana a la invasion.
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5.3.2 Expresion de la proteina caspasa-3

Figuras 21, 22. Expresion linfocitaria de caspasa-3 con

negatividad en células tumorales.

o

Figura 23. Expresion negativa de caspasa-3 en ENTA al

carcinoma.
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Figura 24. Discreta positividad de caspasa-3 en tejido tumoral

con expresion en linfocitos infiltrantes.

Figura 25. Intensa expresion de caspasa-3 en tejido tumoral.
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Figura 26. Algunas células tumorales expresan intensamente

caspasa-3.
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Figura 27, 28, 29. Cordones infiltrantes de células tumorales

expresando caspasa-3.
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5.3.3 Expresion de la proteina Bcl-2
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Figura 30. Expresion de Bcl-2 en nidos tumorales bien
diferenciados especialmente localizados en la zona periférica

del nido.
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Figura 31, 32.
diferenciados especialmente localizados en la zona periférica

del nido. Algunas zonas del tumor son negativas.
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Figura 34. Expresion leve de Bcl-2 en ENTA adyacente a un

carcinoma: También aparecen algunas areas de negatividad.

Figura 35. Intensa expresion de Bcl-2 en tejido tumoral.
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5.3.4 Expresion de la proteina Ki-67

Figuras 36,

tumoral.
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37, 38. Marcada expresion de Ki-67 en tejido
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Figura 39. Expresion basal y parabasal de Ki-67 en ENTA a un
carcinoma junto a la expresion periférica de ki-67 en un nido

tumoral bien diferenciado.

Figura 40. Expresion basal y parabasal de Ki-67 en ENTA a un

carcinoma.

134



ESTUDIO DE LOS REGULADORES DEL CICLO CELULAR ASOCIADOS AL DESARROLLO DE
CANCER ORAL EN UNA MUESTRA DE LA PROVINCIA DE ALAVA

6.-DISCUSION
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Nuestros datos ponen de manifiesto que la expresion de proteina p53
aparecio con mas frecuencia en el epitelio no tumoral adyacente al
tumor (ENTA) de tumores p53 positivo que en el ENTA de tumores p53
negativos. Ello tiene varias consecuencias importantes. Si consideramos
que la expresidon inmunohistoquimica (IMH) de p53 puede considerarse
COMmMO un mecanismo que marca trastornos importantes en el sistema de
control mediado por esta proteina, la sobreexpresion de p53 podria
indicar un mecanismo precoz de escape de la célula en vias de
transformacién maligna al control ejercido por p53. Asi una importante
produccién de proteina p53 incapaz de detener el ciclo celular para la
reparacion del ADN o inducir apoptosis, podria estar produciéndose en
una célula genéticamente alterada. En este sentido se ha demostrado
gue los oncogenes de clase MDM, especificamente el oncogén MDM2
y MDM4, inhiben al gen TP53 en ausencia de mutacion de TP53(58), |o
gue puede justificar la falta de funcién de este gen en ausencia de

trastornos genéticos o de la proteina p53.

Sin embargo, la mutacioén de p53 es uno de los trastornos genéticos mas
frecuentes en la tumorogénesis, encontrandose el gen
permanentemente mutado en carcinoma oral de células
escamosas®®), Asi la observacion en nuestro estudio de una mayor
expresion de p53 en los ENTA de carcinomas también + para p53,
induce a pensar que nos encontramos ante un evento precoz en la

carcinogénesis de cavidad oral (160),

Algunos estudios han demostrado que la deteccion de p53 por IMH, sola
0 en combinacion con otros marcadores parece estar asociada con
mayor riesgo de progresion maligna@61-166). Un metandlisis concluybé que

el 47% de las lesiones premalignas expresaban p53167) pero las

136



6.- DISCUSION

conclusiones sobre el papel de p53 no estan claras debido a la

incapacidad de distinguir por IMH las isoformas funcionales.

Las ventajas de la IMH se basan en la demostracion directa de la
relacion especial de las células que tienen una expresion alterada de la
proteina p53, lo cual es especialmente importante en el estudio de
expansion clonal de poblaciones celulares alteradas durante la

tumorogénesis multipaso.

Por otra parte, algunos autores(68) han demostrado un incremento del
numero de células p53+ en epitelios displasicos en comparacion con
epitelios no displasicos y controles asi como una tendencia a
incrementar el indice de marcaje a medida que se incrementa el
grado de displasia. Este trabajo refuerza la idea de que la alteracion de
la expresidn p53 parece estar involucrada en el estado preinvasivo de la
carcinogénesis oral, lo que estd en concordancia con la observacion

de nuestro estudio.

En nuestra opinidn, la sobreexpresion de p53 en un ENTA que acompafa
a un carcinoma p53+ indica que el sistema ha sido incapaz de controlar

la progresion de precancer a un estadio invasivo normal.

Las implicaciones de la alteracion del funcionamiento de p53 en el
proceso multipaso de eventos oncogénicos moleculares que
acontecen en la carcinogénesis oral se evidencian también en nuestro
estudio por la estrecha asociacion estadistica observada entre la
expresion de p53 y Ki-67 en el ENTA a carcinomas orales. Las
alteraciones moleculares que acontecen en un epitelio no tumoral que
se encuentra en el camino de la transformacién implican en lineas

generales una pérdida del control del ciclo celular por inactivacion de
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genes supresores tumorales como p53 o por activacion de oncogenes
promotores de la proliferacion celular como el oncogén ciclina D169,
Por cualquiera de estas vias, las células que estan en el camino de la
transformacion maligna incrementan su tasa de proliferacion celular
generando clones de células no invasivas aunque mas proliferativas que
las células que no sufren alteraciones genéticas. Estas ganancias
proliferativas en clones celulares genéticamente alterado los hace mas
susceptibles de adquirir eventos oncogénicos, mutaciones tardias, que
doten a las células finalmente de capacidad invasiva. Nuestro hallazgo
de una asociacion entre la expresion IMH de p53 y Ki-67 en el ENTA a un
carcinoma indica que el fendmeno de pérdida de control de p53 esta
igado a un incremento de la tasa de proliferaciéon. Sin Embargo, no
podemos establecer si la ganancia proliferativa es secundaria a la
alteracion de p53, o por el contrario, es la ganancia proliferativa
primaria la que hace a las células mas susceptibles a alteraciones
oncogeénicas sumatorias entre las que se encuentran las mutaciones de
p53. En el modelo multipaso para carcinogénesis oral propuesto por
Lippman et all89 |las detecciones en los loci 3p y 9p que inactivan los
genes supresores pl6 y pl4, y la amplificacion de 11g que produce una
sobreexpresion del oncogén ciclina D1, se ubican como eventos muy
precoz que condicionan un incremento de la tasa de proliferacion con
inestabilidad gendmica. Por el contrario las alteraciones de 17p con
mutacion del gen p53 son eventos oncogénicos que ocurren en el
estadio final de progresidon desde la displasia al carcinoma invasivo. En
este sentido por tanto, podria pensarse que el incremento proliferativo
precozmente adquirido por las alteraciones en 3p, 9p y 11q, facilitaria la
adquisicion de nuevos eventos, como mutaciones de p53, que serian de
gran trascendencia para la adquisicion de capacidad invasiva. Esta
idea también esta soportada en nuestro estudio por las asociaciones

estadisticas observadas entre la expresion de caspasa-3 y Ki-67. Nosotros
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observamos que la mayoria de los ENTA a carcinomas orales de células
escamosas caspasa 3 negativos, eran Kl-67 + (6 casos; 54.5%) (p=0.020).
Asi la ausencia de desarrollo de fendmenos apoptoticos en células con
alteraciones en la expresion de genes supresores tumorales, posibilita
gue estas alteraciones se traduzcan en un incremento de su tasa de

proliferacion celular.

Esta alteracion tardia de p53 en fases muy cercanas a la invasion se ha
postulado también por otros investigadores. En este sentido McGregor et
all79) comunicaron que entre las caracteristicas fenotipicas vy
moleculares mas importantes que acontecen muy proximas a la
invasion se encuentran la sobreexpresion de EGFR (receptor de factor
de crecimiento epidérmico) y la adquisicion de propiedades invasivas.
El incremento de la expresion de EGFR se ha documentado en displasias
severas pero no en displasias leves adyacentes a carcinomas invasivos
de cabeza y cuello@), De forma interesante la sobreexpresion de EGFR,
gue parece ser importante en estadios previos cercanos a la invasion,
puede ser corregida in vitro mediante la restauracion de una proteina
p53 de tipo salvaje normofuncionante en una linea celular de
carcinoma de cabeza y cuello72), Sin embargo la sobre expresion del
producto del oncogén ciclina D1 no se altera en fases cercanas a la
invasion. Estos datos hacen pensar que los efectos del estimulo de la
proliferacion y adquisicion de capacidad invasiva mediados por EGFR
probablemente se vean favorecidos por la presencia de una proteina
p53 no funcionante, bien por mutacion del gen o por inactivacion de la
proteina, constituyendo esto un evento oncogénico tardio en fases
cercanas a la invasion. Si se tiene en consideracion esta reflexion y
como consecuencia de lo propuesto por Lippman et al89, en nuestra
opinién la sobreexpresion de p53 en un epitelio precanceroso indicaria

un estadio cercano a la adquisicion de capacidad invasiva.
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Los resultados de nuestro estudio también demuestran relaciones
interesantes entre la expresion de p53 y las proteinas que intervienen en
la regulacion de la apoptosis, caspasa-3 y Bcl-2. Destaca la escasa
frecuencia con la que se observé apoptosis medida por caspasa-3 en
células de ENTA a carcinomas orales, lo que indica que el fendmeno de
la muerte por apoptosis aparece bloqueado o inhibido en epitelios que
se encuentran en el camino franco de la transformacion maligna. Las
células neoplasicas han demostrado que exhiben una supervivencia
incrementada y resistencia a la apoptosis@73174) y en este sentido,
nuestros resultados indican que esta resistencia a la apoptosis es un
mecanismo oncogénico adquirido precozmente en el cancer oral.
Nosotros hemos observado que la mayoria de los ENTA p53- eran
también negativos para caspasa3, y que todos los ENTA p53+ eran
caspasa3-. En nuestra opinidon estos resultados indican que la
sobreexpresion IMH de p53 en el ENTA a carcinoma oral de células
escamosas revela la existencia de una proteina p53 mutada o la
existencia de mecanismos de escape a las acciones inductoras de

apoptosis ligadas a p53.

Nuestros resultados en relacion a la expresion de Bcl-2 en el ENTA
asociado a carcinoma oral de células escamosas indican una escasa
frecuencia de activacion de esta proteina antiapoptotica en
oncogeénesis oral; ademas, en los pocos casos en los que aparecié una
sobreexpresion de Bcl-2 en ENTA (3 casos), la mayoria (2 casos) expresan
caspasa-3, lo que parece indicar que las acciones antiapoptoticas
mediadas por Bcl-2 no son importantes o estan bloqueadas en la
carcinogénesis oral. Los trabajos en la literatura sobre la expresion de
Bcl-2 durante la progresion del carcinoma oral de células escamosas
son controvertidos. Algunos grupos han demostrado un incremento de

la expresion de Bcl-2 en lesiones displasicas y en carcinoma oral de
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células escamosas(7>179), mientras otros han encontrado expresion

esporadicaso) o falta de expresion(1sl),

Al igual que ha sido comentado previamente para la expresion de p53,
nuestros resultados ponen de manifiesto la existencia de una asociacion
estadistica significativa entre la expresion de Caspasa-3 en el ENTA y la
expresion tumoral, lo que también se observd con la expresidon de Bcl-2
en ENTA y en el tejido tumoral. Estas asociaciones indican, desde nuestro
punto de vista, que las alteraciones oncogénicas adquiridas durante el
proceso multipaso de la transformacién maligna se mantienen en los
clones celulares que posteriormente van a adquirir capacidad invasiva.
Por el contrario no observamos una relacion significativa entre la
expresion de Ki-67 en el epitelio precanceroso y el carcinoma invasivo,
lo que en nuestra opinion refleja que la proliferacion de las células
tumorales es un fendmeno dependiente de mditiples proteinas
inductoras de crecimiento celular, entre las que se establecen multiples
interacciones que trascienden a las mediadas por las proteinas

estudiadas en nuestro andlisis.

Ninguno de los marcadores empleados en nuestro estudio, tomando en
consideracion su expresion en el ENTA, se ha asociado estadisticamente
a los parametros clinico-patolégicos tumorales (grado de diferenciacion
y estadio) o a la supervivencia de los pacientes. En nuestra opinion este
hecho refleja la importancia de estas alteraciones en el proceso de
adquisicion por parte del epitelio precanceroso de un fenotipo invasivo,
aunque presumiblemente con alteraciones que condicionan las
caracteristicas clinicopatoldgicas o el prondstico tumoral trascienden y
se dejan influenciar por fendbmenos mas amplios y probablemente

complejos que los que aparecen en la etiologia precancerosa.
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El analisis de los marcadores empleados en este estudio en el tejido
tumoral ha arrojado resultados interesantes. En relacion a la expresion
de p53 en el tejido tumoral nosotros hemos observado una asociacion
significativa muy marcada entre la mayor expresibn de p53 con
mayores estadios tumorales, con la diferenciacion tumoral (carcinomas
bien diferenciados o basaloides) y con la supervivencia de los
pacientes. En este Ultimo caso la expresion marcada de p53 en el tumor
fue significativamente mayor en pacientes que habian fallecido durante

la evolucion.

Los trabajos que analizan la influencia de p53 en al pronostico tumoral
arrojan resultados contradictorios. Shin y colg(82) sefialan que la
presencia de mutaciones de p53 esta asociada con la aparicion de
recurrencia precoz y con el desarrollo de segundos tumores primarios.
Otros trabajos han puesto de manifiesto la asociacidon entre mutaciones
de p53 vy la respuesta desfavorable a la radioterapia o la quimioterapia
(183184)  No obstante también se ha puesto de manifiesto que la
heterogeneidad de las mutaciones complica la obtencidon de resultados
predictivos de pronostico tumoral@8), Por el contrario otros autores han
puesto de manifiesto que las investigaciones de p53 por métodos
inmunohistoquimicos probablemente no son marcadores predictivos
utiles de pronoéstico, como por ejemplo la deteccidon de metastasis
ocultas en el cuello. Estos autores tampoco encontraron asociacion con
el tipo de tumor, la diferenciacion, el tamanio o el estadio. En el
trasfondo de la discordancia de resultados se pueden encontrar
probablemente razones relacionadas con la distinta sensibilidad de los
diferentes anticuerpos monoclonales empleados o incluso con los
diferentes puntos de corte utilizados para considerar un caso como

positivo para p53.
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En esta misma linea también han sido interesantes los resultados de
nuestro estudio en relacion a la expresion de caspasa 3 en el tejido
tumoral. El 41.2% de los carcinomas de nuestra serie (21 casos)
expresaron caspasa-3 en >25% de las células tumorales. Nosotros hemos
observado una asociacion estadistica significativa ente expresion
caspasa-3 y el estadio tumoral (p=0.019) de tal forma que en lineas
generales los tumores de mayor estadio presentaron menores
porcentajes de expresion de caspasa-3, observando una asociacion
similar con el grado de diferenciacion tumoral, de tal forma que los
tumores moderadamente o0 pobremente diferenciados fueron
significativamente caspasa-3 negativos. Hange et al(8) encontraron
gue la proporcidon de células caspasa-3 positivas en el tejido tumoral fue
significativamente mayor a la observacion en el epitelio oral normal, lo
qgue confirma los hallazgos de Macluskcy et al@8) quienes comunican
gue el indice apoptético se incrementa durante la carcinogénesis oral.
Algunos autores han puesto de manifiesto que el marcaje
citoplasmatico de caspasa-3 puede ser un marcador valioso
relacionado con el prondstico(86), Una hipotética explicacion para estas
asociaciones radicaria en que las células tumorales previsiblemente
desarrollan mecanismos de supervivencia y resistencia a la apoptosis, y
segun nuestros resultados estos mecanismos se desarrollan  mas
comunmente en carcinomas peor diferenciados y de mayores
estadios(173), En esta misma linea se encuentra la observacion de nuestro
trabajo, que pone de manifiesto una estrecha asociacion entre la

mortalidad y la ausencia de expresion de caspasa-3.

Un resultado interesante de nuestro trabajo se relaciona con las
asociaciones encontradas entre la expresion de Ki-67 en el tejido
tumoral y algunos parametros pronosticos. Asi, los carcinomas orales con

mayores expresiones de Ki-67 presentan peor diferenciacion, estadios
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mas avanzados y mayores tasas de recidiva, aunque no fueron
diferentes en cuanto al porcentaje de mortalidad. Nosotros hemos
empleado el anticuerpo monoclonal Mib-1 como medio para avaluar la
proliferacidon celular en el tumor. Este anticuerpo reconoce partes
recombinantes del antigeno Ki-67. El gen para este antigeno se localiza
en el brazo largo del cromosoma 10 (10g25). El antigeno Ki-67 comienza
a expresarse en la fase S, incrementando progresivamente su expresion
através de la fase Sy G2, alcanzando una meseta en la fase de mitosis.
Después de la division las células retornan a la fase G1 con un stock de
Ki-67, cuyo nivel decrece progresivamente durante esta fase(8s). Un
gran numero de publicaciones, que recogen un total de 1613 casos,
han demostrado el valor prondéstico de la proliferacion celular en el
carcinoma oral de células escamosas89. En general una alta actividad
proliferativa se asocia con un peor pronoéstico. Casi el 30% de los casos
gue fueron investigados usando analisis AQNOR, aunque este método
de evaluacioén de la proliferacion celular no es extensamente aplicado.
No obstante, también en un gran niumero de trabajos que recogen un
total de 1271 casos de carcinoma oral de células escamosas, la
actividad proliferativa en el tumor no tuvo ningun valor prondstico(89),
Curiosamente nosotros no encontramos ningun trabajo en el que
hubiera una falta de significado prondéstico del analisis AQNOR. El analisis
AgNOR mide de forma facil el tiempo que emplea la célula en
completar su ciclo celular@®) y asij, la cantidad de expresion de AgNOR
esta estrictamente relacionada con la rapidez e la proliferacion celular:
una mayor cantidad de AgNOR traduce un acortamiento del tiempo
de proliferacion celular@91.192) [ os hallazgos comunicados previamente y
la falta de asociacion observada en nuestro estudio entre mortalidad y
expresion de Ki-67 podrian indicar que la rapidez de la proliferacion
celular es probablemente el parAmetro cinético que se correlaciona

mejor con el prondstico del carcinoma oral de células escamosas. La
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actividad proliferativa de un tumor depende ademas de la velocidad
del ciclo, de la fraccion de células que se encuentran en ciclo celular
(fraccion de crecimiento o G). Resulta evidente que ni la fraccion de
crecimiento ni la velocidad del ciclo celular, por si mismas definen la
actividad proliferativa real de un tumor9); |a fraccién de crecimiento
de un tumor puede ser facilmente evaluada a través de la medicién de
Ki-67, ya que este antigeno se expresa en todas las células que estan en
el ciclo celular94.19); por el contrario la cuantificacion de la expresion
de AgNOR refleja la rapidez de la proliferacion celular. Asi, la actividad
proliferativa real de un tumor puede expresarse simplemente por la
ecuacion PA=tasa de expresion de Ki-67 X cantidad de expresion de
AgNOR, aunque hasta nuestro conocimiento, esta ecuacion nunca ha
sido aplicada para evaluar el pronéstico de los carcinomas de cabeza 'y
cuello. Por todo lo dicho, nosotros creemos que la falta de asociacion
encontrada en nuestro trabajo entre la expresion de Ki-67 y el
prondéstico, realmente obedece a que la actividad proliferativa del
tumor no es exclusivamente dependiente de la fraccion de células en

crecimiento.
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La expresion de proteina p53 aparecié con mas frecuencia en el
epitelio no tumoral adyacente al tumor de tumores p53 positivo que
en el epitelio no tumoral adyacente al tumor de tumores p53
negativos, lo que indica que el sistema ha sido incapaz de controlar

la progresidon de precancer a un estadio invasivo normal.

Se ha evidenciado una asociacion estadisticamente significativa
entre la expresion inmunohistoquimica de p53 y Ki-67 en el epitelio no
tumoral adyacente a un carcinoma, indicando que el fenédmeno de
pérdida de control de p53 esta ligado a un incremento de la tasa de

proliferacion.

Se ha evidenciado igualmente una asociacion estadisticamente
significativa entre la expresion de caspasa-3 y ki-67 en el epitelio no
tumoral adyacente al tumor, siendo la mayoria de ENTA con una

expresion de caspasa-3 negativas, ki.67 positivos.

Hemos evidenciado como todos los ENTA con expresion positiva de
p53 coinciden con una expresion de caspasa-3 negativa, o que
puede revelar la existencia de una proteina p53 mutada o la
existencia de mecanismos de escape a las acciones inductoras de

apoptosis ligadas a p53.

Ninguno de los marcadores empleados en nuestro estudio, tomando
en consideracion su expresion en el ENTA, se ha asociado
estadisticamente a los parametros clinico-patologicos tumorales
(grado de diferenciacion y estadio) o a la supervivencia de los

pacientes.
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Hemos observado una asociacion significativa muy marcada entre la
mayor expresion de p53 con mayores estadios tumorales, con la

diferenciacion tumoral y con la supervivencia de los pacientes.

Hemos observado una asociacion estadistica significativa entre la
expresion caspasa-3 y el estadio tumoral(los tumores de mayor
estadio presentaron menores porcentajes de expresion de caspasa-
3) y entre la expresion caspasa-3 y el grado de diferenciacion
tumoral (los tumores moderadamente o pobremente diferenciados

fueron significativamente caspasa-3 negativos).

Los carcinomas orales con mayores expresiones de Ki-67 presentan
peor diferenciaciéon, estadios mas avanzados y mayores tasas de
recidiva, aunque no fueron diferentes en cuanto al porcentaje de

mortalidad.

Hemos observado una falta de asociacidon entre la mortalidad y la
expresion de Ki-67, lo que podria indicar que la rapidez de la
proliferacidon celular es probablemente el parametro cinético que se
correlaciona mejor con el prondéstico del carcinoma oral de células

escamaosas.
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9.- ANEXO

Tabla de recogida de datos

Nombre

Edad Sexo

Antecedentes Personales:
Fuma:
Bebe:

Boca:

Motivo de la consulta:

Exploracion:
Cavidad oral:
Macroscopica
Palpacion

Cuello:

Exploraciones especiales.

Scanner

Biopsia

Juicio Diagnastico:

Estadiaje:

Tratamiento

H.C

Profesién

Inspeccion

Extension
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