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Hipdtesis y justificacion

La Clasificacidn Internacional de Enfermedades de la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) define el cancer oral como la neoplasia originada en los labios, cavidad
oral, orofaringe, nasofaringe e hipofaringe. El Carcinoma Oral de Células Escamosas
(COCE) es, con diferencia, el tipo de cdncer mds comun en la cavidad oral,
representando mas del 90% de todos los cdnceres orales. Es una enfermedad que
afecta fundamentalmente a comunidades con bajo nivel socio-econédmico y a personas
de edad avanzada, entre la quinta y séptima décadas de la vida, que ademads

generalmente son consumidores de tabaco y/o alcohol.

Aproximadamente el 90% de los cdnceres orales se diagnostican en personas
mayores de 40 afios de edad, y mas del 50% en individuos de mas de 65 afios. El
porcentaje de supervivencia del cdncer en Europa, de los casos diagnosticados entre
1995 y 1999, era para el labio del 91%, para la cavidad oral del 48,5% y para las
glandulas salivales el 64,5%. En el 2005 murieron en Espaia 96.499 personas por
cancer: 60.701 hombres y 35.798 mujeres (razén de sexo 1,7:1). La edad media de
todos los pacientes que fallecieron por cancer fue de 69,3 afios para los hombres y
69,7 para las mujeres. Se estima que el nimero de muertos debidos al cadncer oral en

el varon es del 4% y en la mujer del 1%.

Desde un punto de vista etiolégico, se podria decir que el cancer se produce
como consecuencia de mutaciones en los genes que regulan el comportamiento
celular. Las células que sufren estas mutaciones no son capaces de reparar el dafio del
ADN y no siguen el programa de muerte celular (apoptosis) que asegura su
eliminacidon. Hay muchas lagunas en la literatura cientifica sobre este tema, si bien,
poco a poco, se esta incrementando el conocimiento sobre determinadas fases de la

carcinogénesis.

La iniciacion o activacidon del tumor empieza cuando el ADN de la célula o de
una poblacion de células se dafia por la exposicion a factores carcinogénicos, tanto
enddgenos como exdgenos. La promocién tumoral se caracteriza por una expansién

clonal selectiva de las células iniciadoras, como resultado de una expresién génica
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alterada. La progresidon tumoral se producira cuando coincidan factores implicados en
la iniciacién y promocidn. El cancer se desarrolla de forma gradual, a partir de células
ligeramente aberrantes, y se caracteriza por una acumulaciéon de alteraciones en los
genes encargados de la regulacién de la homeostasis celular, como los oncogenes, los

genes supresores tumorales y los genes reparadores del ADN.

Cada vez cobra mas fuerza la idea de que los procesos mutacionales y las
alteraciones moleculares oncogénicas implicadas en el desarrollo del cdncer oral no
acontecen aleatoriamente en cualquier tipo de célula epitelial (hipdtesis estocastica o
de evolucién clonal) sino que se producen especificamente en un tipo concreto de
células epiteliales denominadas células madre (hipdtesis de carcinogénesis basada en
la implicacion de las células madre cancerosas). Estas células son las responsables de la
regeneracion y recambio del epitelio de la mucosa oral. Entre las vias moleculares mas
importantes implicadas en el desarrollo tumoral se encuentra la denominada
Canonical/B-catenina o via Wnt. En esta via la proteina B-catenina, que habitualmente
se encuentra ligada a E-cadherina en la membrana celular, se libera de sus uniones de
membrana, se acumula en el citoplasma y, después de traslocarse al nucleo, se
comporta como un factor de trascripcion de oncogenes implicados en Ia
carcinogénesis. B-catenina también ha sido implicada en el mantenimiento de algunas
caracteristicas esenciales del fenotipo que desarrollan las células madre entre las que
se encuentran la autorrenovacion y la diferenciacién. Por otra parte, el resultado final
de la activacién aberrante de la via candnica es el incremento de la proliferacién
celular, con todas las consecuencias que ello implica para el proceso de carcinogénesis
(inestabilidad genética, aneuploidia, incremento de la probabilidad de acumulo de

errores oncogénicos...).

Por todo lo anterior, hipotéticamente, el estudio de las alteraciones de la
expresion de B-catenina, como marcador subrogado de activacion aberrante de la via
candnica, puede aportar informacién valiosa para la comprensidn del proceso
multipaso de la carcinogénesis oral y de la biopatologia de las células madre

premalignas y malignas.

Pagina 2



Mucosa oral ]

> Cancer

Displasia

normal U

Supresion
Alteraciones 3p, 9p

Mutacién de P53

Metilacién del promotor
Supresion 13q, 18q

Amplificacién Ciclina D1
Pérdida de heterocigosidad en
4q, 8p, 11q, 13q, 14qy 17p

genéticas

Dafio genético
inicial

Dafio en Activacion de

mucosa COX-2

Inestabilidad genémica T

Aneuploidia

Incremento en frecuencia

Activacion de N Incremento 1
de mutaciones

EGFR proliferacion

INTRODUCCION







Introduccion

El término cdncer se emplea para referirse a un grupo de mds de cien
enfermedades distintas, con mas de mil variedades histopatolégicas diferentes, que
comparten, como caracteristica comun, una proliferacién anormal y descontrolada de
células que invaden tejidos y drganos préximos y distantes, y que, finalmente, si no son
tratadas, ocasionan la muerte de los individuos en cuyo seno se desarrollan [1]. El
cancer supone un problema de salud a nivel mundial, siendo una de las tres causas

mas importantes de mortalidad humana [2].

La mayoria de los canceres se incluyen en uno de los tres siguientes grupos:
carcinomas, sarcomas, linfomas y leucemias. Los carcinomas constituyen el 90% de los
canceres humanos y su origen esta en las células epiteliales. Las leucemias y linfomas
suponen el 8% y se desarrollan a partir de las células germinales sanguineas y del
sistema inmune respectivamente, siendo los sarcomas tumores sélidos del tejido

conectivo.

La Clasificacién Internacional de Enfermedades de la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) define el cancer oral como la neoplasia originada en los labios, cavidad
oral, orofaringe, nasofaringe e hipofaringe. El Carcinoma Oral de Células Escamosas
(COCE) es, con diferencia, el tipo de cdncer mds comun en la cavidad oral,
representando mas del 90% de todos los canceres orales [3]. Es una enfermedad que
afecta fundamentalmente a comunidades con bajo nivel socio-econdmico y a personas
de edad avanzada, entre la quinta y séptima décadas de la vida, que ademads

generalmente son consumidores de tabaco y/o alcohol [4].

El cancer de cabeza y cuello es el sexto cancer humano mas frecuente. El 48%
de los casos, lo que representa aproximadamente el 3% de todos los cénceres, se
localizan en la cavidad oral. El COCE es el octavo cancer mas comun segun Moore y
cols. [5], aunque cabe destacar la marcada variabilidad geografica respecto a su
incidencia. Las cifras mas altas las encontramos en la India y otras regiones del sudeste
asidtico (representando el cédncer oral el 40% de todos los cdnceres), estando muy

relacionado con las diferentes formas de habito tabaquico en dichas zonas. En el norte



INTRODUCCION

de Francia y el este de Europa, especialmente en Hungria tienen una elevada

prevalencia-5%- en comparacion al 3% en el resto de paises europeos[4].

Aproximadamente el 90% de los cdnceres orales se diagnostican en personas
mayores de 40 afios de edad, y mas del 50% en individuos de mas de 65 afios[6]. El
porcentaje de supervivencia del cdncer en Europa, de los casos diagnosticados entre
1995 y 1999, era para el labio del 91%, para la cavidad oral del 48,5% y para las
glandulas salivales el 64,5%. En el 2005 murieron en Espafa 96.499 personas por
cancer: 60.701 hombres y 35.798 mujeres (razon de sexo 1,7:1). La edad media de
todos los pacientes que fallecieron por cancer fue de 69,3 afios para los hombres y
69,7 para las mujeres. Se estima que el nimero de muertos debidos al cadncer oral en

el varén es del 4% y en la mujer del 1% [7].

En un estudio de 14.253 casos llevado a cabo por el Instituto de Patologia de las
Fuerzas Armadas de los Estados Unidos (United States Armed Forces Institute of
Pathology), Krolls y Hoffman [8] observaron las siguientes distribuciones y frecuencias:
labio inferior (38%), lengua (22%), suelo bucal (17%), encia (6%), paladar (5,5%),
amigdalas (5%), labio superior (4%), mejilla (2%) y uvula (0,5%). Sin embargo en otros
estudios, como el de Jemal y cols. [9] sobre un total de 20.010 canceres de la cavidad
oral, el 37% se localizaron en la lengua, el 22% en los labios, el 13% en el suelo de la
boca y el 12% derivaron de glandulas salivales menores; si bien las cifras no son
coincidentes en ambas series, resulta evidente que las dos principales localizaciones
intraorales, son por este orden, la lengua y el suelo de la boca. Aunque esto es lo
habitual en Europa y Norteamérica, no es asi en otras areas geograficas como la India,
donde la localizacién mads frecuente es la mucosa yugal, debido a practicas como la

masticacién del tabaco (nuez de areca y hoja de betel).
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Desde un punto de vista etiolégico, se podria decir que el cancer se produce
como consecuencia de mutaciones en los genes que regulan el comportamiento
celular. Las células que sufren estas mutaciones no son capaces de reparar el dafio del
ADN y no siguen el programa de muerte celular (apoptosis) que asegura su
eliminacion[4]. Hay muchas lagunas en la literatura cientifica sobre este tema, si bien,
poco a poco, se esta incrementando el conocimiento sobre determinadas fases de la

carcinogénesis [2].

La iniciacion o activacion del tumor empieza cuando el ADN de la célula o de
una poblacién de células se dafa por la exposicion a factores carcinogénicos, tanto
enddgenos como exdgenos. La promocién tumoral se caracteriza por una expansién
clonal selectiva de las células iniciadoras, como resultado de una expresidon génica
alterada. La progresién tumoral se producira cuando coincidan factores implicados en
la iniciaciéon y promocidn. El cancer se desarrolla de forma gradual, a partir de células
ligeramente aberrantes, y se caracteriza por una acumulacidn de alteraciones en los
genes encargados de la regulacidén de la homeostasis celular, como los oncogenes, los

genes supresores tumorales y los genes reparadores del ADN [1].

Por lo tanto, la carcinogénesis es un proceso que cursa en multiples etapas[10],
en cada una de las cuales aparecen una o varias alteraciones genéticas. Los
carcindégenos provocan sucesivas alteraciones en el ADN celular, a lo largo de un
proceso acumulativo y prolongado (figura 1). En consecuencia, la edad es el principal
factor de riesgo para la aparicion de un cancer. Por otra parte, en la respuesta a
carcinégenos existe una notable variabilidad individual, lo que puede traducir la
existencia de una particular sensibilidad mutagénica; asi, algunos de los sindromes
caracterizados por una sensibilidad mutagénica aumentada, como en la ataxia

telangiectasia, se acompanan de una mayor incidencia de cancer oral.
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Figura 1. Modelo multipaso de progresion genética de cancer oral, adaptacion de

la figura de Choi Sy cols. ) Dent Res 2008; 87:14-32.

Los distintos factores de riesgo para el COCE, que incrementan el rango de
mutaciones, pueden actuar, bien directamente sobre la mucosa, o bien haciéndola
mas susceptible a otros agentes carcinogénicos como los virus. El estilo de vida,
principalmente el consumo de tabaco y alcohol, son especialmente importantes,
aunque hay carcinégenos, como la nuez de betel, la exposicion solar, radiaciones
ionizantes, el virus del papiloma humano (HPV) u otras infecciones y Ila

inmunodeficiencia, que también son muy relevantes [4].
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La supervivencia global del cancer oral a los 5 afios del tratamiento del tumor
inicial es de aproximadamente el 50%, siendo el estadio de la enfermedad en el
momento del diagndstico el mejor predictor de la supervivencia de los pacientes. Este
hecho es de tal importancia que si todos los casos de cancer oral fueran diagnosticados
y tratados en sus fases iniciales, antes de ocasionar metastasis, la supervivencia a los 5
afios seria del 79%, mientras que en presencia de metastasis en los ganglios linfaticos
cervicales la supervivencia se reduce al 42% vy, cuando se desarrollan metdstasis a
distancia, se cifra en el 19% [11]. Igualmente, no todos los canceres orales tienen el
mismo prondstico, asi el carcinoma verrugoso en general tiene un buen prondstico ya
gue no suele metastatizar a los ganglios regionales, sin embargo, el adenocarcinoma o
el carcinoma de células basaloides escamosas tienen un pobre prondstico por su alto

grado de metdstasis regionales y a distancia [12].

En los ultimos afos diversos factores bioldgicos y moleculares han sido
propuestos como factores prondsticos en el COCE, aunque su utilizacién aun no han
llegado a la rutina clinica diaria, por lo que cobra mds importancia un detallado estudio
histopatoldgico de los especimenes quirurgicos resecados a la hora de determinar el

manejo y prondstico postoperatorio [12].

Cancerizacion de campo

Después de la extirpacidn quirdrgica de un carcinoma de células escamosas, los
pacientes tienen un riesgo considerable para el desarrollo de un cancer localmente
recurrente (imagen 1). Resulta importante la diferenciacion entre la recurrencia local y
un segundo tumor primario (STP). La recurrencia local se define, de acuerdo a criterios
clinicos, como la que ocurre a una distancia menor de 2cm y dentro de un plazo de 3

anos.

Pagina 9
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Imagen 1. Recidiva tumoral en el tejido submucoso profundo.

Ademas de los problemas clinicos relacionados con el tumor inicial, los
pacientes con COCE tienen un alto riesgo de desarrollar un STP, a menudo ubicados en
el mismo sitio o en un lugar adyacente. Para excluir la posibilidad de una recidiva local,
la mayoria de los estudios utilizan una distancia de al menos 2cm entre el primer
tumor y los STP. A su vez los STP pueden subdividirse en sincronicos, cuando se
desarrollan simultdneamente o dentro de los 6 primeros meses después de tumor

primario, y metacronicos, cuando se desarrollan después de los 6 primeros meses [13].

El término STP sugiere que estos tumores y el tumor primario se han

desarrollado independientemente. Recientemente, sin embargo, estudios genéticos

Pagina 10
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han demostrado que, en una proporcién de casos, tanto el primer tumor como el

segundo tienen su origen en las mismas células precursoras.

El desarrollo del cancer localmente recurrente y los STP con frecuencia ha sido
explicado por el concepto de "cancerizacién de campo" acufiado por Slaughter [14] en
1953. La idea actual de cancerizacion de campo de la mucosa oral implica que una
célula madre en la mucosa adquiere alteraciones genéticas y desarrolla en un
"parche", una unidad clonal consistente en una célula madre y su progenie que
comparten la misma alteracion genética inicial. Por definicién un parche premaligno
estd integrado por un numero inferior a 200 células. A continuacién, a través del
proceso de seleccién clonal surge un campo preneopldsico, y puesto que las
mutaciones genéticas confieren ventajas proliferativas a las células del campo con
respecto a sus células vecinas, aquellas se expanden y sustituyen al epitelio normal.
Este campo de células preneoplasicas es susceptible de acumular nuevas alteraciones
genéticas secundarias al proceso de inestabilidad gendmica que desarrollan las células
del campo. Finalmente, eventualmente, un subclon adquiere capacidad invasiva y
desarrolla un cancer dentro del campo de células preneoplasicas alteradas

genéticamente, (figura 2tomada de Braakhuis y cols.[13] ).
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Figura 2. Modelo del desarrollo de un tumor primario y un segundo tumor de
campo (STC). [A] Una unidad clonal dentro del epitelio escamoso, por encima del tejido
conectivo. (S) Una célula madre y (T) células transitorias desarrolldandose en la capa
basal dando lugar a células mas superficiales. La célula madre es atacada por un agente
carcinogénico (tabaco, virus, radiacion) y su ADN muta. [B] todas las células de la
unidad clonal regidas por la célula madre tienen su ADN mutado. [C] Vista superior: La
célula madre es nuevamente atacada, y ocurre un dafio genético mas grave. [D] Se dafia
aun mas la célula madre. [E] Una unidad clonal con el ADN dafiado se expande a costa
de la mucosa sana. Se desarrolla un campo con células alteradas genéticamente. [F] Un
subclon en el campo se convierte en canceroso. Comienza el crecimiento incontrolado.
[G] Se desarrolla un carcinoma invasivo. [H] El carcinoma inicial es eliminado por el

cirujano. [I] Después del tratamiento, persiste un campo premaligno y pasa inadvertido
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para el cirujano. [J] Una célula en el campo recibe mutaciones adicionales y se convierte
en cancerigena. [K] Otro carcinoma se ha desarrollado en el mismo campo: un segundo

tumor de campo.

Los campos premalignos pueden extenderse a amplias zonas de la mucosa oral
y en ocasiones no mostrar alteraciones clinicas o histopatoldgicas, lo que los hace
dificilmente diagnosticables. Un estudio [15] demostrd que por 6 de cada 10 pares de
tumores investigados, el primer tumor y el STP (definido acorde con el criterio clinico
estandar) se habian desarrollado desde la misma lesién preneoplasica precursora
(campo premaligno); en los restantes casos los tumores se habian desarrollado de
forma independiente. Por lo tanto los tumores que fueron catalogados como STP y
tenian relacién clonal con el tumor primario, en realidad debieran ser denominados

segundos tumores de campo (STC) (imagen 2 y 3), siendo verdaderos STP los que no

tiene relacion clonal con el tumor inicial.

Imagen 2. En la parte superior se observa una leucoplasia verrugosa proliferativa
en fondo de vestibulo, encia adherida y mucosa labial interna del labio inferior, son
fotos tomadas en Marzo de 1997. En la parte inferior se observan imagenes del mismo

paciente tomadas en Abril de 2006, que reflejan la presencia de carcinomas multiples.
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Imagen 3. Imagen de un paciente con liquen plano oral malignizado. [A y B]
Lesiones reticulares y en placa del borde lateral derecho e izquierdo de la lengua
respectivamente. [C y D] Lesiones reticulares y atréficas bilaterales aproximadamente
simétricas, [E] reborde alveolar inferior de apariencia normal. [F] La biopsia de la lesidn
en la mucosa yugal izquierda demostré la presencia de displasia epitelial severa. [G] Dos
areas de carcinoma oral de células escamosas (flecha azul) separadas por mucosa de
apariencia normal (flecha roja). [H] Area roja que en el estudio histopatolégico

demostrd presencia de displasia severa.

En base a estos conceptos se puede hacer una clasificacion mas precisa de las
lesiones que se pueden desarrollar después de un COCE. Asi un paciente puede
desarrollar una verdadera recidiva local, un STC o un verdadero STP, esta clasificacidon
se basa en la relacion clonal entre la primera y las subsiguientes lesiones (figura3).
Esta nueva clasificacion tiene importantes implicaciones en la atencion a los pacientes:
1) un cancer minimo residual tiene una alta tendencia para la recurrencia local. 2) un
campo premaligno tiene un riesgo relativamente alto de producir un STC. 3) la
presencia de margenes libres en cambio tiene pocas posibilidades de desarrollar un

nuevo tumor (STP), por lo que los cuidados del paciente serdn rutinarios[16].

Pagina 15




INTRODUCCION

Segundo Tumor Primario
Patrdn genético completamente
diferente al tumor inicial

Tumor de Campo Segundo Tumor de Campo
Comparten con el tumor inicial
los eventos oncogénicos precoces
(mutaciones de p53 y LHO 3p, 9p
y 17 p) pero no los tardios (8p,

13qy 18q)

Metastasis
Patrdn genético idéntico al tumor
inicial. Localizacion a distancia.

Criterios moleculares
Anélisis molecular de las mutaciones de p 53
Pérdida de heterocigosidad en 3p, 9p y 17p

Figura 3. Esquema de desarrollo de campos premalignos, segundos tumores
primarios y segundos tumores de campo. [A] Una célula del epitelio oral normal (célula
de color rosa en el esquema) adquiere los eventos moleculares necesarios y suficientes
para el desarrollo de un clon invasivo —primer tumor- (células de color azul en el
esquema). Posteriormente, en otra zona del epitelio, se desarrolla un nuevo tumor
distinto desde el punto de vista molecular al tumor primario —segundo tumor primario-

(células rojas en el esquema).

[B] Una célula epitelial adquiere eventos oncogénicos precoces -—pérdida de
heterocigosidad (LOH) en 3p y 9p, y mutaciones en el gen TP53- que la dotan de una
ventaja proliferativa sobre las células sanas adyacentes. La progenie de esta célula
desarrolla un parche premaligno y posteriormente un campo premaligno. El clon

premaligno reemplaza al epitelio normal y se expande a través de la mucosa oral. Todas
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las células del campo premaligno comparten las mismas alteraciones genéticas precoces

(células amarillas en el esquema).

[C] Una célula del campo premaligno adquiere alteraciones oncogénicas mas tardias,
que la dotan de mayor capacidad proliferativa e invasiva generando un primer tumor de
campo (células amarillas y verdes en el esquema).Otra célula del campo adquiere
eventos oncogénicos tardios que la dotan nuevamente de capacidad invasiva generando
un segundo tumor de campo (células amarillas y moradas en el esquema). Los tumores
de campo comparten entre si, y con el campo premaligno, las alteraciones oncogénicas
precoces del campo (LOH en 3p y 9p y mutaciones de TP53 —color amarillo-), mientras
que son diferentes en las alteraciones oncogénicas tardias (color verde para el primer

tumor de campo y morado para el segundo tumor de campo).

Células Madre Cancerosas

La hipdtesis de las células madre cancerosas (CMC) representa un cambio en el
paradigma de nuestro conocimiento sobre la carcinogénesis y la biologia celular
tumoral. Esta hipdtesis tiene importantes implicaciones para la evaluacidn del riesgo
de cancer, deteccidn precoz, prondstico y prevencion. Ademas, el desarrollo actual de
la terapéutica del cadncer basada en la regresién del tumor ha producido agentes que
matan células diferenciadas mientras que aislan las poblaciones de células madre
cancerosas. El desarrollo de terapias mas eficaces requiere por tanto la focalizacién en
este importante grupo celular. Esta hipdtesis se basa en dos conceptos importantes

[17]:

1. Los tumores se originan bien en las células madre o en su progenie inmediata a
través de la disregulacion del proceso de autorrenovacion.
2. Los tumores contienen un subcomponente celular que retiene propiedades

clave de las células madre (CM).

En el modelo convencional de evolucion clonal de la carcinogénesis, la

acumulacién de cambios genéticos y epigenéticos puede ocurrir en cualquier célula de
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la mucosa oral, produciendo un clon con ventajas proliferativas que puede desarrollar
invasividad. De acuerdo con la hipdtesis de las CMC, solo las CM son lo
suficientemente longevas como para llegar a acumular las alteraciones genéticas
necesarias para la carcinogénesis y por tanto, podrian considerarse como las
originarias de las CMCs. Las CMs, por su larga vida, estarian en riesgo de recibir las
mutaciones multiples necesarias para la carcinogénesis. Se ha estimado que se
requieren de 3 a 6 eventos oncogénicos para transformar una CM normal en una CMC
[18,19]. En concreto, para el COCE se ha propuesto un modelo de progresion genética
con alteraciones genéticas sumatorias que se correlacionan con la progresiéon
fenotipica hacia la malignidad (figura 1)[20—-22].De acuerdo con esto, el desarrollo de
la mayoria de los COCEs tardaria meses o afios en producirse. Por tanto, sélo las
células de larga persistencia podrian albergar esas mutaciones. Otra razén importante
para pensar que las CMs normales son el origen de las CMCs es que ambas comparten
algunas propiedades importantes, entre las que se incluyen (a) la capacidad de
autorrenovacion, (b) la habilidad para diferenciarse, (c) la expresién activa de
telomerasa, (d) la activacién de las vias antiapoptéticas, (e) la actividad de transporte

de membrana incrementada, y (f) la habilidad de migrar y metastatizar [17].

Tradicionalmente se habia considerado la existencia de CM embrionarias y CM
adultas, pero en los ultimos afios se considera cada vez con mas firmeza la existencia
de este tercer tipo de CM, las denominadas CMCs, definidas como células poco
numerosas en un tumor, que conservan la capacidad de autorrenovacién y que, a
través de un proceso de diferenciacion aberrante, dan lugar a poblaciones de células
tumorales fenotipicamente diversas. Estas células serian las responsables del
mantenimiento de la tumorigénesis y del crecimiento tumoral. Aunque las
observaciones experimentales parecen indicar que tanto las CMs normales como las
CMCs constituyen soélo una pequena fraccion de las células de cualquier tejido sano o
tumor (aproximadamente el 1%) [23], debido a la falta de marcadores especificos

fiables de CMs y CMCs, esto sigue siendo una cuestidn sin resolver.
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Patrones de ordenamiento espacial de las células madre y su

progenie en el epitelio oral

Los dos hechos esenciales de las CMs —la autorrenovacién y la diferenciacién-
parecen comportarse como fendmenos mutuamente excluyentes. Uno de los eventos
clave en la transformacién temprana puede ser la disregulacién del proceso de
autorrenovacion. Las CM son las Unicas células capaces de sufrir divisiones de
autorrenovaciéon y diferenciacion preservando la homeostasis tisular [24,25].
Fisioldgicamente, estas divisiones son asimétricas, y producen una copia exacta de la
CM vy una célula hija que sufrird el proceso de diferenciacion. En el epitelio oral, las
CMs con capacidad de autorrenovacion, indiferenciadas, y mitéticamente muy
inactivas, generan células amplificantes transitorias (CATs), mitdoticamente muy
activas, y éstas a su vez células diferenciadas mds superficiales que no se
autorrenuevan y que se encuentran en estado quiescente [26,27]. Este disefio de
division asimétrica en el que la maxima tasa proliferativa y en consecuencia el mayor
riesgo de acumular mutaciones recae en la poblacion de CATs, destinadas a desarrollar
diferenciacién terminal y descamarse, constituye probablemente uno de los
mecanismos de proteccion antitumoral de los que se dota el epitelio oral (imagen
4)[28]. Durante la expansion de las CM vy la tumorigénesis, estas pueden sufrir una
divisién simétrica en la que se producen dos CM idénticas, permitiendo, por tanto, la
expansidon del niumero de CM, o por el contrario dar lugar a dos CATs con pérdida
completa de la CM preexistente [29], este proceso se describe en la figura 4, de

Gonzalez-Moles y cols. [26].
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[o]

Stem cells

Figura 4. [A] En cada divisién, la CM (circulos amarillos) genera una célula
idéntica y una CAT. La CAT (circulos marrones) se divide entre 3 y 5 veces hasta que
todas las células hijas sufren una diferenciacion terminal. La proliferacién jerarquica
asimétrica del epitelio oral predice un ordenamiento espacial tedrico de la progenie en
forma de pirdmide invertida -"unidades proliferativas”- (dentro de los limites marcados
con lineas negras). [B] Areas de interseccién (circulos rojos) con unidades proliferativas
vecinas, en las cuales la renovacion epitelial dependeria de la actividad coordinada y
alternante de diferentes CMs. [C]Arriba: division simétrica de una CM que da lugar a 2

CMs; abajo: divisién simétrica que da lugar a dos CATs con la pérdida de la CM.
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Imagen 4. El estudio proliferativo de la mucosa oral normal es un reflejo
indirecto del patron de proliferacion asimétrico fisiolégico en el que se observan
escasas células basales proliferando, presumiblemente células madre (flecha roja),
multiples células suprabasales proliferando, presumiblemente células amplificantes
transitorias (flecha verde), y células quiescentes mas superficiales, que no expresan Ki-
67, y que se corresponden con células desarrollando el proceso de diferenciacién
terminal (asterisco negro). Tincion inmunohistoquimica que demuestra la expresion de

Ki-67, 40X.

Durante el desarrollo normal, la autorrenovacién de las CMs es regulada por
sefiales procedentes del nicho que las rodea. La disregulacién de este proceso de
autorrenovacion que permite la expansion de las CMs puede ser un evento clave en la
carcinogénesis temprana. Las CMs normales tienen su maquinaria de autorrenovacién
preparada y activada; por tanto, el mantenimiento de esta activacién puede ser mas
simple que activar esta maquinaria de novo en una célula diferenciada [25,30,31]. En
otras palabras, las CMCs se apropian de la maquinaria de autorrenovacién que se
expresa normalmente en las CMs normales. Las vias normales implicadas en el proceso
de autorrenovacién incluyen Wnt, Notch y Hedgegog. Evidencias en modelos animales
ponen de manifiesto que la disregulacion de cada una de estas vias dan lugar a
tumorigénesis [17]. La via Wnt con su activador aguas abajo, B-catenina, ha
demostrado que expande el pool de CMs hematopoyéticas (CMH) y que incrementa la
tasa de proliferacién de las células progenitoras hematopoyéticas en médula dsea
humana [32,33]. Elevados niveles de PB-catenina y proteinas Wnt estimulan la
proliferaciéon de queratinocitos en cultivo [25]. Finalmente, la activacién de la via Wnt

se ha demostrado en cancer de colon, de piel y en COCE [34-38].

Hipdtesis de las células madre cancerosas y su origen

La idea de tumorigénesis basada exclusivamente en la actividad aberrante de
las CMCs deriva del hecho basico de que los tumores en general, y en particular el
COCE, son heterogéneos. En este sentido, en la masa tumoral solo un fenotipo

distintivo de escasas células es capaz de iniciar un nuevo tumor mientras que la gran
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mayoria de las células tumorales que integran el grueso del tumor son incapaces de
iniciar el crecimiento de un nuevo tumor [25,39-45]. La consideracidon de la existencia
de CMCs también deriva del parecido estructural de los tumores bien diferenciados
con sus tejidos de origen. Concretamente, los COCE bien diferenciados pueden
reproducir, no solo la apariencia histoldgica del epitelio oral, sino también su patrén de
proliferacién en los nidos bien diferenciados que reproducen de forma aproximada los
tres compartimentos del epitelio normal: basal —con las CMs-, compartimiento
amplificante transitorio —con las CATs- y células diferenciadas. La reproduccién de la
jerarquia proliferativa del epitelio oral normal hace pensar que el mantenimiento del
crecimiento tumoral dependa, al igual que en aquel, de un solo tipo de células
tumorales, las CMCs. Bonnet y Dick [46] fueron los primeros en documentar que sélo
un pequefio grupo de células tumorales en leucemia mieloide aguda (LMA) humana,
con fenotipo CD34+/CD38-, eran capaces de generar LMA cuando se trasplantaban a
ratones NOD/SCID, mientras que el resto de las células de la neoplasia no eran
iniciadoras de tumor. Los autores concluyeron que la LMA humana estaba organizada

como una jerarquia que se originaba de una célula hematopoyética primitiva.

Aunque la hipétesis mas plausible es que las CMCs se originen de las CMs
normales adultas, otros origenes podrian también ser posibles. Una CMC podria
originarse de la fusion de una CM hematopoyética y una célula epitelial diferenciada.
Como consecuencia de ello, la célula diferenciada adquiriria el patron de
autorrenovacion de la CM hematopoyética[47]; este proceso de fusidn puede en si
mismo crear inestabilidad gendmica facilitando el aciumulo de nuevos eventos
oncogénicos. Alternativamente, podrian existir células somaticas epiteliales mutadas
gue se fusionaran con CM hematopoyéticas y dando lugar a una célula mutada con

caracteristicas CM que luego acumule mas eventos oncogénicos.

Una CMC podria derivar de la desdiferenciacion de una célula madura. Los
eventos oncogénicos pueden ocurrir en células epiteliales maduras que recuperan su
capacidad de autorrenovacién y pierden su capacidad de diferenciacion terminal

[34,48]. Las células diferenciadas deberian ser previamente reprogramadas para
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adquirir caracteristicas de CMs. La reprogramacion es un proceso complejo, “cuesta
arriba”, ya que parece claro que el mantenimiento de la identidad funcional y
fenotipica de la célula es un requerimiento esencial de las células diferenciadas, y sélo
la puesta en marcha de potentes reguladores de la maquinaria transcripcional y/o
epigenética pueden reprogramar la identidad celular [49]. En un primer estadio parece
importante la silenciacion de genes somaticos por c-Myc. Se ha demostrado que el uso
de inhibidores histona deacetilasa podria sustituir a c-Myc en el proceso de
reprogramacion ya que esto ayuda a la represién del programa de expresion de genes
de células diferenciadas. Los otros factores implicados mds tardiamente en la

reprogramacion son Oct-4, Sox -2, KIf- 4 y 4YTF [50].

En este mismo sentido, estudios recientes han demostrado que las células
cancerosas diferenciadas pueden alcanzar un estado similar al de las CMCs a través de
un proceso denominado transicién epitelio mesenquimal (TEM). La TEM se define
como la capacidad de las células epiteliales para adquirir caracteristicas
mesenquimales bajo la influencia de estimulos ambientales especificos, para
desarrollar invasion local de los tejidos circundantes y diseminacién sistémica a
organos distantes. La TEM esta promovida por la actividad de factores de trascripcién
como Snail, Twist 1 y ZEB 1 que entre otras acciones alteran la polaridad de las células
epiteliales y reprimen la expresién de E-cadherina [51-55]. La TEM estd implicada en la
adquisicidon por parte de células diferenciadas de propiedades de CMs, lo que se ha
visto en carcinomas de cabeza y cuello en donde Twist 1 induce Bmi-1, otro factor con
un papel importante en la autorrenovacion de las CMs, e infrarregula E-cadherina [56—

58].

Finalmente, las CMCs podrian derivar de un proceso denominado neosis, por el
cual tras el dafio del ADN se pueden generar células multinucleadas senescentes, que
pueden escapar a la apoptosis, dividirse y dar lugar a células con caracteristicas de
CMs, tras la division de estas células aparecen algunas células mononucleadas
denominadas “raju” que tienen una vida media mitética extendida y capacidad para

generar lineas de células transformadas [59,60]. Aunque en el tejido oral maligno es
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frecuente encontrar células multinucleadas, no esta claro si el proceso de neosis puede

ser origen de CMCs en el COCE ya que éste solo se ha visto in vitro[39].

Identificacion de células madre y células madre cancerosas

La identificacién de CMs mediante marcadores u otros procedimientos de
laboratorio es un tema controvertido que constituye uno de los principales factores
limitantes del conocimiento sobre las implicaciones de estas células en la
carcinogénesis. Hasta el momento, los Unicos métodos aceptados han sido el analisis
de la conducta replicativa in vitro y la identificacién de células de larga supervivencia

[28].

Los ensayos clonales in vitro ponen de manifiesto que cuando los
gueratinocitos son ubicados en cultivo a baja densidad generan diferentes tipos de
colonias que reflejan la naturaleza de las células que los originaron. Algunos forman
colonias grandes que crecen activamente. Estas colonias, denominadas holoclones
[61], son compactas, estan formadas por células pequenas derivadas de algunas
células fundadoras individuales y pueden ser pasadas repetidamente. Otros
gueratinocitos se dividen pocas veces hasta que pierden su capacidad de proliferacién
y desarrollan diferenciacién terminal dando lugar a colonias abortivas, denominadas
paraclones, formadas por células grandes aplanadas. Finalmente, otros queratinicitos
generan colonias denominadas meroclones que contienen células en estado de
transiciéon entre holoclones y paraclones. Se trata de colonias irregulares que
contienen menos células capaces de crecer extensivamente. Las células que dan lugar
a holoclones suelen ser clasificadas como CMs, mientras que las células que forman
paraclones se considera que proceden de las CATs. Al igual que ocurre con el epitelio
normal los queratinocitos malignos pueden también dar lugar a holoclones malignos
gue difieren de los paraclones malignos en estar constituidos por células mas
pequefias, mas rapidamente adhesivas y mas rapidamente clonogénicas. La conducta y

los patrones de expresion de los marcadores de las células que integran los holoclones
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malignos son similares a las CMs epiteliales normales, y poseen las propiedades

esenciales que definen a las CMCs [62].

La identificacién células de larga supervivencia en mucosa oral puede hacerse
con citometria de flujo usando marcadores de superficie. Algunos de los mds usados
son B-1 integrina, a-6 integrina junto con CD71, E-cadherina, B-catenina, anticuerpo
epitelial especifico y CD44. La mayoria de estos marcadores se expresan a altos niveles
en los holoclones que derivan de lineas celulares de COCE. Sin embargo, hoy se
reconoce que hay pocos marcadores fiables para CMs en cavidad oral [63], existiendo
frecuentemente problemas asociados al procedimiento como son la falta de
especificidad del marcador, con células no CMs que expresan el marcador, como
ocurre para B-1 integrina [64], CD44 [65] y otras; el hecho de que algunos de ellos sean
intracelulares, haciéndolos inapropiados para ser detectados por citometria de flujo; vy
que pueden presentar una expresiéon incrementada en situaciones en las que no solo

participan CMs como son la curacién de las heridas [66].

La citometria de flujo también se puede usar para identificar células que tienen
la capacidad de excretar el colorante vital Hoechts 33342 ligado al ADN. Esta es la
estrategia mas ampliamente empleada para la identificacion de las CMCs a partir de un
cultivo de células cancerosas [67-70]. Goodell y cols. [71] fueron los primeros que
emplearon esta técnica en médula dsea descubriendo que junto a poblaciones de
células que conservan el colorante, la citometria de flujo localiza una pequena vy
distintiva poblacién celular, denominada Side Population (SP), no teiiida, que expresa
marcadores de CMs. Zhang y cols. [69] ha comunicado que la poblacién SP es
altamente variable en las lineas celulares de cdncer oral, correspondiendo a un
porcentaje que oscila entre el 0,2 y 10% de la poblacién celular global. So y cols. [72]
han aislado una poblacién SP que corresponde al 0,25% del total de la poblacién de la

linea de cancer de lengua SCC25.

Los procedimientos comentados anteriormente no son simples ni aplicables
rutinariamente y no permiten ubicar a las CMs topograficamente en un tejido sano o

tumor para evaluar su actividad proliferativa y las relaciones espaciales con su
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progenie. La investigacion en los ultimos afios se ha dirigido hacia la busqueda de
marcadores de superficie que puedan ser facilmente identificables por métodos
inmunohistoquimicos, mas baratos, automatizables, y por tanto aplicables
rutinariamente. No obstante, esta linea de investigaciéon ha tropezado con problemas
importantes entre los que destacan la falta de especificidad de la mayoria de los
marcadores que, si bien se expresan en CMs y CMCs, lo suelen hacer también en otros

tipos celulares.

Hasta el momento la terapia antitumoral se ha dirigido indiscriminadamente
hacia todas las células del tumor asumiendo que todas ellas tienen un potencial
proliferativo ilimitado y similar capacidad de generar metdstasis. Aunque parece mas
razonable establecer estrategias de tratamiento mds selectivas dirigidas hacia CMCs.
Otro aspecto de la influencia de la hipdtesis CMCs sobre el tratamiento del cdncer hace
referencia a la responsabilidad que asumen estas células en el desarrollo de metastasis
a distancia. Si esto es cierto, seria una justificacién mas para la dianizacién de las

terapias hacia las CMCs.

La dianizacion de las CMCs en la terapia antitumoral requiere desarrollar
métodos de identificacidon de estas células. Como hemos comentado, el desarrollo de
marcadores para CMCs estd aun en su infancia, y por el momento no se dispone de un
marcador especifico de CMCs en COCE. Una tentativa atractiva de dianizacidn
terapéutica consiste en la inhibicion especifica de las vias implicadas en el
mantenimiento de las caracteristicas de CMs [73], entre ellas a la via candnica Wnt/B-

catenina.

B-Catenina

B-catenina es una proteina de la familia Armadillo, y tiene diferentes funciones
gue dependen de su localizacién celular. Estas funciones derivan de sus interacciones
con otras proteinas celulares, tanto en la membrana como en el citoplasma y nucleo, y

son posibles por la presencia en la molécula de un dominio central repetitivo[74,75]
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gue actua como plataforma comun para crear complejos funcionales con otras
proteinas (figura 5). Las diferentes funciones de [-catenina van depender en

consecuencia de su localizacién.

B-catenina en la membrana celular

B-catenina tiene una importante accién fisiolégica en el mantenimiento de la
adhesién celular, contribuyendo a la preservacién de la estructura normal del epitelio
escamoso de la mucosa oral. Los complejos E-cadherina/B-catenina son esenciales
para la adhesion celular que finalmente es dependiente del estado de fosforilacidon de
ambos componentes del complejo. La fosforilacion de E-cadherina o B-catenina por la
Ser/Thr quinasa CK11 estabiliza el complejo[76—78], aunque otros eventos de
fosforilaciéon pueden desestabilizar los complejos. Asi, la fosforilacion de B-catenina en
la tirosina 65 desorganiza el complejo E-cadherina/B-catenina y la adhesién celular
[79,80], favoreciendo la migracién celular y la invasidon [81]. La fosforilacion de PB-
catenina en la tirosina 48a o 142 refuerza la actividad de la via canénica Wnt [82,83]
probablemente liberando a B-catenina de E-cadherina e incrementando su
disponibilidad citoplasmatica. El Factor Transformante de Crecimiento-B1(TGF-B1)
parece jugar un papel importante aqui a través de su capacidad de inducir la
disociacion de los complejos epiteliales de B-catenina, estabilizandola en el citoplasma
e incrementando su disponibilidad para la translocacién al ndcleo [84,85]. En el
proceso de invasion tisular también tiene trascendencia la participacion de B-catenina
y E-cadherina en la transicion epitelio mesenquimal (TEM) que estd estrechamente
ligada a la pérdida de su localizacion en la membrana [85]. En la TEM, las células
epiteliales diferenciadas sufren una conversién fenotipica transformandose en células
con la apariencia de fibroblastos o miofibroblastos. Las células epiteliales que
desarrollan la TEM pierden marcadores moleculares como E-cadherina, B-catenina,
Zonula Occludens-1 (ZO-1) y citoqueratinas, mientras que ganan un fenotipo
mesenquimal con la expresién de vimentina, actina alfa de musculo liso (Alfa Smooth

Muscle Actin, a-SMA) y proteina especifica de fibroblasto-1 (FSP-1) y producen
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componentes de matriz fibroblastica, incluyendo colageno tipo 1 y fibronectina
[55,86—88]. A este respecto, la pérdida de expresidon de E-cadherina y B-catenina con la
sobre-regulacion de vimentina es considerada un marcador de cambios de TEM en
células epiteliales [89]. El promotor de la vimentina es considerado una diana del
factor de transcripcion B-catenina-TCF/LEF-1, sugiriendo que tanto la pérdida de E-
cadherina/B-catenina como la activacion de la via candnica Wnt pueden estar

implicadas en el incremento de la motilidad e invasividad asociada con la TEM [89,90].

A B ,
o

Gene Exression

Figura 5. Vision global de la via de sefializacién Wnt/B-catenina. [A] En ausencia
de sefializacion Wnt, B-catenina es degradada por un complejo de destruccion

multiproteico formado por APC, axina, CK1 y GSK3B. La fosforilacion N-terminal de B-
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catenina por parte de este complejo inicia una ubiquitinizacién mediada por B-TrCP y su
degradacion por el proteosoma. [B] La unién del ligando Wnt a los receptores Frizzled
en la membrana plasmatica lleva al desacople del complejo de destruccion, y la
estabilizacién de B-catenina que se acumula y transloca al nicleo donde interacciona
con los miembros de la familia TCF/LEF-1. En el nucleo, B-catenina recluta co-
activadores nucleares (p. ej. BCL9 y Pygopus) y convierte las proteinas TCF en potentes
activadores de la transcripcion para dirigir la transcripcion de los genes diana

(modificado de Jamieson y cols. 2012 [75]).

B-catenina en el citoplasma

La B-catenina citoplasmatica es esencial para la transduccién de sefiales desde
la membrana hacia el nldcleo y su acumulacién, secundaria a la carencia en su
degradacion, es fundamental para su funcién como factor de transcripcion [91]. La
activacion de los mecanismos de degradacion de B-catenina en el citoplasma

dependen del estado de la via candnica Wnt.

En ausencia de sefalizacion de proteinas Wnt, B-catenina citoplasmatica es
constantemente degradada por un complejo multiproteico formado por axina,
proteina APC (Adenomatous Poliposis Coli), y quinasas como caseina quinasa 1 (CK1) y
glucégeno sintasa 3 (GSK3) [91]. La axina tiene un papel determinante coordinando la
fosforilaciéon secuencial de B-catenina a través de dominios independientes para
interaccionar con otras proteinas en el complejo, primero en la serina 45 por CK1,

después en la treonina 41, serina 37 y serina 33 por GSK3 [92].

Estos eventos de fosforilacidon en B-catenina crean sitios de unién para B-TrCP
E3 ubiquitina ligasa, que induce la ubiquitinizacién de B-catenina y su degradacién por
el proteosoma [93]. La constante degradacidén de B-catenina por tanto previene que
alcance el nucleo y actie como un factor de transcripcion para sus genes diana (figura

5A).
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Algunos eventos moleculares que alteran la estructura de B-catenina u otras
proteinas del complejo de degradacién pueden incrementar la disponibilidad
citoplasmatica de B-catenina. Las mutaciones de B-catenina en residuos de treonina y
serina y areas adyacentes pueden encontrarse ocasionalmente en diferentes canceres,
permitiendo a B-catenina escapar de la degradacion y acumulandose en el citoplasma

[91].

La sefializacion Wnt comienza cuando las proteinas Wnt se unen a los
receptores transmembrana Frizzled (Fz) y al receptor de lipoproteinas de baja
densidad relacionado con proteina 6 (LRP6) o su familiar LRP5. El complejo Wnt-Fz-
LRP5/6 recluta a la proteina disheveled (DSH), la cual induce la fosforilacion de LRP5/6.
LRP5/6 fosforilada, afiade axina al complejo e inhibe la fosforilacién de B-catenina
citoplasmadtica y su degradacidon, aumentando la B-catenina citoplasmatica y

permitiendo su translocacién al nucleo (figura 5B).

Algunas proteinas inhiben la via candnica Wnt, entre ellas: proteina relacionada
con Frizzled secretada (FRPs) y el factor inhibidor de Wnt (WIFs), que se une y
antagoniza con las proteinas Wnt[94]; proteinas shisa, que atrapan las proteinas Fz de
nueva sintesis en el reticulo endoplasmico evitando que alcancen la membrana vy
funcionen como receptores de Wnt [95]; y Nomin y la familia de proteinas R-spondin,

gue también actian como antagonistas de la sefializaciéon Wnt [91].

Translocacion de B-catenina desde el citoplasma al nucleo

Este es el ultimo paso de la via Wnt candnica y facilita la transcripcion de los
genes diana de B-catenina. Para que B-catenina actle como factor de transcripcion
requiere unirse a la familia del factor 1 de transcripcion de linfocitos T (TCF-1) y al
factor potenciador linfoide-1 (LEF-1). Los factores de transcripcion (TCF/LEF), son los
compafieros principales de B-catenina para la regulacion de genes [96,97]. Dos
posibles mecanismos subyacen en este fendmeno: la unién de TCF a un receptor

Groucho (Trasnducin-like enhancer, TLE-10 en humanos) promueve la desacetilacién
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de histonas y la compactacion de cromatina, reprimiendo la expresion génica; ademas,
la estabilizacion de B-catenina inducida por Wnt en el citoplasma permite su
translocacién al nucleo para unirse a TCF tras desplazarla del receptor Groucho, que

junto con otros co-activadores, relaja la cromatina y permite su expresién genética.

Los mamiferos poseen cuatro genes TCF (TCF1, LEF1, TCF3 y TCF4), cuyos
productos actian como factores de transcripcién a través de las interacciones del
complejo TCF/B-catenina con los elementos de respuesta Wnt (WREs), proteinas de
alta movilidad que inducen una significativa curvatura del ADN que puede alterar la
estructura de la cromatina. Entre los genes TCF y sus productos, se ha demostrado que
LEF1 juega un papel principal en un mecanismo de retroalimentaciéon que promueve la
retencion nuclear de B-catenina, asi se ha comprobado que la sobre-expresion de LEF1
incrementa la B-catenina nuclear [98]. Ademds de estabilizar B-catenina en el
citoplasma, Wnt también estimula la transcripcién y expresién de LEF1, que junto con
la estabilizacién de B-catenina en el citoplasma crea una retroalimentacién que
transactiva LEF1, seguido de un incremento en la retencidn nuclear de B-catenina [99].
En este escenario, los complejos B-catenina/TCF1/TCF4 se unen a y transactivan al
promotor de LEF1, que une mds pB-catenina a la cromatina, de ese modo genera un
incremento en la auto amplificacién de la actividad transcripcional de [-catenina

[100]. Finalmente, los complejos LEF1/ B-catenina estimulan al promotor LEF1 [101].

Todos los eventos anteriormente mencionados generan mecanismos para la
activacion constitutiva de LEF1 y para la estabilizacién nuclear de B-catenina con la

activacion constitutiva de sus genes diana.

Entre los coactivadores nucleares asociados con [-catenina que han sido
identificados [102,103], se incluyen: BCL9 (B cell lymphoma 9); Pygopus; Mediator,
para la iniciacion de la transcripcién; Proteina TRansformation/TRansactivation
asociada a dominio TRRAP/TIP60 histona acetil tranferasas; familia ATPasa
Saccharomyces cerevisiae SWI/SNF, para la reorganizaciéon de la cromatina; y el
complejo PAF1 (platelet-activation factor), para la elongacién/modificacion de

histonas. Entre estos coactivadores, BCL9 y Pygopus tienen importantes funciones

Pagina 31



INTRODUCCION

como activadores de la cadena [104] en que P-catenina se une con BCL9 y recluta
Pygopus, que a su vez interacciona con Mediator. Pygopus esta constitutivamente en
el nucleo y puede jugar un papel en el reclutamiento y retencién de BCL9/ B-catenina
en el nucleo bajo la sefalizacién de Wnt [105] para su unién con TCF. La funcion de los
coactivadores nucleares puede ser alterada por algunas proteinas citoplasmaticas cuya
principal funcidon es la degradacién de B-catenina. En este sentido, APC, que es
esencialmente citoplasmatica, puede también actuar directamente sobre proteinas
WRE en el nucleo, antagonizando la expresidn de los genes activados por [-catenina,
mientras que estos cambios no ocurren en células con APC mutada [106]. No se
conocen los mecanismos por los que APC es reclutada hacia el nucleo [91]. GSK3 y B-
TrCP también se pueden asociar con las WREs, sugiriendo que juegan un papel

negativo en la transcripcion mediada por TCF/ B-catenina [106].

Los mecanismos por los que B-catenina es translocada y retenida en el nucleo
no son muy bien comprendidos [107]. Se ha informado que B-catenina podria entrar al
nucleo, siguiendo una sefializacion de localizacidn nuclear, a través de la interaccion
directa con proteinas de los poros nucleares [98]. Un reciente estudio [108] también
informaba que la estabilizacidn citoplasmdtica de B-catenina por Wnt es necesaria
pero no una condicidn suficiente para su acumulacién en el nucleo, la cual también
requiere la activacién por Wnt de GTPasa Racl (Ras-related C3 botulinumtoxin). Esto
forma un complejo citoplasmatico con la quinasa Jun N-terminal 2 (JNK2) y B-catenina,
en el que JNK2 fosforila B-catenina (en las serinas 191 y 605) y es translocada al
nucleo. B-catenina también es exportada del nucleo por un mecanismo que involucra
a las proteinas APC [98], Axina[109], y Ran binding protein 3 (Ras-related nuclear)
[110,111].

De acuerdo con los datos anteriores, las diferentes localizaciones celulares de
B-catenina forman parte de una reserva dindmica en la que la distribucion de pB-
catenina en cada compartimento esta gobernada por sus interacciones con otras
proteinas celulares. Debe tenerse en cuenta que la unién de p-catenina con las

diferentes proteinas (especialmente E-cadherina, LEF1 y APC) tiene lugar a través de
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sus regiones centrales en sitios que se superponen unos con otros [112]. El hecho de
que el lugar de anclaje sea el mismo para B-catenina y otras proteinas implica un
mecanismo competitivo para el anclaje. Los estudios in vitro [113] han demostrado la
competicidon por B-catenina entre E-cadherina y APC y también entre LEF1 y APC, de
forma que LEF1 solo se une con la B-catenina que no forma complejos con APC de una
manera mutuamente competitiva y excluyente. Igualmente, se ha informado que LEF1
solo forma complejos con la fraccion de B-catenina que no forma complejos con E-
cadherina [113]. Estos ensayos competitivos parecen indicar que la interaccion de -
catenina [113] con E-cadherina es una prioridad fisiolégica para la preservaciéon de la
funcién de adhesidn, mantenimiento de la estructura epitelial, y proteccién frente a
los mecanismos de invasidn relacionados con la ruptura de los complejos E-cadherina/

B-catenina [114].
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Objetivos

1. Analizar los patrones topograficos de expresidon de Ki-67 durante el proceso de
carcinogénesis oral con especial referencia a su implicaciéon en el proceso de
cancerizacién de campo.

2. Evaluar el significado de la expresién topograficamente diferencial de PB-
catenina en membrana, citoplasma y nucleo celular en epitelio oral premaligno

y cancer oral.
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Material y métodos

Estudiamos 92 muestras de COCE asociadas con epitelio no tumoral (ENT)
adyacente obtenidas de 71 pacientes con edades comprendidas entre los 45 y los 87
afios (64+11) bajo tratamiento en el Complejo Hospitalario de Jaén (Espafia); 51
(73,9%) eran hombres (tabla 1). Se revisaron las historias clinicas de los pacientes, y se
recogieron los datos de las caracteristicas clinico-patoldgicas de las lesiones. Se
emplearon bloques parafinados correspondientes a los pacientes, que se encontraban
en el archivo de bloques del Servicio de Anatomia Patoldgica del Complejo Hospitalario
de Jaén. El estudio fue aprobado por el comité ético del Complejo Hospitalario de Jaén

y de la Universidad de Granada.

Tabla 1. Descripcion de los pacientes con cancer

oral (n=712).

Variable n (%)
Sexo

Mujer 18 26.1
Varén 51 739
Ausente (n) (2)

Edad (afios)

Rango 45-87
Mediatde 64111
Ausente (n) (15)
Tabaco

No fuma 11 275
1-10 cig./dia 3 7.5
11-20 cig./dia 12 30.0
>20 cig./dia 7 17.5
Exfumador 1 2.5
Cantidad desconocida 6 15.0

Ausente (n) (31)
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Tabla 1. Descripcion de los pacientes con cancer

oral (n=712). CONTINUACION.

Variable n (%)
Alcohol

No bebedor 11 29.7
Leve 1 2.7
Moderado 3 8.1
Severo 13 351
Cantidad desconocida 9 24.3
Ausente (n) (34)

Numero tumores

1 56 78.9
2 11 155
3 2 2.8
4 2 2.8

a: 71 pacientes con 92 tumores

El epitelio no tumoral adyacente asociado con el COCE y las muestras de tejido
tumoral fueron clasificadas como “epitelio lejano” cuando la distancia al punto de
invasién del tumor era 21cm o “epitelio cercano” cuando era <lcm de este punto
[26,115,116]. Se considerd tumor cercano aquel que estaba en las inmediaciones del
punto de invasién. Evidentemente, el tejido tumoral cercano estaba presente en todas
las muestras. Se consideré tejido tumoral lejano aquel que aparecia a mas de 1 cm del
punto de invasidon. La clasificacién del epitelio no tumoral y tumor como lejano vy
cercano al punto de invasidn se realizd con la ayuda de un micrémetro 6ptico. El tejido
tumoral lejano sélo estuvo presente en 37 de los casos de la serie. Las variables clinico-
patoldgicas no encontradas en los registros clinicos fueron consideradas como
ausentes. La presencia de un segundo tumor se definié de acuerdo alos siguientes
criterios: procedencia del epitelio de superficie [117]; completa reseccidén del tumor
primario de acuerdo a la evaluacién histopatoldgica convencional [15]; la presencia de
al menos 2 cm de epitelio no tumoral entre el segundo tumor y el tumor principal de

acuerdo con los hallazgos clinicos, quirurgicos e histopatolégicos [118]; un inicio 2 6
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meses tras el inicio del tumor principal [119].Los datos relativos al grupo control para
ki-67 aparecen en el estudio previamente publicado por nuestro grupos de
investigacidon [116]. Para B-catenina nos basamos en la evidencia demostrada por
diversos autores [120-123], que sefala que su expresion en epitelio oral normal se
localiza exclusivamente en la membrana celular, especialmente en la capa basal y las

capas parabasales, y es escasa o nula en las capas mas superficiales.

Técnica inmunohistoquimica

Para la realizacién de la técnica inmunohistoquimica se cortaron secciones de
los bloques de parafina, de 4-um de espesor y se aplicé la técnica peroxidasa-
antiperoxidasa, usando el método de avidina-biotina. Latincién inmunohistoquimica se
realizé de forma automdtica empleando el equipo Autostainer Link (Dako, Carpinteria,
CA, USA) y los reactivos EmVision™ FLEX (K8002; Dako) de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. En este sistema, el desparafinado y rehidratacion son seguidos de la
recuperacién del epitopo inducido por calor, la reproducibilidad del proceso se asegura
cargando todo el soporte de cristales, por tanto, garantizando un calentamiento
idéntico de todas las secciones en cada ciclo. Usamos el anticuerpo monoclonal de
ratén Anti-Human Beta-Catenin, clone B-Catenin-1 (NHC-38, Dako), y el anticuerpo
primario Mib-1 (Dako), recomendados por el fabricante para este sistema automatico.
El contraste (contra tincidn) se realizd con el sistema hematoxilina EmVision™ FLEX
(K8008; Dako), que da una tincién azul clara en el nucleo, seguido de un montaje
permanente de las muestras en DPX. Para el control negativo, el anticuerpo primario
fue sustituido por un buffer fosfato salino; para el control positivo, utilizamos el tejido
de un COCE del que previamente sabiamos que expresaba intensamente B-catenina o
Ki-67. Los resultados fueron considerados positivos cuando un color marrén aparecia
en la membrana citoplasmatica, citoplasma o nucleo para B-catenina y en el nucleo
celular para Ki-67. En un caso, el tejido tumoral correspondiente a tumor lejano se
deteriord durante el procesado inmunohistoquimico y no pudo ser evaluado para -

catenina.
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La expresion de los marcadores en epitelio premaligno se evaludé en cuatro
campos aleatorios de gran aumento (40x), dividiendo el espesor del epitelio en cuatro
compartimentos: capa basal, capa parabasal (formada aproximadamente por tres
hileras de células), tercio medio y tercio superior. Se utilizé un micrémetro éptico para
contar el total de células y las células positivas en cada campo y compartimentos,
obteniendo un porcentaje medio de expresién para cada compartimento epitelial en
cada caso. La expresion de los marcadores en tejido tumoral cercano y lejano fue
también evaluada en cuatro campos aleatorios de gran aumento (40x), obteniendo un

porcentaje medio de expresion.

Clasificamos los patrones de proliferacion del tumor en cinco tipos: 1=
expresion de Ki-67 predominante en capas parabasales de nidos tumorales bien
diferenciados (NTBD); 2= expresién de Ki-67 predominante en capas parabasales y
basales de NTBD; 3= expresion de Ki-67 en <20% de las células tumorales en tumores
sin nidos tumorales bien diferenciados; 4= expresidon de Ki-67 en >20% de células
tumorales en tumores sin nidos tumorales bien definidos; y 5= expresién de Ki-67

exclusivamente detectada en capas basales de NTBD.

Las valoraciones se realizaron empleando el microscopio Nikon ECLIPSE

LV100D.

Meétodo estadistico

La estadistica descriptiva (medias, porcentajes y desviaciones estandar) se
realiz6 con el programa SPSS-Windows v.15.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA). La
estadistica analitica (cdlculo de valores p, mediante los test Student y chi-cuadrado) se
realizé con el programa SUDAAN v.7.0 (Research Triangle Institute, Durham, NC, USA)
para corregir, mediante el disefio WR (with-replacement), los errores estandar vy
valores p por multiples observaciones (canceres) por individuo; utilizamos los
procedimientos DESCRIPT (para comparacién de medias) y CROSSTAB (para variables

categéricas). La capacidad discriminatoria de la expresiéon parabasal de Ki-67 en
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epitelio lejano para diferenciar entre pacientes con tumores Unicos y multiples se
analizé mediante el 4rea bajo la curva ROC (asi como su IC-95%), y sensibilidad y
especificidad considerando el punto de corte dptimo de acuerdo con el criterio de

Youden [124].
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Resultados

Resultados clinicos e histopatoldgicos

La tabla 2 muestra los resultados para las variables clinico-patoldgicas del
tumor. La localizacién mas frecuente fue la lengua (41 casos; 51,9%), y la presentacioén
clinica mas frecuente fue la ulceracion de apariencia maligna (27 casos; 45%). Entre los
92 tumores, 20 (27%) fueron T1, 27 (36,5%) T2, 45 (60,8%) NO, y 58 (78,4%) MO. El
epitelio lejano no tumoral estuvo disponible para el estudio de Ki-67 en 54 tumores y

para B-catenina en 51.

Tabla 2. Descripcion de los tumores orales (n=922).

Variable n (%)
Localizacién

Suelo de boca 13 16.5
Lengua 41 51.9
Suelo + lengua 7 8.9
Trigono 4 5.1
Mucosa yugal 4 5.1
Paladar blando + mucosa yugal 4 5.1
Labio inferior 2 2.5
Encia 4 5.1
Ausente (n) (23)
Presentacion clinica

Ulcera 27 450
Leucoplasia + tumoracion 7 11.7
Liquen plano + ulcera 1 1.7
Tumoracion 19 317
Eritroleucoplasia 3 5.0
Leucoplasia + Ulcera 3 5.0

Ausente (n) (32)
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Tabla 2. Descripcion de los tumores orales (n=922).

CONTINUACION.

Variable n (%)
T

T1 20 27.0
T2 27  36.5
T3 9 12.2
T4 18 243
Ausente (n) (18)

N

NO 45  60.8
N1 19 25.7
N2a 5 6.8
N2b 2 2.7
N2c 1 1.4
N3 1 1.4
Nx 1 1.4
Ausente (n) (18)

M

MO 58 784
M1 1 1.4
Mx 15 203
Ausente (n) (18)
Estadio

I 16 216
Il 17  23.0
1] 17  23.0
IVa 23 31.1
IVc 1 1.4
Ausente (n) (18)

Grado de diferenciacién

Bien diferenciado 25 36.2
Moderadamente diferenciado 29 420
Pobremente diferenciado 15 21.7
Ausente (n) (23)
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Tabla 2. Descripcion de los tumores orales (n=922).

CONTINUACION.

Variable n (%)

Grado histolégico

Hiperplasia 15 23.8
Displasia leve 9 14.3
Displasia moderada 23 36.5
Displasia severa/carc. In situ 16 254
Ausente (n) (29)

a: 71 pacientes con 92 tumores

Resultados inmunohistoquimicos y asociaciones estadisticas

encontradas

Resultados de la expresion de Ki-67

La tabla 3 muestra el porcentaje de expresion de Ki-67 en epitelio no tumoral
cercano y lejano, en el tejido tumoral cercano y lejano, y en el grupo control. La mayor
expresion de Ki-67 se observo en las capas parabasales del epitelio cercano (39,7+27,6)
y lejano (30,1+20,0). Una alta actividad proliferativa se observé también en capas
basales de epitelio cercano (32,1+33,1) y en el tejido tumoral cercano (43,4+21,3) y
lejano (48,8+21,9). El patrdn proliferativo observado en las muestras de tejido tumoral,
tanto cercano como lejano, se muestra en la tabla 4. Los tumores cercanos seguian un
patrén 2 (expresion de Ki-67 predominante en capas parabasales y basales de NTBD)
en el 38% de los casos (imagen 5) y patrén 4 (expresion de Ki-67 en >20% de células
tumorales en tumores sin nidos tumorales bien definidos) en el 40.2%; los tumores

lejanos generalmente seguian un patrén 4.
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Imagen5. Patréon 2: expresion de Ki-67 predominante en capas parabasales vy

basales de NTBD. Tincién inmunohistoquimica de Ki-67, 40X.

Tabla 3. Porcentaje de expresion de Ki-67 en epitelios
control (n=28), en epitelios adyacentes a tumores orales
y en tumores orales (n=922).

Localizacién n Media%D.E.
Controles

Basal 28 20.6114.2
Parabasal 28 24.6%12.7
Tercio medio 28 0.0£0.0
Tercio Superior 28 0.0+0.0

Epitelio cercano al tumor

Basal 92 32.1+33.1
Parabasal 92 39.7427.6
Tercio medio 92 10.4+15.1
Tercio Superior 92 2.1+8.2
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Tabla 3. Porcentaje de expresion de Ki-67 en epitelios
control (n=28), en epitelios adyacentes a tumores orales
y en tumores orales (n=922). CONTINUACION.

Localizacién n Media+D.E.

Epitelio lejano al tumor

Basal 54 9.8+12.4
Parabasal 54 30.1+£20.0
Tercio medio 54 3.8+6.4
Tercio Superior 54 0.3+0.9
Tumor

Cercano 92 43.4+21.3
Lejano 37 48.8+21.9

a: 71 pacientes con 92 tumores

Tabla 4. Patrones de proliferacién en tumores
orales cercanos (n=92?) y lejanos (n=37) al punto
de invasion tumoral.

Tumor/Patrén n (%)
Cercano

Patrén 1 2 2.2
Patrén 2 35 38.0
Patrén 3 9 9.8
Patrén 4 37 40.2
Patrén 5 9 9.8
Lejano

Patréon 1 0 0.0
Patrén 2 7 18.9
Patrén 3 3 8.1
Patrén 4 26 70.3
Patrén 5 1 2.7

a: 71 pacientes con 92 tumores

En los 92 epitelios no tumorales (ENT) cercanos al punto de invasién, se
observd una asociacion directa y estadisticamente significativa entre la expresion de
Ki-67 en las capas basales y parabasales epiteliales (P=0,0008); 23 de estos epitelios

mostraron una reducida proliferacion basal (<20% de células Ki-67+) con un
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incremento de proliferacion en la capa parabasal (225% de células positivas) en
comparacion con los valores control. Los 23 tejidos tumorales derivados de estos
epitelios mostraron un patréon 2 (expresion de Ki-67 predominante en capas
parabasales y basales de NTBD) en el 52,2% de los casos y un patrén 4 (expresion de
Ki-67 en 220% de células tumorales sin NTBD) en el 30,4% de los casos(imagen 6); el
resto de los casos mostraron un patron 1 (expresion de Ki-67 predominante en capas
parabasales de NTBD) en el 4,3% de los casos, patron 5 (expresiéon de Ki-67
exclusivamente detectada en capas basales de NTBD) en el 4,3% y patron 3 (expresion

de Ki-67 en <20% de las células tumorales en tumores sin NTBD) en el 8,7% de los
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Imagen 6. Patrén 4: expresidon de Ki-67 en 220% de células tumorales en tumores

sin NTBD. Tincién inmunohistoquimica de Ki-67, 40X.

Nueve de los epitelios cercanos al punto de invasién mostraban un incremento

en la tasa de proliferacién basal (>20% de células positivas) en comparacién con los
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valores control y una reducida tasa de proliferacion parabasal (<25% de células
positivas); los nueve tumores cercanos derivados de estos epitelios mostraron un
patrén 2 (expresion de Ki-67 predominante en capas parabasales y basales de NTBD)
en el 22,2% de los casos, patron 5 (expresion de Ki-67 exclusivamente detectada en
capas basales de NTBD) en el 33,3%(imagen 7), patrén 3 (expresién de Ki-67 en <20%
de las células tumorales en tumores sin NTBD) en el 11,1% y patron 4 (expresion de Ki-

67 en 220% de células tumorales sin NTBD) en el 33,3% de los casos.

T .ag : X
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Imagen 7. Patréon 5: expresiéon de Ki-67 exclusivamente detectada en capas

basales de NTBD. Tincidon inmunohistoquimica de Ki-67, 40X.

Veintiocho de los ENT cercanos al punto de invasién mostraban una reducida
proliferacién basal y parabasal (£20% y <25% de células Ki-67+, respectivamente); los
tumores cercanos derivados de estos epitelios presentaron un patrén 2 (expresién de
Ki-67 predominante en capas parabasales y basales de NTBD) en el 14,2% de, patrén 3

(expresion de Ki-67 en <20% de las células tumorales en tumores sin NTBD) en el
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17,8% (imagen 8), patron 4 (expresion de Ki-67 en 220% de células tumorales sin

NTBD) en el 60,7% y patron 5 (expresion de Ki-67 exclusivamente detectada en capas

basales de NTBD) en el 7,1%.

Imagen 8. Patrdon 3: expresién de Ki-67 en <20% de las células tumorales en

tumores sin NTBD. Tinciéon inmunohistoquimica de Ki-67, 40X.

Treinta y dos ENT cercanos al punto de invasién tumoral mostraron una
elevada proliferacién basal y parabasal (>20% y 225% de células Ki-67+,
respectivamente); el patrén 1 (expresion de Ki-67 predominante en capas parabasales
de NTBD) fue observado en el 3,1% del tejido tumoral cercano derivado de estos
epitelios, el patrén 2 (expresion de Ki-67 predominante en capas parabasales y basales
de NTBD) en 53,1%, el patréon 3 (expresion de Ki-67 en <20% de las células tumorales
en tumores sin NTBD) en el 3,1%, el patrén 4 (expresion de Ki-67 en 220% de células

tumorales sin NTBD) se observé en el 31,2% y el patréon 5 (expresion de Ki-67
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exclusivamente detectada en capas basales de NTBD) en el 9,3% de tejidos tumorales

cercanos derivados de estos epitelios.

En el 70% de los epitelios cercanos (64/92 casos), <10% de las células del tercio
medio eran Ki-67+, y en el 93,5% de los epitelios cercanos al punto de invasién (86/92
casos), <10% de las células del tercio superior expresaron este marcador; 250% de las

células fueron Ki-67+ en el tercio medio en dos casos (2,2%) y en el tercio superior en

un caso (1,1%) (Imagenes9 y 10).

Imagen 9. [A] Epitelio no maligno adyacente al punto de invasién que muestra
una escasa proliferacidén basal y elevada a nivel parabasal (flecha roja), y tumor cercano
[B] mostrando una elevada proliferacién basal y parabasal (flecha roja). Este patrén de
proliferacion tumoral podria estar relacionado con un cambio del tipo de divisidn
celular de las células madre cancerosas, de asimétrico a simétrico (tincidon
inmunohistoquimica de Ki-67, 40x). En el apartado “Imagenes” aparecen a mayor

aumento las fotografias.
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Imagen 10. [A] Proliferacion basal en epitelio premaligno cercano adyacente al
punto de invasién con el mismo patrdon de proliferacion en el tumor cercano (flechas
rojas), probablemente mostrando también un cambio en el patréon de divisién de las
células madre cancerosas de asimétrico a simétrico. [B] Alta tasa de proliferaciéon en el
tercio medio (asterisco) del epitelio con algunas células en proliferacién en el tercio
superior. Este patron de divisidén inusual podria estar relacionado con la adquisicidon de
propiedades de células madre por parte de células diferenciadas (tincidn
inmunohistoquimica de Ki-67, 40x). En el apartado “Imagenes” aparecen a mayor

aumento las fotografias.

La tasa de proliferacion parabasal en epitelio lejano fue significativamente
mayor en pacientes con tumores multiples en comparacion con la encontrada en
aquellos con un unico tumor (36,7% frente al 25,4%; P=0,032), con un drea bajo la
curva ROC de 0,673 (IC-95% 0,530-0,817). El punto de corte 6ptimo para diferenciar los
pacientes con riesgo de desarrollo tumoral multiple fue una positividad para Ki-67 del

30,5% en células parabasales del epitelio lejano al punto de invasion (imagen11).
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Imagenll. Alta proliferacién parabasal (flecha roja) en epitelio lejano al punto
de invasion en un paciente con multiples carcinomas orales de células escamosas
(tincidon inmunohistoquimica de Ki-67, 40x). En el apartado “Imagenes” aparece a mayor

aumento la fotografia.

Treinta y siete pacientes presentaron tumor cercano y lejano al punto de
invasion. Ambos tumores (cercano y lejano) mostraban, en el mismo paciente,
patrones de proliferacidn similares en el 73% (27/37 casos) de los casos. Se observo el
patréon 4 (expresion de Ki-67 en >20% de células tumorales en NTBD) en el 45,9%
(17/37 casos), el patron 2 (expresion de Ki-67 predominante en capas parabasales y
basales de NTBD) en el 18,9% (7/37 casos), el patrén 3 (expresidon de Ki-67 en <20% de
las células tumorales en tumores sin NTBD) en el 5,4% (2/37 casos), y el patron 5
(expresién de Ki-67 exclusivamente detectada en capas basales de NTBD) en el 2,7%

de los casos (1/37 casos). El 27% restante (10/37 casos) mostraban patrones 1 (imagen
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12), 2 y 5 en el tumor cercano, aunque presentaban patrones 3 (1/10 casos) y 4 (9/10
casos) en los tumores lejanos. No hubo muestras tumorales cercanas sin nidos
tumorales bien diferenciados (patrones 3 o 4) que se asociaran con muestras

tumorales lejanas con nidos tumorales bien diferenciados (patrones 1, 2 0 5).
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Imagen 12. Patrén 1: expresidén de Ki-67 predominante en capas parabasales de
tumores con nidos tumorales bien diferenciados (NTBD). Tincién inmunohistoquimica de

Ki-67, 40X.

Estudio de 6-catenina

La tabla 5 muestra los valores de expresiéon de B-catenina en diferentes
localizaciones celulares y tisulares. La expresién de membrana de B-catenina en la capa
basal fue negativa en el 69,6% (64/92) de los casos y en las capas suprabasales en el

57,6% (53/92) de los casos en el epitelio cercano; también fue negativa en capas
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basales y suprabasales en el 66,7% (34/51) y en el 47,1% (24/51) de los casos,
respectivamente, en epitelio lejano al punto de invasidn. La expresion citoplasmatica
de B-catenina fue positiva en >25% de las células basales y suprabasales en el 38%
(35/92) y en el 33,7% (31/92) de los casos, respectivamente, en epitelio cercano; y, en
epitelio lejano fue positiva en >25% de las células basales y parabasales en el 35,3%
(18/51) y el 29,4% (15/51) de los casos, respectivamente. La expresidén nuclear de B-
catenina se detecté solamente en la capa basal del epitelio cercano y lejano en el 8,7%
(7/92) y en el 9,8% (5/51) de los casos, respectivamente (imagen 13 A, By C). No se
observd expresién de B-catenina nuclear en las capas suprabasales o estratos
epiteliales mas superficiales. Unos pocos casos no dieron resultados
inmunohistoquimicos de confianza a pesar del cumplimiento riguroso de los
procedimientos anteriormente descritos y de la repeticién de la prueba (tamano de n
indicado en cada tabla); la expresion de B-catenina fue completamente negativa en la
membrana, citoplasma y nucleo del epitelio lejano en el 9,8% (5/51) de los casos
(imagen 13D). Se observé una asociacion significativa entre la pérdida o la reduccién
de la expresiéon de membrana de B-catenina en las capas suprabasales del epitelio
lejano y la aparicion de tumores multiples, hallando el 33% de las células positivas en
pacientes que desarrollan tumores multiples en comparacién con el 61,7% de células
positivas en aquellos pacientes que solo desarrollan un tumor (p=0,037). No
observamos una asociacion significativa entre los valores de expresidén de Ki-67 y la
pérdida de expresion de membrana o la ganancia de expresién en el citoplasma o el

nucleo de B-catenina.

Tabla 5. Porcentaje de expresion de B-catenina en epitelio cercano y lejano

Zona Expresion (%) MediatD.E.

0 1-25 26-50 51-75 76-100

Epitelio cernano (n=92)

Membrana

Capa basal 69,6 1,1 0 0 29,3 29,5+45,7
Capa suprabasal 57,6 4,3 1,1 2,2 34,8 37,1+47,3
Tercio medio 31,5 3,3 109 109 435 54,1+43,4
Tercio superior 97,8 O 1,1 1,1 0 1,248,1
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Tabla 5. Porcentaje de expresion de B-catenina en epitelio cercano y lejano.

CONTINUACION.

Zona Expresion (%) MediatD.E.
0 1-25 26-50 51-75 76-100
Citoplasma
Capa basal 60,9 1,1 0 4,3 33,7 35,3+46,0
Capa suprabasal 652 1,1 0 2,2 31,5 32,0+45,1
Tercio medio 95,7 O 0 0 4,3 4,3+20,5
Tercio superior 100 O 0 0 0 0
Nucleo
Capa basal 91,3 8,7 0 0 0 0,943,6
Capa suprabasal 100 O 0 0 0 0
Tercio medio 100 O 0 0 0 0
Tercio superior 100 O 0 0 0 0
Epitelio lejano (n=51)
Membrana
Capa basal 66,7 O 0 0 33,3 33,3+47,6
Capa suprabasal 47,1 0 0 5,9 47,1 50,5%+49,0
Tercio medio 25,5 3,9 15,7 9,8 45,1 56,7+41,5
Tercio superior 100 O 0 0 0 0
Citoplasma
Capa basal 60,8 3,9 0 2,0 33,3 34,8+46,9
Capa suprabasal 66,7 3,9 3,9 2,0 23,5 26,4+42,0
Tercio medio 96,1 O 0 2,0 2,0 3,1+15,9
Tercio superior 100 O 0 0 0 0
Nucleo
Capa basal 90,2 9,8 0 0 0 1,3+4,4
Capa suprabasal 100 O 0 0 0 0
Tercio medio 100 O 0 0 0 0
Tercio superior 100 O 0 0 0 0
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Imagen 13. Tincién inmunohistoquimica de p-catenina [A] Expresion
predominante de beta-catenina en membrana celular en las capas parabasales y tercio
medio de epitelio no tumoral adyacente al tumor (40x). [B] Epitelio no tumoral
adyacente al punto de invasion en el que se observan algunas células basales con
expresién nuclear de B-catenina (flechas rojas); en las capas parabasales se observa una
expresion citoplasmaticas de B-catenina (asteriscos rojos). En el tercio medio B-catenina
se expresa a nivel de la membrana celular, y en el tercio superior no se observa
expresién de B-catenina (40x). [C] Negatividad de beta-catenina en epitelio adyacente a
tumor (flecha roja) con positividad en citoplasma (asterisco rojo) (20x). [D] Epitelio no
tumoral lejano al punto de invasién en el que no se observa la expresién de B-catenina

(100x). En el apartado “Imdgenes” aparecen a mayor aumento las fotografias.

La tabla 6 muestra los valores de la expresién de B-catenina en las diferentes
localizaciones celulares del tejido tumoral. La pérdida de expresion de membrana de B-
catenina se observé en el 77,2% (71/92) de los tumores cercanos y en el 94,4% (34/36)
de los tumores lejanos (imagen 14A y 14B). La expresién citoplasmatica de B-catenina

en >25% de las células neoplasicas se observo en el 53,3% (49/92) de los tumores
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cercanos y en el 61,1% (22/36) de los tumores lejanos (imagen 14C). La expresion
nuclear de B-catenina se observé en el 35,9% (33/92) de los tumores cercanos y en el
44% (16/36) de los tumores lejanos, aunque la expresidon de B-catenina nuclear solo se
observo en 210% de las células en el 6,6% (6/92) de los tumores cercanos y en el 25%
(9/36) de los tumores lejanos (imagen 14D). La expresién completamente negativa de
B-catenina se observd en la membrana, citoplasma y nucleo en el 21,7% (20/92) de los
tumores cercanos y en el 25% (9/36) de los tumores lejanos (imagen 14E). SAlo un caso
habia perdido la expresidon de B-catenina en la membrana del tumor cercano vy la
recuperd en el tumor lejano (0,36%; 1/36 casos); el 11,1% (4/36) de los casos que no
expresaban B-catenina citoplasmatica en tumor cercano si lo hacian en el tumor
lejano, y el 13,9% (5/36) de los casos no mostraban expresion nuclear de B-catenina en
tumor cercano pero si lo hacian en el lejano. En el 30,4% (28/92) de los casos de tumor
cercano y en el 41,7% (15/36) de los tumores lejanos se observé una pérdida de
expresion en la membrana de B-catenina con expresion en el nucleo. La expresiéon
positiva de B-catenina en membrana, citoplasma y nucleo fue mostrada por el 5,4%
(5/92) de los tumores cercanos y el 2,8% (1/36) de los tumores lejanos. La expresion
citoplasmatica de B-catenina sin expresion nuclear se detectd en el 29,3% (27/92) de
los tumores cercanos y el 27,8% (10/36) de los lejanos. Sin embargo, nunca se observo
la expresidn nuclear de B-catenina sin expresidon citoplasmatica, mientras que su
expresion conjunta si aparecié en el 35,9% (33/92) de los tumores cercanos y en el
44,4% (16/36) de los lejanos. No observamos una relacién entre la expresién de B-

catenina y Ki-67.

Tabla 6. Porcentaje de expresién de B-catenina en tejido tumoral cercano y lejano.

Zona Expresion (%) MediazD.E.

0 1-25 26-50 51-75 76-100

Tumor cernano (n=92)

Membrana 77,2 6,5 4,3 5,4 6,5 12,2+27,6
Citoplasma 34,8 12,0 12,0 13,0 28,3 40,0+38,6
Nucleo 64,1 34,8 0 1,1 0 3,1%8,5
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Tabla 6. Porcentaje de expresidn de B-catenina en tejido tumoral cercano y lejano.

CONTINUACION.

Zona

Expresion (%) MediaD.E.

0 1-25 26-50 51-75 76-100

Tumor Lejano (n=36)
Membrana

Citoplasma

Nucleo

94,4 2,8 2,8 0 0 1,5+6,3
27,8 11,1 111 27,8 22,2 44,9+37,1
55,6 41,7 2,7 0 0 5,248,1
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Imagen 14. [A] Expresion de membrana de beta-catenina con ausencia de
expresion nuclear o citoplasmdatica. [B] Pérdida de expresién en membrana (asterisco
rojo) con preservacion de expresion de membrana en el area adyacente. [C] Expresion
citoplasmdtica de beta-catenina (flechas rojas); [D] algunas células muestran expresion
en citoplasma sin expresion nuclear (flechas amarillas). [E] Completa ausencia de
expresion de beta-catenina en membrana, citoplasma y nucleo. En el apartado

“Imagenes” aparecen a mayor aumento las fotografias.

Imagen 15. Imagen extra ejemplo de expresion en membrana, citoplasma y
nucleo de beta-catenina en epitelio no tumoral adyacente a carcinoma (tincidn

inmunohistoquimica de B-catenina, 40x).

Pagina 66




3 '
’ ‘ \
y

, 0

ARGII T
() f;j‘t 5 '.‘ 3
P i G

DISCUSION







Discusion

Nuestro estudio sobre proliferacion celular en epitelio no tumoral (ENT) y nidos
tumorales bien diferenciados (NTBD) de carcinoma oral de células escamosas (COCE) a
través de la expresién de Ki-67 sugiere que el patrén habitual de proliferacion
asimétrico del epitelio normal cambia durante la transformacién maligna hacia el
COCE. Asi, aunque en 23 epitelios no tumorales (ENT) cercanos al punto de invasion, el
marcador de proliferaciéon ki-67 fue detectado mayoritariamente en las capas
parabasales, siendo su presencia escasa en las capas basales, indicando que el patrén
normal de division asimétrica se preservaba en algunos epitelios premalignos [26], sin
embargo, es interesante sefalar que los NTBDs derivados de estos epitelios mostraban
principalmente una proliferacién basal y parabasal (patrén 2) en el 52.2% de los casos
(12/23) y, menos frecuentemente (en el 4.3% de los casos) proliferacion
exclusivamente localizada en la capa basal (periferia) del nido tumoral (patrén 5;
imagenes9 y 10). Dada la ubicaciéon normal de las células madre (CM) en la capa basal
del epitelio oral sano [16,26], este tipo de patrones proliferativos podrian reflejar un
cambio desde una divisidn asimétrica normal de las CMs hacia un patrén de divisidon

simétrica.

De acuerdo con esto, los eventos moleculares necesarios para transformar una
CM hacia una forma maligna (célula madre cancerosa -CMC-), probablemente
conllevan un cambio de un patrén de proliferacidn fisiolégico asimétrico hacia un
patron simétrico que generaria dos CMCs que permanecerian en la periferia de los
NTBDs (patréon 5), su lugar natural de ubicacién. Una tasa de proliferacion alta de las
CMCs en la periferia del nido podria generar una sobre acumulacion de CMCs que
excederian la capacidad de la capa basal para alojarlas, y la subsiguiente ocupacién
gradual de las capas parabasales y presumiblemente un crecimiento expansivo del

nido tumoral.

Por otra parte, también hemos observado una elevada proliferacién basal junto
con una reducida proliferacidon parabasal en nueve de las muestras de ENT cercano al

punto de invasién tumoral; lo que parece indicar que en algunos casos el cambio de
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una divisiéon asimétrica a un patrén simétrico podria constituir un evento muy precoz
en la carcinogénesis oral. Ademas, el desarrollo de patrones con una expresion de Ki-
67 predominante en las capas basales puede indicar una baja tasa proliferativa de las
CMs premalignas, sin sobreacumulacién en las capas parabasales. Los nueve tumores
cercanos derivados de estos epitelios mostraron una expresion de Ki-67
predominantemente basal y parabasal en los nidos bien diferenciados (patréon 2;
22.2%) y una proliferacion exclusivamente basal en la periferia (patrén 5; 33.3%), entre
otros patrones. Estos datos sugieren que el patrén de proliferaciéon adquirido de forma
temprana en el epitelio oral premaligno se preserva en el tumor derivado del mismo.
Desde nuestro punto de vista, el cambio de un patrén de proliferacion asimétrico hacia
un patréon simétrico en las CMs supone la pérdida de un importante mecanismo
defensivo antitumoral en el epitelio oral. La adquisiciéon de un patrén de proliferacién
simétrico por CMs premalignas y CMCs es una muestra mas de como las células
epiteliales pueden obtener ventajas de crecimiento aprovechando en su propio

beneficio mecanismos fisiolégicos para promover y mantener el crecimiento tumoral.

Veintiocho de los ENT cercanos al punto de invasion tumoral en este estudio
mostraron una reducida proliferacién basal y parabasal (<20% y <25% de células Ki-
67+, respectivamente), y los tumores cercanos derivados de estos epitelios
preferentemente crecieron de manera no organizada (patrén 3 y 4 en el 78.5% de los
casos), impidiendo la obtencién de conclusiones acerca de los posibles cambios en los
patrones fisioldgicos de proliferacion del epitelio oral en estos tumores. Finalmente, 32
ENT cercanos al punto de invasién tumoral mostraron una elevada proliferacién basal
y parabasal (>20% y 225% de células Ki-67+, respectivamente); los tumores cercanos
derivados de estos epitelios mostraron mayoritariamente un patrén 2 (53.1% de los
casos), de nuevo apoyando la proposicién de que la pérdida temprana de la
proliferaciéon asimétrica en el epitelio premaligno es transmitida al tumor recién

establecido en la mayoria de los casos.

En una gran proporcién de epitelios cercanos al punto de invasidn (70%, 64/92

casos), <10% de las células del tercio medio fueron Ki-67+, y en casi todos los casos
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(93.5%, 86/92 casos), <10% de las células del tercio superior fueron positivas. La
presencia de escasas células proliferativas por encima de las capas parabasales puede
indicar la existencia de un retraso en el proceso de diferenciacion celular en algunas
células epiteliales o la existencia de un reducido niumero de células amplificantes
transitorias (CATs) que han sido impulsadas hacia las capas superficiales debido a una
alta tasa proliferativa en el compartimento de CATs del epitelio oral premaligno
secundaria a eventos oncogénicos tempranos en este compartimento [16, 116]. Por el
contrario, muy pocos ENT cercanos mostraron una elevada expresion de Ki-67 en sus
capas superficiales (250% de las células Ki-67+ en el tercio medio -2.2%, 2/92-y en el
tercio superior -1.1%,1/92-). La alta tasa de células proliferativas en estas
localizaciones (tercio medio y superior) podria indicar una diferenciacién celular
retrasada extendida a una gran parte de las células superficiales o podria indicar un
proceso de reprogramacion en células diferenciadas que las dota de la capacidad de
auto renovacién y caracteristicas de CMCs [34, 35]. El pequefio nimero de casos con
un patrén de proliferacion mas superficial podria reflejar las dificultades del proceso
de reprogramacion, el cual requiere de complejos procesos moleculares, reflejando la
prioridad que supone para las células epiteliales mantener su identidad a través del
mantenimiento de su estado de diferenciacién para llevar a cabo su funcién protectora

de la integridad mucosa [26,39].

Otro patron de proliferacién frecuentemente observado en el epitelio
premaligno es aquel que demuestra una escasa proliferacién basal junto a una elevada
proliferaciéon en las capas parabasales (2-3 capas; imagen 11). Este patrén podria
reflejar una muy reducida division basal por parte de las CMs y un incremento de la
actividad proliferativa de las células amplificantes transitorias. Nuestro grupo, en un
estudio previo, ha mostrado este patrén en epitelio premaligno lejano al punto de
invasidon tumoral asociado con el riesgo de desarrollo tumoral multiple [116]. Asi
mismo, en esta serie hemos encontrado nuevamente una asociacion entre la sobre
expresion de Ki-67 en las capas parabasales del ENT lejano al punto de invasién
tumoral y el riesgo de desarrollar multiples tumores. Esto podria indicar que las CATs

con una alta tasa de proliferacion, probablemente relacionada con eventos
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oncogénicos tempranos, desarrollan inestabilidad gendmica y acumulan suficientes
errores genéticos para inducir el proceso de reprogramacién que las dota de una
mayor capacidad de auto renovacion y probablemente de supervivencia,
convirtiéndose en una diana para nuevos eventos oncogénicos que culminen en el
desarrollo tumoral. El crecimiento expansivo de una poblacidn de CATs afectadas por
eventos oncogénicos precoces podria constituir la base celular de los campos
premalignos orales y justificar el desarrollo tumoral multiple en algunos pacientes con

COCE.

Nosotros decidimos considerar el tejido tumoral de un paciente en dos
fracciones diferentes que denominamos tejido tumoral cercano y lejano en funcién de
que se encontrara a mds o menos de 1 cm del punto de invasion tumoral.
Reconocemos que nuestra clasificacion tiene cierto cardcter arbitrario, pero la
justificamos en el siguiente razonamiento, que se sustenta en algunos reportes
cientificos de la literatura: dado que el didmetro medio de una célula es de 1um, un
tumor deberia generar al menos 1000 células malignas para extenderse linealmente 1
cm desde el punto de invasién[116], y el tejido tumoral a mds de 1 cm del punto de
invasion formaria una esfera de un 1cm de radio que contendria una enorme cantidad
de células malignas (aproximadamente 4,19 billones de células malignas). Nuestro
razonamiento sostiene que este elevado numero de divisiones celulares de células
malignas llevaria al desarrollo de inestabilidad genémica y a la adquisiciéon de eventos
oncogénicos sumatorios que darian lugar a clones mas agresivos. Nuestra comparacion
entre tumores cercanos y lejanos ofrece alguna evidencia de la evolucién clonal del
tejido tumoral en el sentido que hemos sefalado previamente. De las 37 muestras con
tejido tumoral cercano y lejano, el 72.9% (27 casos) mostraron un patrén proliferativo
similar en ambos tejidos: patrén 2 en el 18.9% (7/37) de los casos, esto es,
predominantemente en las capas basales y parabasales en nidos diferenciados, vy
patron 5 en el 2.7% (1/37), esto es, proliferacién exclusivamente basal en nidos
diferenciados. Estos hallazgos sugieren que algunos tumores bien diferenciados no
experimentan necesariamente eventos oncogénicos tardios responsables de la

seleccion de clones con un crecimiento mas agresivo y cadtico. Por el contrario, el
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restante 29.1% de estos 37 casos, fueron bien diferenciados en el tumor cercano vy
pobremente organizados en el tumor lejano. Este cambio hacia un estado de pobre
diferenciacién probablemente indica la seleccion de un clon celular mas agresivo a
través de eventos oncogénicos acumulativos. Dado que no hubo un tumor cercano
pobremente diferenciado asociado con un tumor lejano bien diferenciado, parece que
la evolucién clonal de los tumores no conduce nunca al tejido hacia un estado mas

diferenciado.

Estudios recientes han propuesto un nuevo modelo que implica un tipo de
progenitor celular que puede desarrollar ambas divisiones, simétrica y asimétrica, en
proporciones que aseguran el mantenimiento de la homeostasis epidérmica. Este
nuevo paradigma fue originariamente desarrollado en estudios sobre epidermis de
ratdén y en eséfago e intestino de ratdn y Drosohpila, desafiando el modelo clasico de
homeostasis epitelial basado exclusivamente la division asimétrica de las CMs [125—
129]. Nosotros interpretamos nuestros resultados de acuerdo con el modelo de
regeneracion epitelial CM/CAT, que no ha sido aun refutado en mucosa oral, y la
organizacién topografica de proliferacién en epitelio oral premaligno y maligno. Sin
embargo, subrayamos la necesidad de seguir investigando para establecer si las
observaciones que han dado lugar al nuevo paradigma de regeneracion

epitelial/homeostasis son también validas en la mucosa oral humana.

Los resultados obtenidos tras estudiar la expresién de B-catenina indican que
su papel oncogénico en el epitelio premaligno esta principalmente relacionado con la
pérdida de su expresién en la membrana celular, y que esta alteracion molecular es un
evento temprano en la carcinogénesis oral. Asi, en una gran proporcién de la serie de
72 pacientes con COCE, la expresién basal y parabasal de este marcador en el ENT se
habia perdido (o fue detectada en <25% de las células) en epitelio cercano (69.6% y
57.6% de los casos respectivamente) y en epitelio lejano (66.7% y 47.1% de los casos
respectivamente) al punto de invasion. También se observé una reduccién sustancial
en la expresién de B-catenina en los estratos mas superficiales. Estos resultados estan

en linea con los hallazgos publicados previamente de perdida de expresiéon de B-
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catenina en eséfago de Barret [130], en adenocarcinoma de colon que progresa a
cancer con un mayor grado de displasia [131], en displasia oral [132], y en mucosa
displdsica adyacente a carcinoma oral invasivo [40,133,134]. La B-catenina que es
liberada del complejo E-cadherina/B-catenina pasa al citoplasma, donde su destino
principal es su degradaciéon por mecanismos fisioldgicos. Multiples mecanismos
moleculares estdn implicados en la perdida de B-catenina y estan probablemente
asociados con eventos moleculares que producen la pérdida de E-cadherina[135]. Las
mutaciones del gen CDH1 que codifica E-cadherina son raras y solo han sido
observadas en cancer de estdmago y mama[136]. Los mecanismos epigenéticos son
probablemente mas relevantes, incluyendo la metilacién del promotor CDH1 vy las
alteraciones en la expresion y/o funcion de los factores de transactivacion que regulan
la funcion del gen CDH1 [135,137]. En nuestro estudio, la expresion nuclear de B-
catenina en la capa basal fue detectada en solo el 8.7% (7/92) de los epitelios cercanos
y en el 9.8% (5/51) de los epitelios lejanos. Estos hallazgos apoyan la proposicién de
que los mecanismos oncogénicos tempranos de [-catenina estan relacionados con la
pérdida de su expresidon en la membrana, la disociacion celular y la ganancia de
invasividad mds que con la activacién de la via candnica Wnt, en la cual, la B-catenina

nuclear actuaria como un factor de transcripcién de oncogenes.

Nos ha parecido interesante la asociacién estadisticamente significativa
observada entre el nUmero de tumores desarrollados por los pacientes y la pérdida o
reduccion de la expresién de membrana de B-catenina en las capas suprabasales del
epitelio lejano al punto de invasidn; la expresiéon del marcador era significativamente
menos frecuente (p=0.037) en pacientes que desarrollaron multiples tumores (33% de
células positivas) frente a los que solo desarrollaron un Unico tumor (61.7% de células
positivas). Actualmente se considera que los pacientes que sufren un primer COCE
tienen un alto riesgo de desarrollar multiples tumores en la cavidad oral debido a la
extension de los desérdenes moleculares oncogénicos tempranos en amplias areas del
epitelio oral; esto facilitaria nuevos y adicionales eventos oncogénicos moleculares que
son decisivos para que un clon celular especifico adquiera capacidad invasiva[16]. Se

han expuesto anteriormente algunas caracteristicas clinicas y moleculares relacionadas
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con la cancerizacién de campo y el riesgo de desarrollar tumores multiples. Nuestros
resultados preliminares demuestran que una tasa de proliferacidon incrementada en las
capas suprabasales es de vital importancia en la expansién de los campos premalignos
[137], cuyo crecimiento laminar es favorecido por la pérdida suprabasal de E-cadherina
[138]. La sobreexpresion de Ki-67 y la pérdida de expresion de E-cadherina en las capas
suprabasales del epitelio lejano al punto de invasidon suponen en nuestra opinién una
informacién util para el diagndstico de campos premalignos y como un marcador de
riesgo de desarrollo tumoral multiple en pacientes individuales [137]. Los resultados
de la expresién de B-catenina contribuyen a aumentar la evidencia de la importancia
de las capas suprabasales en la expansién de los campos premalignos y ofrecen nuevos

datos para ayudar en el manejo de estos pacientes.

La idea de que la actividad oncogénica ligada a B-catenina esta relacionada con
la ganancia de invasividad a través de la pérdida de su expresion en la membrana, se
ve reforzada por nuestros resultados de expresion B-catenina en el tejido tumoral.
Hemos observado que una alta proporcidn de los tumores cercanos y lejanos al punto
de invasién tumoral muestran una pérdida en la expresion de B-catenina en la
membrana (77.2% de los cercanos y 94.4% de los lejanos), y la proporcién con
expresion en <25% de las células de los COCEs era aun mayor. La pérdida completa en
la expresidn de B-catenina ha sido previamente publicada en aproximadamente el 50%
de carcinomas orales [139] y ha sido relacionada con un peor grado histoldgico [140] y
una mayor afectacion de ganglios linfaticos [141]. De acuerdo con nuestros resultados,
este mecanismo oncogénico, relacionado con la disociacion celular y ganancia de
invasividad debida a la pérdida de B-catenina, actia desde las fases mas tempranas de
la invasion del COCE, facilitando la expansion local de los clones celulares malignos.
Ademas, nuestros hallazgos de una completa negatividad en la expresion de B-
catenina en membrana, citoplasma y nucleo en el 21.7% (20/92 casos) de los tumores
cercanos y en el 25% (9/36 casos) de los tumores lejanos indica que este puede ser el
Unico mecanismo oncogénico ligado a B-catenina en una proporcion sustancial de los
casos. Solo un caso (0.36%; 1/36) mostré una pérdida de expresidon de B-catenina en

membrana en el tumor cercano y recuperd su expresion en el tumor lejano. Desde un
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punto de vista molecular, la pérdida de expresion de B-catenina esta relacionada con
la pérdida de expresion de E-cadherina, frecuentemente como consecuencia de la
metilacion del gen CDH1. Es importante resaltar que la metilacion de CDH1 no es
irreversible. Otros investigadores han aislado in vitro clones altamente invasivos de
COCE (MSCC-Invl y MSCC-Inv2) con una reducida o completa ausencia de expresién
del complejo E-cadherina/B-catenina en comparacién con células parentales e
informaron de la hipermetilacion reversible del gen CDH1 [26]. En otras palabras, el
gen hipermetilado puede ser desmetilado y volver a expresar E-cadherina y por tanto
B-catenina, volviendo a ganar adhesividad celular. Este mecanismo parece ser
importante para recuperar ventajas en el crecimiento de los nidos tumorales, ligado al
establecimiento de colonias metastasicas favorecido por el contacto célula-célula
cuando éstas llegan a los ganglios linfaticos u érganos distantes. Sin embargo, nuestros
resultados parecen indicar que la re-expresion de B-catenina, posiblemente ligada a
este fendmeno molecular, no es frecuente en la expansion local del COCE, en la cual la
prioridad puede recaer sobre mecanismos ligados a la ganancia de invasividad en lugar

de la activacion de la via candnica Wnt.

La expresion nuclear de B-catenina, condicion sine qua non para la completa
activacion de la via candnica Wnt, se observd en muchos tumores de nuestra serie de
COCEs. Asi, tanto los tumores cercanos como los lejanos mostraron una expresion de
B-catenina nuclear en algunas células en el 35.9% (33/92) y el 44.4% (16/36) de los
casos, respectivamente; y sin embargo, la proporcién de tumores que expresaron [3-
catenina nuclear en 210% de las células neopldsicas fue considerablemente menor
(6.6% de los tumores cercanos y 25% de los lejanos). Por lo tanto, la activacién
acreditada de la via candnica Wnt en la carcinogénesis oral puede no afectar a la
mayoria de las células tumorales. En este sentido, la via candnica Wnt podria estar
implicada en el mantenimiento de la poblacién de CMCs, una poblacién escasa de
células malignas que mantienen el crecimiento tumoral [26]. La baja proporcién de
células malignas que expresan B-catenina nuclear es consecuente con el bajo nimero
de CMCs en un tumor, si bien la expresion nuclear de B-catenina ha sido propuesta

como marcador de esta poblacion celular [26,142]es necesario seguir investigando
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para establecer su valor como marcador de CMCs. La expresion nuclear de esta
proteina se asocio con la pérdida de su expresién en la membrana en el 30.4% (28/92)
de los tumores cercanos y el 41.7% (15/36) de los tumores lejanos de nuestra serie.
Esta observacion en los tumores cercanos indica que el papel de B-catenina en la
carcinogénesis oral frecuentemente implica todas sus propiedades oncogénicas. Sin
embargo, nuestros resultados sugieren que la participacion exclusiva de la via candnica
Whnt en la carcinogénesis oral es rara, con solo un 5.4% (5/92) de los tumores cercanos
y el 2.8% (1/36) de los tumores lejanos mostrando una expresién de B-catenina
positiva en membrana, citoplasma y nucleo. Como se ha mencionado anteriormente,
la expresion de B-catenina en el nucleo celular y su funcion como factor de
transcripcion de oncogenes requiere su acumulacién en el citoplasma debido a un fallo
en los mecanismos fisiolégicos de degradacién. Esto es corroborado por la ausencia de
casos con expresion nuclear de B-catenina y expresién negativa de B-catenina en el

citoplasma en el presente estudio.

La acumulacién citoplasmdtica de B-catenina, simulando la activacion de la via
candnica Wnt, puede ser producida bajo ciertas condiciones moleculares, incluyendo
la mutacién del gen B-catenina o de los genes que codifican las proteinas que la
degradan en el citoplasma[143]. En general, sin embargo, las mutaciones de B-catenina
son raras en la carcinogénesis humana [144-148]. De este modo, no se encontré la
mutacion de este gen en la mayoria de estudios de carcinomas de cabeza y cuello
[143,149-153] vy, cuando se observd, no se tradujo en una ganancia de su funcion
[149]. Las mutaciones del gen APC, que codifica la proteina APC, necesaria para la
degradacion citoplasmatica de B-catenina, son raras en los COCEs [154] o no se
acompafan por la sustituciéon de aminoacidos [143]. Observaciones similares han sido
publicadas para mutaciones en el gen axin-1 que codifica la proteina axin, esencial en
el complejo citoplasmatico de degradacién de B-catenina. La mayoria de autores no
encontraron mutaciones de este gen en lineas celulares de COCEs, con un unico
estudio que informa de tres polimorfismos del gen axin-1, dos de los cuales no
resultaron en la sustitucion de aminodcidos [155]. Otro posible mecanismo de

inactivacion de la degradacion de B-catenina es la pérdida de heterocigosidad en el
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gen APC. Este fendmeno ha sido visto en el 25-75% de los COCEs, especialmente en los
exones 11y 15 [152,154,156,157]. Sin embargo, este mecanismo de inactivacién no ha
sido estudiado en otros genes que participan en la via candnica Wnt. La rareza de las
mutaciones en los genes B-catenina, APC y axin-1 sugiere que la activacién aberrante
de la via candnica Wnt puede ser atribuida a cambios epigenéticos. Asi, la inactivaciéon
epigenética de los genes SFRF que codifican inhibidores de Wnt, es frecuente en el
COCE [158], aunque otro estudio [149] no detectd la metilacion de islas CpG en los

genes B-catenina, axin-1 o GSK3B en cancer oral.

La activacion de la expresién nuclear de B-catenina como factor de
transcripcion da lugar a la activacion de oncogenes implicados en el incremento de la
proliferacién celular. La expresion del oncogén CD1, una de las dianas de B-catenina,
depende fuertemente del complejo B-catenina/TCF y tiene un efecto directo en la
proliferaciéon celular de algunos tipos de carcinoma, por ejemplo, el carcinoma
hepatocelular [159]. En el presente estudio, sin embargo, no encontramos una
asociaciéon entre la expresiéon nuclear de B-catenina y la actividad proliferativa de las
células tumorales a través de la evaluacion del incremento de expresion de Ki-67. Hay
dos posibles explicaciones para este resultado aparentemente contradictorio. Primero,
la baja frecuencia de la expresion nuclear de B-catenina sugiere que otros mecanismos
oncogénicos pueden estar implicados y jugar un papel conjunto en el incremento de la
proliferaciéon celular en comparacién con B-catenina. Ademas, creemos que la
expresion de Ki-67 no representa fielmente la fraccién de células tumorales que
influyen negativamente en la evolucién y prondstico de la neoplasia, dado que algunas
células proliferativas en un tumor pueden representar una fraccién capaz de
comportarse como las CATs del epitelio que estarian destinadas a desarrollar

diferenciacién terminal, al igual que ocurre en el epitelio normal [115].

A modo de resumen, nuestros resultados indican que un cambio en el patrén
de proliferacién asimétrico de las CMs adultas hacia un patrén simétrico anormal
puede tener lugar durante la carcinogénesis oral, produciendo una poblacién de CMCs

responsables del crecimiento tumoral. Esta alteracién puede ser un evento temprano
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en la carcinogénesis oral. Nuestros resultados parecen indicar que la fuente principal
CMCs es la transformacion maligna de las CMs epiteliales normales. Aunque las CMCs
también podrian derivar de las CATs, y con menos probabilidad de la reprogramacion

de células epiteliales maduras.

Por otra parte, la implicaciéon oncogénica temprana de B-catenina parece estar
principalmente relacionada con la ganancia de invasividad a través de la pérdida de su
funcion como molécula de adhesiéon, mientras que la activacion de los oncogenes
diana de la via candnica Wnt parece ser menos relevante. En la presente serie de
pacientes, la pérdida de expresidon suprabasal de B-catenina en dareas de epitelio no
tumoral distantes del punto de invasidon se comporté como un marcador de campos
premalignos y de riesgo de desarrollo tumoral multiple. Los estudios
inmunohistoquimicos de localizacidon topografica de la expresién de B-catenina son
muy importantes para entender los mecanismos oncogénicos relacionados con esta
proteina. Sin embargo, deben tenerse en cuenta otros parametros para evitar una
mala interpretacion de las funciones oncogénicas de esta molécula. Asi, la mayoria de
estudios en epitelios premalignos y carcinomas orales atribuyen la misma capacidad
oncogénica a la expresién citoplasmatica o nuclear de B-catenina, mientras que otros
no diferencian entre ellas en los analisis estadisticos. Nuestros hallazgos sugieren que
solo la expresion nuclear de B-catenina debe ser tenida en cuenta como activacién de
la via candnica Wnt y que la pérdida de expresién en la membrana debe ser
considerada como un signo indirecto de la ganancia de invasividad. La expresién
citoplasmatica representaria un paso intermedio en la fisiologia de esta molécula con
multiples funciones, donde va a ser degradada por el sistema ubiquitina-proteosoma o

almacenada para su translocacion al nucleo.

Finalmente, nuestros resultados no apoyan la implicacidon de la via candnica
Wnt en el mantenimiento de las CMs en el epitelio premaligno [137,142] o el papel de
B-catenina nuclear como un marcador de esta poblacién celular. La expresion nuclear
de B-catenina era extremadamente escasa en el epitelio premaligno de nuestra serie, y

era frecuente la ausencia completa de células positivas. Otros autores han cuestionado
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el uso de B-catenina como marcador de caracteristicas de CM debido a su falta de
especificidad [26]. Creemos que es necesario seguir investigando para verificar estos
hallazgos y confirmar esta hipdtesis. En particular, estudios que garantizan la
microdiseccion de células proliferativas basales y parabasales en NTBD y en ENT
asociados, y analizar la expresién de genes que se sabe que confieren caracteristicas

de CM, como ABCG2, Oct4 y CD133.
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Conclusiones

1. Nuestros resultados sugieren que el patron fisioldgico de proliferacion
asimétrica del epitelio oral normal cambia durante el proceso de carcinogénesis
oral hacia un patrdn simétrico de proliferacidon aberrante, en el que una célula
madre premaligna da lugar a una progenie de células madre que se acumulan
en la capa basal (su lugar natural de ubicacion) o en las capas basal o parabasal,
dependiendo de su actividad proliferativa.

2. El reducido nimero de epitelios premalignos que presentan altas tasas de
proliferaciéon en estratos celulares mas superficiales (tercio medio y tercio
superior) podria reflejar el desarrollo de procesos de reprogramacién de las
células diferenciadas que recuperarian su capacidad proliferativa vy
previsiblemente adquieren capacidad de autorrenovacidn y caracteristicas de
células madre.

3. La sobreexpresion de Ki-67 en capas parabasales de epitelio lejano al punto de
invasion se ha comportado como un marcador de riesgo de desarrollo tumoral
multiple y podria ser considerado como una aproximacién diagndstica de
campos premalignos orales. Esta conclusidn apoya reportes previos de nuestro
grupo de investigacion (Gonzalez-Moles MA, Bravo M, Ruiz-Avila |, Acebal F,
Gil-Montoya JA, Brener S, et al. Ki-67 expression in non-tumour epithelium
adjacent to oral cancer as risk marker for multiple oral tumours. Oral Dis. 2010
Jan; 16(1):68-75).

4. El comportamiento prioritario de los tumores que inicialmente se manifiestan
como proliferativamente bien diferenciados es el mantenimiento del mismo
patron de proliferacién diferenciado durante la expansién local del tumor. No
obstante, un menor porcentaje de tumores bien diferenciados cambian de
patron hacia formas cadticas de proliferacion, lo que presumiblemente indica el
acumulo de eventos oncogénicos que seleccionan clones progresivamente mas
agresivos.

5. Nunca se produce un proceso de diferenciacion hacia estados proliferativos

bien diferenciados durante la expansion local de un tumor, lo que sugiere que



CONCLUSIONES

el acumulo de eventos oncogénicos siempre conduce a la seleccién de clones
mas agresivos.

La implicacidn oncogénica temprana de B-catenina parece estar principalmente
relacionada con la ganancia de invasividad a través de la pérdida de su funcién
como molécula de adhesién, mientras que la activacidon de los oncogenes diana
de la via candnica Wnt parece ser menos relevante.

La reduccion de la expresion de membrana de [-catenina en capas
suprabasales de epitelios no tumorales alejadas del punto de invasién se ha
comportado como un marcador de riesgo de desarrollo tumoral multiple, y
apoya la importancia de las capas suprabasales en la expansion de campos

premalignos orales.
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Imagenes

Imagen 9 (A). Epitelio no maligno adyacente al punto de invasion que muestra
una escasa proliferaciéon basal y elevada a nivel parabasal (tincion inmunohistoquimica

de Ki-67, 40x).




IMAGENES
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Imagen 9 (B). Tumor cercano mostrando una elevada proliferacion basal y
parabasal. Este patron de proliferacion tumoral podria estar relacionado con un cambio
del tipo de divisién celular de las células madre cancerosas, de asimétrico a simétrico

(tincién inmunohistoquimica de Ki-67, 40x).
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Imagen 10 (A). Proliferacion basal en epitelio premaligno cercano adyacente al
punto de invasion con el mismo patron de proliferacién en el tumor cercano,
probablemente mostrando también un cambio en el patron de division de las células

madre cancerosas de asimétrico a simétrico (tincion inmunohistoquimica de Ki-67, 40x).
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Imagen 10 (B). Alta tasa de proliferacion en el tercio medio del epitelio con

Este patrén de divisidon inusual

algunas células en proliferacion en el tercio superior.

podria estar relacionado con la adquisicion de propiedades de células madre por parte

67, 40x).

de células diferenciadas (tincién inmunohistoquimica de Ki
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Imagen 11. Alta proliferacién parabasal en epitelio lejano al punto de invasién
en un paciente con mdultiples carcinomas orales de células escamosas (tincion

inmunohistoquimica de Ki-67, 40x).
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Imagen 13 (A).Expresiéon predominante de beta-catenina en membrana celular
en las capas parabasales y tercio medio de epitelio no tumoral adyacente al tumor

(tincién inmunohistoquimica de beta-catenina 40x).
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IMAGENES

Imagen 13 (B). Expresion en membrana de beta-catenina en epitelio no tumoral

cercano a carcinoma. Algunas células basales (flechas rojas) muestran expresién nuclear

de beta-catenina. Células con expresién citoplasmatica de beta-catenina también

pueden ser vistas (asterisco rojo) (tincion inmunohistoquimica de beta-catenina 40x).
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IMAGENES

Imagen 13 (C). Negatividad de beta-catenina en epitelio adyacente a tumor
(flecha roja) con positividad en citoplasma en punto de invasidon (asterisco rojo) (tincién

inmunohistoquimica de beta-catenina 20x).
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IMAGENES

Imagen 13 (D). Negatividad de beta-catenina en epitelio no tumoral adyacente a

tumor (tincidon inmunohistoquimica de beta-catenina 100x).
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IMAGENES

Imagen extra relacionada con la anterior. Expresién predominante en citoplasma
de beta-catenina en tejido tumoral cercano al epitelio no tumoral representado en la

imagen anterior (tincién inmunohistoquimica de beta-catenina 40x).
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IMAGENES

A

Imagen 14 (A). Expresion de membrana de beta-catenina con ausencia de

expresién nuclear o citoplasmatica (tincion inmunohistoquimica de beta-catenina 40x).
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IMAGENES

Imagen 14 (B). Pérdida de expresién en membrana con preservaciéon de
expresion de membrana en el darea adyacente (tinciéon inmunohistoquimica de beta-

catenina 40x).
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IMAGENES

C

Imagen 14 (C). Expresidn citoplasmatica de beta-catenina (flechas rojas) (tincién

inmunohistoquimica de beta-catenina 40x).
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IMAGENES

Imagen 14 (D). Expresion citoplasmatica de beta-catenina, algunas células
muestran expresiéon en citoplasma sin expresion nuclear (tincién inmunohistoquimica de

beta-catenina 40x).
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IMAGENES

Imagen 14 (E). Completa ausencia de expresidon de beta-catenina en membrana,

citoplasma y nucleo (tinciéon inmunohistoquimica de beta-catenina 40x).
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