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1.- RESUMEN

Introduccion: El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es la neoplasia
epitelial maligna mas frecuente en la cavidad oral. Dentro de su génesis y desarrollo
la inflamacion crénica desempefia un rol fundamental. La neoformacion de vasos
sanguineos es indispensable para el crecimiento y progresion tumoral (alteracion
gendmica que otorga ventajas en la sobrevivencia celular). Ciclooxigenasa-2 (COX-
2) y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) son marcadores biologicos
relacionados con inflamacion cronica y angiogénesis respectivamente. El objetivo de
este estudio fue describir la expresion y relacion entre COX-2 y VEGF en COCE de

distintos grados de diferenciacion histologica.

Material y métodos: Se seleccionaron 39 muestras de COCE de distinto grados de
diferenciacion histolégica y 7 de mucosa oral. Se realizé técnica de
inmunohistoquimica con antigenos anti-COX-2 y anti-VEGF. La cuantificacion de los
antigenos se determind mediante un método semicuantitativo, por cuantificacion
de la inmunotincién citoplasmatica en 5 campos (40X) por muestra, para el
namero total de células y el nimero total de células positivas a inmunomarcacion
para las proteinas COX-2 y VEGF, para obtener indice de marcacién (IM) (COX-2
y VEGF) expresado en %. Se realizd estadistica analitica y descriptiva de los

datos obtenidos.

Resultados: La edad media de los pacientes con COCE fue de 64 afios, siendo el
mayor porcentaje en hombres (71,3%). La localizacién anatémica mas frecuente fue
lengua (30,8%). Se observé diferencia estadisticamente significativa en la
inmunoexpresion de la proteina COX-2 en COCE versus mucosa oral (p< 0,0001) y
en COCE poco diferenciado (PD) versus COCE bien diferenciado (BD) (p< 0,05).
Para la inmunoexpresion de la proteina VEGF se observd diferencia
estadisticamente significativa en la inmunoexpresion en COCE versus mucosa
oral (p< 0,0001), en COCE PD versus COCE BD (p<0,0001), en COCE PD versus
COCE moderadamente diferenciado (MD) (p<0,001) y en COCE MD versus
COCE BD (p<0,05). Se encontrd una correlacién positiva entre COX-2 y VEGF en
COCE MD (p=0,017) y COCE PD (p=0,003).
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Conclusiones: Este estudio demuestra una alta expresion de las proteinas COX-2
y VEGF en COCE. La expresion de ambas proteinas en COCE podria ser utilizada
como marcador biolégico en el crecimiento y progresion tumoral. Anticuerpos
primarios anti-COX-2 y anti VEGF podrian ser indicados como marcadores
pronésticos en el crecimiento, progresion, diseminacion y metastasis tumoral. Los
resultados de este estudio sugieren que el uso de inhibidores de la proteina COX-2
podrian indicarse como terapia complementaria en el tratamiento no quirdrgico de
COCE, por las propiedades antiproliferativas, proapoptoticos y antiangiogénicas

de estos inhibidores.
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2.- INTRODUCCION

El cancer corresponde a una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
a nivel mundial. A nivel de la cavidad oral, su deteccion temprana constituye un
importante reto para el cirujano dentista, sin embargo, la consulta tardia de los
pacientes y la carencia en el reconocimiento de desérdenes orales potencialmente
malignos por parte del odontoélogo, limitan su diagnostico temprano (Oh y cols.,
2016).

Esta patologia se describe como un conjunto de condiciones, que se caracterizan
por una alta tasa de proliferacion descontrolada de células atipicas, producto de la
pérdida de regulacion en el control del ciclo celular y a la inhibicién y/o evasion de
la apoptosis, con el consiguiente aumento de la supervivencia celular, generando
una masa celular conocida como tumor. Esta masa celular posee un crecimiento
desregulado con un potencial de progresion y extension hacia las regiones
anatomicas adyacentes, e incluso puede tener la capacidad de diseminarse a
organos y tejidos lejanos a su origen anatomico primario. Aquel evento de
invasion celular es denominado metastasis y esta asociado a procesos malignos,
en el cual se evidencia un desmejoramiento del prondstico, al contrastarlo con
lesiones de comportamiento menos agresivo y/o localizadas sin diseminacion

ganglionar o a otros tejidos (Barnes y cols., 2005).

Las células cancerosas difieren notablemente de las células normales, no
solamente en su comportamiento, sino que también en su grado de diferenciacion
celular. En relacion con esto, se han desarrollado diferentes clasificaciones para
cancer oral segun las células involucradas en su desarrollo (EI-Naggar y cols.,
2017). Dentro de estas clasificaciones, el carcinoma oral de células escamosas
(COCE) es el que presenta mayor prevalencia, con un 90% del total de cancer
oral diagnosticado a nivel mundial (EI-Naggar y cols., 2017). GLOBOCAN estima
una tasa de incidencia mundial de 4.0 casos por 100.000 habitantes por afio y una
tasa de mortalidad global de 1.9 muertes por cada 100.000 habitantes por afio
(Ferlay y cols., 2015).
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El COCE es un carcinoma con diferenciacion escamosa que surge del epitelio de
la mucosa oral (EI-Naggar y cols., 2017). Las células que lo componen pueden
presentar distintos grados de diferenciacion, ademas de propension a metastasis
a linfonodos de manera temprana, describiéndose una mayor frecuencia entre la
quinta y sexta década de vida (Barnes y cols., 2005; EI-Naggar y cols., 2017).
Corresponde a una secuencia de eventos, en los cuales se generan alteraciones
irreversibles en los genes que controlan la proliferacién, la apoptosis y la
diferenciacion celular (Garcia Garcia y cols., 2005). Diversos procesos
involucrados en la progresion y crecimiento de la masa tumoral en el COCE se
han asociado a procesos inflamatorios cronicos, como inhibicion y/o evasion de la

apoptosis o muerte celular y estimulacion de la angiogénesis.

Recientes estudios han relacionado la presencia de inflamacién crénica como
factor de riesgo en el desarrollo de cancer (Colotta y cols., 2009). En este sentido,
se han asociado distintos marcadores proteicos presente en el estado
inflamatorio, los cuales pueden relacionarse a las anormalidades a nivel celular
evidenciadas en el COCE (Diaz y cols.,, 2009). Uno de los marcadores
relacionados es la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2), la cual presenta roles
relevantes en carcinogénesis y progresion tumoral al favorecer la conversion de
pro-carcinégenos a carcindégenos, la estimulacion de la proliferacion celular, la
inhibicion de la apoptosis mediante la induccion de la proteina BCL-2, el
incremento del factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) responsable de
la angiogénesis tumoral, el aumento de la invasion celular, la metastasis y el
favorecimiento de la inmunosupresion (Diaz y cols., 2009; Mendes y cols. , 2009).
Sin embargo, son escasos los estudios que describan a la proteina COX-2 como
un marcador bioldgico y al anticuerpo anti-COX-2 como marcadores prondsticos
para COCE, en contraste con los diversos y numerosos estudios que existen
acerca de la asociacion entre la expresion de la proteina COX-2 y la

carcinogénesis en el tracto digestivo bajo (Zweifely cols., 2002).
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3.- MARCO TEORICO

I. Carcinoma oral de células escamosas.

El COCE se describe como una neoplasia epitelial maligna invasiva, donde las
células que lo componen pueden presentar distintos grados de diferenciacion
morfoldgica, con tendencia a generar metastasis e invasion a otros tejidos (Barnes
y cols.,, 2005). Corresponde a un proceso multi-secuencial que implica
alteraciones irreversibles en los genes que controlan la proliferacion, apoptosis y
la diferenciacion celular (Garcia Garcia y cols., 2005). Diversas etapas de la
progresion tumoral en COCE se han asociado a procesos inflamatorios crénicos,
entre ellas la inhibicion y/o evasion de la apoptosis 0 muerte celular programada,
aumento de la proliferacion celular descontrolada y la estimulaciéon de la
angiogénesis. Existe evidencia que relaciona la presencia de inflamacion crénica
como factor de riesgo en el desarrollo de cancer, teniendo implicancias tanto a
nivel de la pérdida de la regulacién del ciclo celular, como también en la
generacion de dafio a nivel del material genético por inestabilidad gendmica
(Colotta y cols., 2009).

a. Factores deriesgo y epidemiologia.

El COCE posee una etiologia multifactorial donde tanto factores intrinsecos como
extrinsecos pueden estar presentes, pudiendo generar un efecto acumulativo y
progresivo a lo largo de la vida de los pacientes (Momares y cols. 2014). Los
factores extrinsecos incluyen agentes externos al organismo, tales como: habitos
tabaquicos, ingesta de bebidas alcoholicas, exposicion a radiacidén ultravioleta,
infeccion por virus papiloma humano, dieta baja en fibras, entre otros. Por otro
lado, los factores intrinsecos incluyen: edad avanzada, descompensacion de
patologias sistémicas, desnutricion general, anemias carenciales (Silverman,
2001; Neville y cols., 2009). Del mismo se ha asociado deficiente higiene oral con
el desarrollo de cancer, sin ser un factor de riesgo independiente (El-Naggar y

cols., 2017). Ademas, resulta interesante considerar que la literatura evidencia
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gue la herencia pareciera no desempenfar un papel preponderante en el desarrollo
de COCE (Silverman, 2001; Khalili, 2008; Neville y cols., 2009)

A nivel epidemiologico, en cavidad oral es la neoplasia maligna mas comdun,
representado el 80-90% del total de canceres orales (Johnson y cols., 2011; EI-
Naggar y cols., 2017). Se describe con mayor frecuencia entre la quinta y sexta
década de vida (ElI-Naggar y cols., 2017), existiendo predileccion por el sexo
masculino, pero el incremento de fumar tabaco en mujeres ha producido un
aumento de su incidencia en el sexo femenino (Meza y cols., 2009), corroborando
el importante rol del tabaquismo por su efecto carcinogénico directo sobre el
epitelio de la mucosa oral (Riera y Martinez., 2005). Anualmente son reportados
mas de 500.000 nuevos casos de COCE (Marur y Forastiere, 2016). En 2012 el
proyecto GLOBOCAN estim6 300.373 nuevos casos, con una tasa de incidencia
mundial estandarizada por edad de 4,0 casos por 100 000 habitantes por afio y
una tasa de mortalidad global de 1,9 muertes por 100 000 habitantes por afio
(Ferlay y cols., 2015).

En los paises en desarrollo, el COCE sigue siendo una de las diez principales
causas de muerte por cancer en la poblacion adulta masculina (Torre y cols.,
2012). Aungue la incidencia de cancer oral es altamente variable en el mundo, se
acepta que la cavidad oral comprende entre el 6° al 9° lugar de frecuencia,
dependiendo principalmente del pais y del sexo de los pacientes (Johnson y cols.,
2011). Asimismo, se ha reportado un aumento general, pero no universal en la

incidencia de COCE en lengua en todo el mundo (Ng y cols., 2017).

b. Caracteristicas clinicas.
Algunos COCEs se desarrollan en mucosa oral aparentemente normal, pero otros
son precedidos por lesiones premalignas clinicamente evidentes, como

leucoplasias, eritroplasias y leucoeritroplasias (Malik y cols., 2016).

Frente a esto, se aconseja una inspeccion exhaustiva al examen clinico rutinario y



14

preventivo de la mucosa oral, en el que cualquier cambio o alteracion de
coloracién o del relieve debe ser excluido y diferenciado de otras lesiones con
diversas posibles etiologias tales como: traumaticas, inmunolégicas o vasculares,
asimismo, detectar patologias sistémicas que se puedan asociar con el desarrollo
de COCE: anemias carenciales, enfermedades infecciosas, etc. (Barnes y cols.,
2005; Neville y cols., 2009).

Entre las formas clinicas descritas para COCE se presentan:

o Ulcera o lesion endofitica: Es la forma mas comuin de presentacion.
Clinicamente se observa una ulcera de fondo sucio con areas de
necrosis, limites difusos y solevantados y base indurada, pudiendo existir
casos con sintomatologia dolorosa, halitosis, hemorragia espontanea o
provocada y supuracion pidégena por sobreinfeccion.  Asimismo,
concomitancia con adenopatias de crecimiento  progresivo,
asintomaticas, de consistencia dura o pétrea y adherida a planos

superficiales o profundos (Barnes y cols., 2005).

o Lesién proliferativa o exofitica: Corresponde a un aumento de
volumen exofitico de marcado sobrerelieve, de superficie lobulada o
papilomatosa, tamafo frecuentemente mayor a 1 cm., consistencia
firme, e induracion en su fase avanzada. Presenta escasa capacidad y
potencial de invasibn y metastasis. A pesar de ser lesiones de
crecimiento lento, son muy agresivas y destructivas localmente (Rekha y
Angadi, 2010).

. Combinaciéon de ambas.

Caracteristicas clinicas en relaciéon con su localizacién anatémica intraoral

Se ha descrito mayor frecuencia del COCE en bordes laterales de lengua, trigono

retromolar y piso de boca. Sin embargo, también es detectado en otras areas
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anatomicas de la cavidad oral: Cara interna de labios, gingiva, paladar duro y dos

tercios anteriores de la lengua. (Barnes y cols., 2005).

Las lesiones en lengua se pueden presentar como un aumento de volumen de
aspecto verrucoso o una Uulcera, estas ultimas pueden infiltrar profundamente,
reduciendo la movilidad de la lengua, provocando dislalia. Ulceras profundas se

pueden asociar a dolor (Barnes y cols., 2005).

En el labio inferior se presenta principalmente en el bermellbn y son
eventualmente precedidas por una queilitis actinica por exposicion cronica a
radiacion ultravioleta. En el labio superior son escasos, a menudo se originan en
la piel y se extienden por proyeccion local a la mucosa labial. En gingiva suele
presentarse frecuentemente como lesiones endofiticas, que provocan
progresivamente dificultad, molestias y dolor con el uso de protesis removibles
dentarias. La movilidad dentaria por infiltracién tumoral y compromiso osteolitico

hacia huesos maxilares en un evento comun (Barnes y cols., 2005).

Debido a la ausencia de sintomatologia dolorosa en etapas tempranas, alrededor
del 60% del cancer oral es detectado en estadios tardios (Soares y cols., 2014),
en estos, las lesiones se presentan con un tamafio mayor a un 1 cm. y
eventualmente molestias o dolor (Momares y cols., 2014). Ademas, en un alto
porcentaje de estos casos se suele presentar metastasis en linfonodos regionales
vecinos al momento de la exploracion clinica inicial, lo que se traduce en el
desmejoramiento del prondstico clinico y conlleva acciones terapéuticas mas

complejas (Blatt y cols., 2017).

TNM

El tamafio del tumor, la diseminacion a linfonodos y la presencia de metastasis
son los indicadores clinicos mas efectivos en el prondstico del paciente. El

sistema de estadificacion mas utilizado es la clasificaciobn Tumor-Linfonodos-
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Metéastasis (TNM). Esta clasificacion hace referencia a tres caracteristicas clinicas

presentes:
J T: Tamafio del tumor primario en centimetros.
o N: Compromiso de linfonodos locales.
. M: Metastasis a distancia.

Una vez determinados estos parametros, sus valores se registran para clasificar el
estadio. Cuanto mayor sea la etapa de clasificacion peor serd el prondstico
(Neville y cols., 2009). (Anexo 1).

c. Caracteristicas histopatolégicas.

Histolégicamente la invasion celular es representada por la proliferacién e
infiltracion de células epiteliales que sobrepasan la membrana basal hacia el tejido
conectivo subepitelial. Las células epiteliales, tanto individuales como las
agrupadas en islas o nidos, se observan como entidades independientes en el
espesor del tejido conectivo sin relacion con el epitelio vecino. A menudo se
presenta una respuesta inflamatoria o inmune celular en torno al epitelio
neoplésico infiltrado, con areas focales de necrosis y formacion de nuevos vasos
sanguineos (angiogénesis) a partir de la sobreexpresion del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEFG) (Neville y cols., 2009).

Las caracteristicas histopatoldgicas relevantes incluyen la pérdida de una interfaz
epitelio-conectivo histolégicamente bien definida, descrita como pérdida de
membrana basal, asociada a una arquitectura alterada de las capas basales del
epitelio, particularmente el reemplazo de células basales por células irregulares de

mayor tamafo (displasia celular) (Barnes y cols., 2005).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica los COCE segun el grado de
diferenciacion que presenten las células que componen la masa tumoral en:
“bien”, “moderadamente” y “poco” diferenciado. Un COCE bien diferenciado

(COCE BD) se asemeja morfolégicamente a su tejido de origen, caracterizado por
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la abundante formacion de perlas que queratina (Figura 1), asociado a un
crecimiento progresivo en el tiempo y con el potencial de metastatizar en una
etapa mas avanzada de su curso clinico. Por otro lado, el COCE moderadamente
diferenciado (MD) contiene mayor pleomorfismo celular y actividad mitética
nuclear aumentada, incluyendo mitosis anormales, atipias celulares y menor
grado de queratinizacion (Figura 2). Finalmente, se describe que, para lesiones
poco diferenciadas (PD), predominan células inmaduras con numerosas mitosis
tipicas y atipicas y un grado de queratinizacién minimo o nulo, resultando dificil
identificar su tejido de origen (Figura 3) (Barnes y cols., 2005; EI-Naggar y cols.,
2017).

Figura 1.

COCE bien diferenciado.

Caracterizado por una abundante
formacion de perlas de queratina
(Barnes y cols., 2005).

Figura 2.

COCE moderadamente diferenciado.
Las células forman grandes éareas de
anastomosis en las que se forman las
perlas de queratina. No son muy
numerosas y el componente principal
consta de células con atipias cito-
nuclear pronunciada (Barnes y cols.,
2005).

Figura 3.

COCE mal diferenciado.

Células con nucleos atipicos y un
pequefio borde de citoplasma
eosinofilico  forman  hebras vy
pequefios nidos (Barnes y cols.,
2005).




18

Il. Cancer oral e inflamacidon crénica

La carcinogénesis y el desarrollo tumoral son el resultado de la presencia de
numerosas alteraciones moleculares producidas en el acido desoxirribonucleico
(ADN). Los protooncogenes son secuencias génicas que codifican las proteinas,
cuya funcién es controlar el crecimiento y diferenciacion celular. El resultado de la
alteracion de la secuencia génica del protooncogén, por mutacion, amplificacion o
reordenamiento cromosomico, se conoce con el nombre de oncogén (Rosell y
cols., 2000). Un amplio grupo de oncogenes pueden presentar variaciones en la
secuencia de nucleotidos, desencadenando una alteracion estructural o funcional
de la célula a la cual pertenece, junto con el desarrollo de la capacidad de generar
tumores. Fenotipicamente se expresa como una proliferacion celular
descontrolada, junto a una variacion morfoldgica celular con respecto a su linaje

celular de origen (Delgadillo y cols., 2014).

La activacion del tumor empieza con dafio al ADN debido a la exposicion a
factores carcinogénicos, como agentes quimicos (como consumo de alcohol),
fisicos (como el humo del tabaco), bacterianos (como treponema pallidum, viricos
(como virus papiloma) y micoticos (candida) (Colota y cols., 2009). Si este dafio
no repara, pueden producirse mutaciones. Como resultado de la expresion
alterada de los genes comienza una expansion clonal selectiva de las células
involucradas. Los productos de dichas células se asocian a una hiperproliferacion,

inflamacion y remodelacion tisular (Jané y cols., 2003).

Este proceso de carcinogénesis se puede iniciar siguiendo dos caminos: “De
novo", desarrollandose directamente a partir de mucosa sana, 0 como estado
precanceroso (displasia epitelial) (Garcia y cols., 2005). Histologicamente este
proceso consiste en la transicion, a lo largo del tiempo, desde epitelio normal,
hiperplasia, displasia epitelial hasta desarrollarse el COCE (Figura 4) (Diaz y cols.,
2009). Frente a las modificaciones a nivel celular, la angiogénesis tumoral juega
un papel esencial en el crecimiento, invasion y diseminacion metastasica,

facilitando el suministro de oxigeno, nutrientes y factores de crecimiento para las
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células tumorales (Macedo y cols., 2017). Ademas de formar abundantes redes
microvasculares, las células endoteliales también pueden afectar el crecimiento
del tumor mediante la liberacibn de citoquinas y proteasas, que actian
exacerbando el comportamiento proliferativo e invasivo de las células tumorales
adyacentes. Uno de los factores reguladores mas relevantes de la angiogénesis
es el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF). Es un potente agente
angiogénico en tejidos neoplasicos, asimismo, se ha evidenciado que mediante la
generacion de VEGF y su secrecion en el tejido vecino, las células tumorales se

podrian nutrir de los nuevos vasos sanguineos (Rajabi y cols., 2017).

Figura 4.

NORMAL DYSPLASIA CARCINOMA IN SITU CARCINOMA

Tejido conectivo

Membrana Basal

Transicion desde epitelio normal a carcinoma. Se observa la invasion de células atipicas hacia el
tejido conectivo (Scanlon y cols., 2013)

Al existir una infeccién o lesion tisular, el sistema inmune elabora una respuesta
coordinada de tipo inflamatoria. Las células inmunes innatas como, por ejemplo:
macréfagos, mastocitos, células dendriticas (DC) y Natural Killers (NK) son la
primera linea de defensa ante cualquier alteracion de la homeostasis de los
tejidos (Moore y cols., 2010). Estas pueden iniciar la respuesta inflamatoria

liberando citoquinas, quimiocinas, proteasas de remodelacion de la matriz y
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especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, llevando a cabo la eliminacion de
patdgenos Yy la posterior reparacion del dafio tisular. Asimismo, las células DC y
NK pueden activar la respuesta inmune gue requiere especificidad antigénica. No
obstante, cualquier alteracion en el control de los componentes inmunes puede
conducir a una inflamacion crénica, generando el ambiente adecuado para el

inicio y progresion de cancer (Hussain y Harris, 2007).

Se han identificado dos vias moleculares y celulares que relacionan cancer e
inflamacion: la via intrinseca, donde los eventos genéticos que causan la
carcinogénesis inician la expresion de sefiales relacionadas con inflamacién, que
conllevan a un microambiente inflamatorio. Los distintos oncogenes comparten la
capacidad de coordinar circuitos proinflamatorios (como reclutamiento de
monocitos, activacion de factores de crecimiento, etc), en tanto, en la via
extrinseca, las condiciones inflamatorias existentes facilitan el desarrollo del

cancer (Calota y cols., 2009).

La confluencia de estas dos vias se ha descrito para citoquinas, quimiocinas y
factores de transcripcion especificos que, una vez activados, presentan la
capacidad de aumentar la expresion de los genes que son comunes tanto para
regulacion y la produccion de mediadores de la inflamacién, como también para
los relacionados a la regulacion de la supervivencia y la proliferacion de las
células cancerosas (Figura 5) (Calota y cols., 2009; Feller y cols., 2013). Las
distintas vias celulares activadas por la inflamacion crénica provocada por
infecciones cronicas, enfermedades autoinmunes y/o autoinflamatorias o por
reparacion de heridas en los sitios de lesion, constituyen factores de riesgo para la
induccion celular inicial y para la progresiéon y crecimiento del tumor maligno. En
estos ultimos, las células cancerosas inducen desarrollo de un estado inflamatorio
exagerado en el estroma, que a su vez promueve el crecimiento de las células
malignas tumorales, invasion a linfonodos y metéastasis. Las células inflamatorias
(especialmente las de origen mieloide) en el estroma asociado al tumor pueden

ser responsables de la supresion de la respuesta inmune contra las células



tumorales malignas, lo que favorece el crecimiento y progresion de la

tumoral (Figura 6) (Feller y cols., 2013).

Figura 5.
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Inflamacién como caracteristica del cancer. Una integracion a las seis caracteristicas del
cancer [modificado de Hanahan y Weinberg, 2011 y Colota y cols., 2009].
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Figura 6.
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Inflamacién crénica persistente y su relacion con el progreso del proceso carcinogénico. (Feller y
cols., 2013)

lll. Ciclooxigenasa (COX) y cancer oral.

COX es una enzima que transforma el 4cido araquidonico (a partir de fosfolipidos
de la membrana basal) en productos intermediarios inestables: prostaglandinas y
tromboxanos (Figura 7). Las prostaglandinas tienen un rol determinante en el
control homeostatico, como la mantencion de la integridad de la mucosa gastrica,
funcion plaquetaria y el flujo plasmético renal, entre otras (Mendes y cols., 2009).
Su produccién esté regulada por dos isoformas de COX, llamadas COX-1 y COX-
2. La primera es una isoforma constitutiva que se ha descrito en la mayoria de los

tejidos, pero es particularmente importante en los vasos sanguineos, plaquetas,
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estbmago, intestino, pancreas y riién. La segunda, es una enzima inducible,
estimulada por citotoxinas, endotoxinas, factores de crecimiento y mitdgenos. Es
esta isoforma la que se encuentra sobre-expresada en la inflamacion y se
considera uno de los principales mediadores en este proceso (Diaz y cols., 2009;
Mendes y cols., 2009). A pesar de esto, se ha evidenciado que COX-2 tiene
presencia constitutiva en algunos organos, tales como sistema nervioso central y
vesiculas seminales (Byatnal y cols., 2015). En las ultimas décadas, se han
descrito elevados niveles de COX-2 en diversos tumores de cabeza y cuello (Chan
y cols., 1999; Mendes y cols., 2009). Este incremento en la expresion resulta en
un aumento en la sintesis de prostaglandinas asociadas con la inflamacion y
carcinogénesis, existiendo evidencias tangibles de que COX-2 esta
sobreexpresada en células estromales tanto extra como intratumorales y asi como
en células neoplasicas propias del tumor (Diaz y cols., 2009). El rol de COX-2 en
la tumorigénesis fue demostrado inicialmente en modelos animales para la
Poliposis Familiar Adenomatosa, una enfermedad genética conducente al
desarrollo de adenocarcinomas gastro-intestinales (Zweifel y cols., 2002). Sin
embargo, el impacto en el aumento de la expresion de la proteina COX-2 en la

carcinogénesis del COCE no ha sido dilucidado por completo (Blatt y cols., 2017).

Figura 7.
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diferentes grupos de compuestos. De estos, los prostanoides originados
producto de la accion de COX (prostaglandinas y tromboxanos) estan
asociados a una alta actividad biologica, junto con leucotrienos
(productos de la acciéon de la enzima lipooxigenasa). (Diaz y cols., 2009)
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Liu y cols describen la importancia de la COX-2 en tumorigénesis, demostrando
que el aumento de la expresion de la proteina COX-2 en glandula mamaria de
ratones transgénicos induciria carcinogénesis (Liu y cols., 2001). Por otro lado, se
ha descrito que los inhibidores selectivos de la COX-2 afectan la proliferacion de
las células epiteliales tumorales (Shibata y cols., 2005). La alta expresion de COX-
2 ha sido descrita en diversos tumores malignos en humanos, que incluyen
carcinomas en colon (Eberhart y cols., 1994), estomago (Leung y cols., 2001),
es6fago (Kase y cols.,, 2003), mama (Davies y cols., 2003), prostata
(Kirschenbaum y cols., 2000) y cabeza y cuello (Chan y cols., 1999; Galo y cols.,
2001; Itoh y cols., 2003). Estudios in vitro han demostrado que las células con alta
inmunoexpresion proteica de COX-2 presentan cambios fenotipicos, que podrian
incrementar su potencial capacidad tumorigénica, como la mayor adhesion a las
proteinas de la matriz extracelular y evasion a la apoptosis (Byatnal y cols., 2015).
Asi mismo, se ha descrito que la alta expresion de COX-2 contribuye a la
carcinogénesis y al desarrollo del fenotipo maligno a través de mecanismos tales
como: conversién de pro-carcinbgenos a carcinbgenos como consecuencia del
metabolismo del acido araquidonico, la estimulacion de la proliferacion celular, la
inhibicion de apoptosis, el incremento de la angiogénesis mediante la
sobreexpresion de VEGF, el aumento de la invasion tumoral y la metéstasis
mediante la induccién de las metaloproteinasas de matriz y el incremento de la
inmunosupresion (Méndez y cols., 2009; Diaz y cols., 2009). Ademas, la
expresion de COX-2 ha sido significativamente relacionada con la metéstasis de
linfonodos en los carcinomas de prostata (Yoshimuray cols., 2000), carcinomas
cervicales uterinos (Bandyopadhyay y cols., 2011) y canceres gastricos (Byatnal y
cols., 2015). En COCE se ha descrito la presencia de COX-2 asociada a lesiones
preneoplasicas, con un aumento durante los cambios fenotipicos desde epitelio

normal, hasta el desarrollo de carcinoma (Figura 8) (Diaz y cols., 2009).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eberhart%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7926468
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En el desarrollo de lesiones preneoplasicas orales a COCE, se observa un
incremento constante de COX- 2 a lo largo de este proceso. (Modificado de
Diaz y cols., 2009)

IV. VEFG y cancer oral.

La causa primaria de mortalidad por cancer es la formaciéon de metastasis a
distancia, donde las células involucradas poseen la capacidad de invadir otros
tejidos incluso a 6rganos o tejidos muy distantes al tumor inicial primario. De la
misma manera, la masa tumoral avascular se vuelve dependiente de angiogénesis
para su mantenimiento y progresion. COX-2 induce la produccién de factores
como VEGF, fundamental en la produccién de nuevos vasos sanguineos (Byatnal
y cols., 2015).

VEGF es producido por muchos tipos de células, incluyendo las células
tumorales, macréfagos, plaquetas, queratinocitos y células renales. La evidencia
destaca que la actividad de VEGF no se limita al sistema vascular, sino que
también desempefia un papel relevante en funciones fisiolégicas normales, tales
como la osteogénesis, hematopoyesis y proceso de cicatrizacion (Duffy y cols.,
2004). Ademas, induce el estroma vascular no s6lo como un mitégeno directo de
las células endoteliales, sino como un potente mediador de la permeabilidad
microvascular. También se ha descrito su alta expresion en una variedad de

tumores benignos y malignos humanos (Basnaker y cols., 2014). En tejidos
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benignos, como los ovarios (células luteas), tubas uterinas, endometrio y traquea,
la expresion de VEGF podria indicar que este factor desempefia un papel
importante en la secrecion luminar, aumentando la permeabilidad vascular local

(Rosales y cols., 2011).

VEGF es el Unico péptido de la angiogénesis que actla especificamente en las
células endoteliales, por lo tanto, se considera uno de los factores mas relevantes

en la promocién de este proceso (Sappayatosok y cols., 2009).

Considerando la evidencia presentada que indica que el aumento de la expresion
de las proteinas COX-2 y VEGF desempefaria un rol relevante en la
carcinogénesis y en la progresion tumoral, la inhibicién selectiva de la proteina
COX-2 podria ser un objetivo terapéutico potencial para aumentar la supervivencia
de pacientes diagnosticados con COCE (ltoh y cols., 2003). Sin embargo, la
mayoria de los protocolos para estadificacion de cancer de cuello y cabeza no
relacionan estos hallazgos inmunohistoquimicos entre si, ni con los parametros
clinicos. Asimismo, en la actualidad, el desarrollo y uso de marcadores
moleculares que orienten el prondstico para COCE no es una situacion rutinaria.
Por lo tanto, los anticuerpos anti-COX-2 y anti- VEGF podrian ser considerados
marcadores prondosticos relevantes en el estudio de COCE, vy la cuantificacién de
estas proteinas (COX-2 y VEGF) como marcadores biolégicos, tendrian un rol

fundamental en la patogénesis y crecimiento del COCE (Diaz y cols., 2009).

El presente trabajo permitira determinar y analizar la inmunoexpresién de COX-2 y
VEGF en COCE, con el fin de aportar evidencia en la relacion entre inflamacién
cronica y angiogénesis en el contexto del proceso carcinogénico en COCE, asi
como poner en evidencia la utilidad de esta proteina (COX-2) como marcador
biolégico en COCE, para futuras proyecciones terapéuticas en el ambito médico y

odontoldgico.
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4. HIPOTESIS.

Existe una mayor expresion de las proteinas COX-2 y VEGF en COCE, respecto a

la expresion de estas proteinas en mucosa oral.

5. OBJETIVO GENERAL.

Determinar la expresion inmunohistoquimica de las proteinas COX-2 y VEGF de
muestras de COCE y mucosa oral del Servicio de Anatomia Patologica de la

Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Cuantificar y analizar la expresion de las proteinas COX-2 y VEGF,
mediante inmunohistoquimica en células epiteliales presentes en COCE y en

mucosa oral.

2. Cuantificar y analizar la expresion de las proteinas COX-2 y VEGF
mediante inmunohistoquimica en las células epiteliales presentes en COCE,

clasificados segun grado de diferenciacion.
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MATERIALES Y METODOS

I. Tipo de estudio

Estudio observacional descriptivo transversal.

II. Universoy seleccion de muestras

Se seleccionaron 39 muestras con diagndstico de COCE, fijadas con formalina
10% e incluidas en parafina, obtenidas del registro del Servicio de anatomia
patolégica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. Se
clasificaron segun su grado de diferenciacion (14 COCE BD, 13 COCE MD, 12
COCE pobremente diferenciados) y se incluyeron 7 muestras de mucosa oral.
Dichas muestras se seleccionaron segun criterios de inclusion y exclusion del

estudio.

Estas muestras corresponden a los envios de biopsias para solicitud de informe
anatomopatoldgico con fines diagnosticos, principalmente de hospitales
publicos y servicios de cirugia maxilofacial universitarios de la Regién

Metropolitana de Santiago de Chile entre los afios 1984 y 2011.

a. Criterios de inclusién y exclusion:

Criterios de inclusion
Muestras que correspondan a diagnésticos de COCE por grado de
diferenciacion segun tipificacion histolégica OMS 2005.
Muestras de mucosa oral normal correspondiente a mucosa masticatoria y

de revestimiento.
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Criterios de exclusion

a. Las muestras que dispongan informacion clinica incompleta en relacion
con edad, sexo y localizacion anatémica.

b. Las muestras de COCE obtenidas posterior al tratamiento quirirgico que
incluyan quimioterapia o radioterapia.

c. Las muestras de COCE que correspondan a recurrencias y/o recidivas
post-tratamiento quirdrgico.

d. Muestras de mucosa oral que presenten un infiltrado inflamatorio moderado

a severo (Clark et al., 2006) en el conectivo adyacente al epitelio.

I"l. Recoleccion de muestras e informacion clinica.

Recopilacion de muestras: Se obtuvieron los bloques de parafina de las
muestras registradas en la base de datos digital del Servicio de Anatomia
Patolégica de la Universidad de Chile, registrados entre los afios 1984-2011
para lesiones que presenten el diagnéstico histopatologico de COCE. Se
realizaron los procedimientos de laboratorio correspondientes a la obtencién de
nuevas laminillas para tincidon corriente hematoxilina-eosina. Posteriormente, se
reevaluaron las laminillas histopatolégicas segun los criterios histopatologicos
acordados (Barnes y cols., 2005) para tincibn hematoxilina-eosina (HE) a
microscopia Optica a distintos aumentos (objetivos: 4X,10x, 40x) (Figura 9).
Estas observaciones microscopicas se realizaron en forma ciega, en un

microscopio Olympus ® BX41.

Recopilacion de datos clinicos: La informacion clinica se obtuvo a partir de
las fichas clinicas de los pacientes registrados en la base de datos digital del
Servicio de Anatomia Patolégica (Microsoft® Acess2003). Dicha informacion se

recopilé en una planilla del programa Microsoft Office: Microsoft ® Excel 2010.
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V. Procesamiento y técnica inmunohistoquimica:

Las muestras fueron fijadas en formalina buffer al 10% y procesadas para
técnica histologica convencional. Se obtuvieron secciones de 4 um de espesor,
para obtener 2 cortes de cada muestra, una para cada uno de los anticuerpos
utilizados, para luego posicionarlos en portaobjetos silanizados (Colourcoat +
Adhesion, CellPath Ltd., Reino Unido).

La inmunotincion se realiz6 usando Biotin-Streptavidin-Horseradish Peroxidase
Detection System (BSB 0003, Bio SB, Santa Barbara CA, EE. UU.) y
anticuerpos primarios de raton o de conejo. Las muestras se desparafinaron en
xilol durante 20 minutos y luego se hidrataron en etanol graduado (etanol
absoluto y posteriormente, solucion de etanol al 95%) durante 10 minutos cada
una y luego se embebieron en agua destilada durante 10 minutos. Los
portaobjetos desparafinados se sumergieron en PBS (pH = 7,4 = 0,2) durante
10 minutos. Los portaobjetos se sumergieron en solucién tampon de citrato 10
mM (pH 6,0) para la recuperacion antigénica y se transfirieron a un vaporizador
de alimentos Oster®, hasta que el PBS alcanz6 el punto de ebullicion. Las
muestras se mantuvieron en este proceso durante 20 minutos y se dejaron
enfriar hasta 21°C. La actividad de peroxidasa interna se bloque6 usando
perdxido de hidrégeno en metanol al 3% y Mouse/Rabbit Immunodetector
Peroxidase Blocker Solution (BSB 0003, Bio SB, Santa Barbara CA, EE. UU.)
durante 20 minutos cada uno a temperatura ambiente. Los siguientes
anticuerpos monoclonales primarios se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente y més tarde, a 4°C durante la noche: anticuerpo primario anti COX-2
(BSB 5362, Bio SB, Santa Barbara CA, EE. UU., Dilucién 1: 100) y anticuerpo
primario anti VEGF (BSB 6054, Bio SB, Santa Barbara CA, EE. UU., Dilucion
1:50). Posteriormente las muestras depositadas en los portaobjetos se
incubaron secuencialmente con Mouse / Rabbit Immuno-Detector Biotin-Link
(BSB 0003, Bio SB, Santa Barbara CA, EE. UU.) Y Mouse / Rabbit Immuno-
Detector HRP Label (BSB 0003, Bio SB, Santa Barbara CA, EE. UU.) durante

20 minutos cada uno a temperatura ambiente. Se us6 PBS como tampodn de
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lavado durante 30 minutos segun requerimiento entre cada etapa. La reaccion
de peroxidasa se realizO con reactivo cromogeno 3,3'-diaminobenzidina
(Immunodetector DAB Chromogen, BSB 0003, Bio SB, Santa Barbara CA, EE.
UU.). Después de lavar con agua destilada durante 30 minutos, las muestras se
contra-tifieron ligeramente con solucion de hematoxilina durante 1 minuto y
luego se rehidrataron en etanol graduado (solucion de etanol al 95% y etanol

absoluto) durante 10 minutos cada una, limpiadas en xilol durante 20 minutos.



Figura 9.

Figura 9. Microfotografias con tincién H/E. Muestras de mucosa oral (A y B),
COCEBD (CyD), MD (EyF),y PD (G y H) a aumentos10x y 40x.
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Controles positivos y negativos

Se emplearon las siguientes muestras para los controles positivos externos:
e COX-2: Adenocarcinoma colon (Figura 10 A, B).
e VEGF: Hemangioma (Figura 10 E, F).

Para controles positivos internos:
e COX-2: Linfocitos

¢ VEGF: Células endoteliales.

Para los controles negativos se omitié el anticuerpo primario y secundario en las

muestras empleadas como controles positivos y fue reemplazado por solucién
PBS pH 7,4. (Figura 10 C, D, Gy H)

B.

Cuantificaciéon de los antigenos en estudio

La presencia y cuantificacion de células marcadas a la técnica de
inmunohistoquimica se determind mediante un método semicuantitativo,
contabilizando visualmente el nimero de células con tincidn citoplasmatica
color marrén, por campo de (objetivo) 40x para microscopia Optica convencional
(Olympus BX41) en 5 campos por muestra estudiada. El area por campo de
40x fue de 0,13 mm?. Se tomé una microfotografia por cada campo estudiado,
que fue procesada con el software Micrometrics SE Premium y guardada en
formato JPGE. Se calcul6 el conteo de células endoteliales y células epiteliales
neoplésicas a traves del programa de dominio publico ImageJ (v1.51k, National
Institutes of Health, USA). El indice de marcacién (IM) para COX-2 (IMcox-2) y
VEGF (IMvecr) fue obtenido entre el cociente de células marcadas (positivas)
para inmunotincion citoplasmatica y el numero total de células (marcadas y no
marcadas) por cada campo. Este recuento se realizé en forma ciega por dos
observadores. Para cuantificar el grado de concordancia de los examinadores
se utilizé el test estadistico de Kappa. El promedio del IM de cada muestra

tanto para COX-2 y VEGF se obtuvo de 5 campos estudiados y se expreso en
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términos de porcentaje (%), para ser analizados en el programa estadistico
correspondiente. La informacién obtenida fue recopilada en una planilla del

programa Microsoft Office: Microsoft Excel.

Analisis de la informacion

Se realiz6 un andlisis exploratorio mediante estadistica descriptiva para
caracterizar las variables demograficas de la muestra. La estadistica analitica
se realizé usando los programas GraphPad Prisma v6.2 e IBMe SPSSe Statics
v23. Se llevd a cabo la estadistica descriptiva con el fin de reconocer las
medidas de tendencia central, posicion y dispersion. Se determiné el tipo de
distribucion de los datos a través de la prueba de D’Agostino-Pearson. Para
comparar las medias entre estos grupos, se uso test paramétrico ANOVA vy test
no paramétrico Mann Whitney. Posteriormente, se utilizé la prueba de chi-
cuadrado de Pearson y Spearman (en casos de distribucion no Normal) para
determinar la asociacion entre las distintas variables categoricas
(sobreexpresion de proteina a través del IM y segun grado de diferenciacion).
Finalmente, se utilizd la prueba post-hoc de Tukey y correccion de Bonferroni
como test de comparaciones multiples. Un valor p<0,05 fue considerado como

limite de significancia, con un intervalo de confianza del 95%.



Figura 10.

Figura 10. Microfotografias de controles positivos (A, B, E y F) y negativos (C, D, G
y H). Técnica de inmunohistoquimica para COX-2: Adenocarcinoma de coléon (A, B,
C y D) Técnica de inmunohistoquimica para VEGF: Hemangioma (E, F, Gy H), a
aumentos 10x y 40x.
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8.- RESULTADOS

l. Caracterizacién epidemiolégica de las muestras.

De un total de 36 muestras con diagnostico de COCE, 14 (35.9%)
correspondieron a COCE BD, 13 (33.3%) a COCE MD y 12 (30,8%) a COCE PD
siendo la edad promedio para los grados de diferenciacion histolégica 66 (+ 11,27
SD), 66 (x 13,67 SD) y 60 (17,82 £ SD) afios, respectivamente (Tabla 1).

Segun el andlisis de la prevalencia de lesiones por sexo, se obtuvo 11 de
pacientes hombres (78,6%) y 3 mujeres (21,4%); 10 de pacientes hombres
(76,9%) y 3 de mujeres (23,1%); 7 de hombres (58,3%) y 5 mujeres (47,1%); para
los grados de diferenciacion COCE BD, MD y PD respectivamente (Tabla 1).

En el andlisis especifico por década y sexo, el mayor porcentaje de las muestras
de COCE se concentré en hombres pertenecientes a la 7ma década (n=9; 23,1%).
Al analizar el periodo méas afectado, sin considerar el sexo del paciente, la mayor
frecuencia fue en la 8va década (n=11; 28,2%; M=8, F=3) (Tabla 2).



Tabla 1.
SEXO
Muestras  n (%) Promedio edad M F
(afios) n (%) n (%)

COCEBD  14(35.9) 66 11 (78,6) 3(21.4)
COCEMD  13(33,3) 66 10(76,9) 3(23,1)
COCEPD  12(30,8) 60 7 (58,3) 5 (41,7)
TOTAL 39 (100) 64 28 (71,3) 11 (28,7)

Tabla 1. NUmero y porcentaje de muestras de COCE BD, COCE MD y COCE
PD con promedio de edad y distribucién por sexo.

Tabla 2.

Década 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90
Sexo M F |M F |M F |[M F M F M F
COCEBD |0 0 |0 1 |3 0 |3 0 |5 2 |0 0
COCEMD |1 0 |0 0 |3 0 |3 0 |3 0o |0 3
COCEPD |2 1 |0 1 |1 1 |3 0 |0 1 |1 1
TOTAL 3 1 |0 2 |7 1 |9 0 |8 3 |1 4
% 10,3 5,10 20,5 23,1 28,2 12,8

Tabla 2. Distribuciéon de COCE segln década y sexo.
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. Localizacion de COCE en cavidad oral

Las localizaciones con mayor frecuencia en las muestras de carcinoma oral fueron
lengua con 12 casos (30,77%), siendo el borde lateral lingual el sitio mas afectado

con 7 casos (17,95%); encia, con 6 (15,39%); y piso de boca con 6 también

(15.38%). (Tabla 3).

Tabla 3.

LOCALIZACION

COCE BD COCE MD COCE PD

TOTAL, n (%)

Paladar

Blando - - 2 5,13)

Duro 1 - - 1(2,56)
Encia

Maxilar 1 - 1 2 (5,13)

Mandibular |1 - 3 4 (10,26)
Lengua

Caradorsal |1 3 - 4 (10,26)

Borde lateral | 5 2 - 7 (17,95)

Base - - 1 1(2,56)
Labio

Superior 1 - 1 2 (5,13)

Inferior 1 1 - 2 (5,13)
Mucosa yugal 1 2 1 4 (10,26)
Reborde alveolar 1 1 1 3(7.69)
Trigono retromolar 1 - - 1(2,56)
Piso de boca - 4 2 6 (15,38)
n (%) 14 (35.9) 13(33,3) 12(30,8) |39 (100)

Tabla 3. NUmero y porcentaje de muestras de COCE BD, COCE MD y COCE
PD segun localizacién anatémica.
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lll.  Inmunoexpresion de COX-2 en COCE segun grado de diferenciacion y en
mucosa oral normal

Los porcentajes de medias de IM citoplasmatica para COX-2 segun grado de
diferenciacion fueron en COCE BD 49.98% (+ 0,24 SD), en COCE MD 58,25%
(0,19 SD) y en COCE PD 76,14% (+0,23SD). En mucosa oral se encontré una
media de IM citoplasmatica de 2,80% (+0,05SD) (Figura 11) (Anexo 2).

El andlisis de distribucion de datos arrojo distribucion normal para los grupos
COCE BD, COCE MD y Mucosa oral (MO) y distribucion no normal para el grupo
COCE PD (Tabla 4). Al analizar la expresién de la proteina entre mucosa normal y
los 3 grupos de carcinoma, se encontrd diferencia estadisticamente significativa
entre MO y COCE BD (p< 0,0001), MO y COCE MD (p< 0,0001), y entre MO y
COCE PD (p< 0,0001). Asi mismo dentro de los 3 grupos de COCE, solo existié
diferencia significativa entre BD y PD (p<0.05). (Gréfico 1).

Grafico 1.
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pobremente diferenciado (PD) y mucosa oralnormal (MO) + desviacion
estandar (DEst.). (*p<0,05, ****p<0,0001).



Figura 11.

Figura 11. Microfotografias de mucosa bucal normal (A, B) y tejidos orales con diagnostico de
COCE (C-H) y con técnica inmunohistoquimica para COX-2 a un aumento de 10x y 40x.

COCE BD (C y D), COCE MD (E y F) y COCE PD (G y H).
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Tabla 4.

Estudio de distribucién de datos. Prueba de D’Agostino-Pearson

COX-2 VEGF
Tipo de Distribucién |BD MD PD MO |BD MD PD MO
Normal X X X X X X
No normal X X

Tabla 4. Prueba de D’Agostino-Pearson. Distribucion de datos en muestras de
COCE y Mucosa oral para COX-2 y VEGF.

IV. Inmunoexpresion de VEGF en COCE segun grado de diferenciacion y en
mucosa oral normal

Los porcentajes de medias de IM citoplasmatica para VEGF segun grado de
diferenciacion fueron en COCE BD 36,26% (+0,12SD), en COCE MD 51,71%
(£0,17SD) y en COCE PD 78,29% (+0,17SD). En mucosa oral normal se encontrd
una media de IM citoplasmatica de 1,37% (x0,02SD) (Figura. 12). (Anexo 2).

El analisis de distribucion de datos arrojé distribucion normal para los grupos
COCE BD, COCE MD y COCE PD vy distribucion no normal para el grupo MO. Al
analizar la expresion de la proteina entre mucosa normal y los 3 grupos de
carcinoma oral, se encontré diferencia estadisticamente significativa entre MO y
COCE BD (p<0,0001), MO y COCE MD (p<0,0001) y entre MO y COCE PD
(p<0,0001). Asimismo, dentro de los 3 grupos de COCE, existe diferencia
significativa entre BD y MD (p<0,05) entre BD y PD (p<0,0001) y entre MD y PD
(p<0,001). (Gréfico 2).



Gréfico 2.

Expresién de VEGF en COCE segun grado de diferenciacion
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diferenciacion bien diferenciado (BD), medianamente diferenciado (MD) y
pobremente diferenciado (PD)y mucosa oralnormal (MO) + desviacion
estandar (DEst.). (*p<0,05, ***p<0,001, ****p<0,0001).

Figura 12.
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Figura 12. Microfotografias de mucosa bucal normal (A, B) y tejidos orales con diagndstico de
COCE (C-H) y con técnica inmunohistoquimica para VEGF a un aumento de 10x y 40x.

COCE BD (C y D), COCE MD (E y F) y COCE PD (G y H).
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V. Correlacion de expresion para COX-2 y VEGF, segun grado de
diferenciacién histoldgica

En COCE BD no se encontré correlacion en la expresion de ambas proteinas
(p=0.776).

En COCE MD y PD se encontrd correlacion positiva en la expresion de ambas
proteinas con un coeficiente de correlacion de 0,65 (p=0.017) y coeficiente de
correlacién= 0,804 (p=0,003), respectivamente (Grafico 3y 4).

Grafico 3 Gréfico 4
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Gréfico 3 y 4. Regresion lineal de medias para expresion de proteinas COX-2
y VEGF en COCE MD y PD respectivamente.
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9.- DISCUSION

El COCE es la neoplasia maligna mas frecuente en la cavidad oral, siendo el
sexto tipo de cancer mas prevalente en el mundo (Jemal y cols., 2010),
representando entre el 80% al 90% de las neoplasias malignas orales (Pires y
cols., 2013). En relacion con los datos demograficos, diversos estudios han
descrito una mayor prevalencia de COCE en hombres, entre un 55% al 65%
(Dirven y cols., 2017; Mascitti y cols., 2018; Taziki y cols., 2018; Pollaers y cols.,
2018), con un promedio de edad entre 63 a 66 afios (Rivera y cols., 2008; Dirven 'y
cols., 2017; Pollaers y cols., 2018; Mascitti y cols., 2018). Estos datos son
similares a los obtenidos en este estudio, en el cual la mayor frecuencia de los
pacientes con COCE fueron hombres (71,3%), con un promedio de edad de 64
afos. La localizacion anatdbmica mas frecuente descrita en la literatura es lengua
(20% - 50 % del total de casos) (Seki y cols., 2011; Dirven y cols., 2017;
Moeckelmann y cols., 2018; Pollaers y cols., 2018), localizacion similar a la
observada en este estudio, con un 30,8% del total de las muestras. Sin embargo,
estos datos pueden variar entre distintos paises y areas geograficas, debido a
diferencias en la exposicién a factores externos de riesgo, tales como: habitos
tabaquicos, consumo de bebidas alcohdlicas, nuez de areca, palma del betel, etc

(Effiom y cols., 2008; De la fuente y cols., 2016; Moeckelmann y cols., 2018).

La identificacién y el desarrollo de marcadores biolégicos en COCE en las ultimas
décadas ha sido exponencial, junto con la tipificacion de factores prondsticos con
el objetivo de predecir el comportamiento y evolucién clinica para estas lesiones.
Ciertamente, el conocimiento de los distintos mecanismos biolégicos que
participan en la carcinogénesis, como proliferacion y crecimiento celular y
capacidad de invasién del tumor pueden aportar como métodos diagndsticos
complementarios y de base para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.
Un marcador biolégico se define como una molécula, una sustancia o un proceso
gue se altera cualitativa o cuantitativamente como resultado de una condicién
precancerosa o0 un cancer (Campuzano, 2010). Los marcadores biologicos

pueden ser utilizados como objetivos terapéuticos para prevenir el crecimiento y
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propagacion del cancer (Byatnal y cols., 2015). Dentro de los marcadores
bioldgicos descritos en COCE asociados a carcinogénesis (iniciacion y promocion)
y a diferenciacion de células tumorales se describen: reguladores del ciclo celular
como ciclina D1, KI67, p21 (Tsubochi y cols., 2006); moléculas implicadas en la
apoptosis como la familia Bcl-2 (Monteiro y cols., 2018), TNFa, p53; factores de
crecimiento como EGF, TGFa, B (Tsubochi y cols., 2006) y mediadores
inflamatorios como COX-2 (Byatnal y cols., 2015), entre otros. Por otro lado,
también se describen marcadores bioloégicos para progresion y crecimiento
tumoral como proteinas de degradacion de la matriz extracelular, moléculas de
adhesion como E-cadherina, factores angiogénicos como VEGF y citoquinas

osteoliticas (Kumamoto, 2010).

Dentro de los procesos que modulan la iniciacion, promocion y crecimiento
tumoral, se describe a la inflamacién cronica como un factor relevante en el
desarrollo de carcinomas epiteliales (Moazeni-Roodi y cols., 2016). Diversos
estudios han demostrado el rol de la proteina COX-2 como un marcador biolégico
en carcinogénesis de COCE (Byatnal y cols., 2015). Su regulacién se asociaria a
inflamacion crénica, dafio tisular y tumorigénesis, roles demostrados inicialmente
en modelos animales con poliposis familiar adenomatosa (Zweifel y cols., 2002).
Asi mismo, también se ha descrito su presencia en diversas neoplasias malignas
epiteliales (Eberhart y cols., 1994; Ristimaki y cols., 1997; Wolff y cols., 1998;
Kirschenbaum y cols., 2000; Komhoff y cols., 2000; Leung y cols., 2001; Davies y
cols., 2003; Kase y cols., 2003).

El papel crucial de la proteina VEGF en la angiogénesis tumoral ha sido
especialmente estudiado en las ultimas décadas. VEGF se expresa en la mayoria
de las neoplasias malignas y el aumento de su expresién se correlaciona con la
progresion del tumor (Fukumura y cols., 1998). Asimismo, se ha descrito su rol
asociado a neoangiogenesis y linfoangiogenesis, dos procesos indispensables
para la diseminacion, invasion y metastasis (Costashe y cols., 2015). Entre los
usos descritos a este marcador biolégico se ha indicado para monitorear la

propagacion de células tumorales a la medula 6sea (Wimberger y cols., 2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eberhart%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7926468
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Los resultados de este estudio demostraron diferencia estadisticamente
significativa entre la expresion de COX-2 en COCE BD, COCE MD y COCE PD
respecto con su expresion en mucosa oral (MO v/s COCE BD: p< 0,001; MO v/s
COCE MD: p< 0,0001; MO v/s COCE PD: p< 0,0001). Estos resultados son
semejantes a los descritos por Segawa y cols., y Mauro y cols., los cuales
reportan una inmunoexpresion ausente expresion para COX-2 (0 %) en muestras
de mucosa oral, corroborando el rol de esta proteina en procesos patologicos
como mitdgeno (Segawa y cols, 2008; Mauro y cols., 2010). Del mismo modo,
Seyedmajidi y cols. Y Moazeni-Roodi y cols. demostraron una alta expresion de la
proteina COX-2 en COCE respecto a mucosa oral (p<0,001 y p < 0.0001
respectivamente). Por lo tanto, el aumento en la expresion de COX-2 en COCEs
estaria precedido por la exposicion de los tejidos a inflamacion crénica
relacionadas a la expresion inducible de COX-2 en queratinocitos del epitelio de la
mucosa oral (Morita y cols., 2014; Seyedmajidi y cols., 2014; Moazeni-Roodi y
cols., 2016).

El grado de diferenciacion celular se ha considerado como un factor prondstico
para COCE, relacionado con la agresividad y potencial de generar metastasis
(Padma y cols., 2017), a pesar de que, la capacidad prondstica y las
caracteristicas clinico-patolégicas de los diferentes grados aun no estan
completamente dilucidadas (Xu y cols., 2018). En el estudio de Xu y cols (2018),
en el cual se evalu6 el valor pronostico del grado histologico del tumor en
pacientes con COCE, se concluy6 que en etapas tempranas de COCE, el grado
histol6gico es un factor de riesgo independiente para el prondstico. Tumores bien
diferenciados presentaron un mejor pronostico que moderada o poco diferenciado.
Sin embrago, en etapas posteriores, el pronéstico depende principalmente de
factores bioldgicos intrinsecos del tumor, como el grado de invasion (profundidad)

y la presencia de diseminacion extracapsular y perineural (Xu y cols., 2018).

A pesar de varios avances en el diagndstico y tratamiento para COCE, la tasa de
supervivencia de los pacientes no ha mejorado en las ultimas 3 décadas y

solamente entre un 40 y 50% de los pacientes sobreviven a los 5 afios (Jemal y
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cols., 2010). Estos resultados se han asociado a distintos parametros histolégicos
como grado de diferenciacion celular, queratinizacion, patréon de invasion,
permeabilidad vascular y/o perineural (Taghavi y cols., 2015; Monteiro y cols.,
2018), sin embargo, su prondstico en la actualidad esta asociado principalmente a
las caracteristicas clinicas: tamafio de la lesion, compromiso ganglionar
locoregioneal y presencia de metastasis (clasificacion TMN) (Neville y cols., 2009;

Monteiro y cols., 2018).

En este estudio se determind y analizé la inmunoexpresion de la proteina COX-2
segun distintos grados de diferenciacion para COCE. Las muestras de grado
histolégico poco diferenciado presentaron diferencia estadisticamente significativa
en relacién con las muestras de COCE de grado bien diferenciado (p<0.05). Estos
resultados son similares a los observados por Moazeni-Roodi y cols. quienes
estudiaron la expresion de la proteina COX-2 segun grado de diferenciacion
histolégica para COCE, y describen una alta expresion en COCE poco y
moderadamente diferenciados versus COCE bien diferenciados (p = 0.0003). En
un estudio de Cui y cols. (Cui y cols., 2015) se analiz6 la expresiéon de COX-2 en
carcinoma de células escamosas en esofago, en el cual reportan que una alta
expresion de COX-2 se correlacioné significativamente con el grado de
diferenciacion poco diferenciado (p= 0.000,1) y en COCE con metastasis (p=
0.002). Sin embargo, Pandey (Pandey y cols.,2008), Seyedmajidi (Seyedmajidi y
cols., 2014), Sappayatosok (Sappayatosok y cols., 2009) y Lee (Lee y cols., 2015)
no encontraron diferencias significativas entre los distintos grados histolégicos de
COCE para la proteina COX-2 (p= 0.338 y p= 0.147 respectivamente). Estas
evidencias podrian sugerir que el rol tumorigénico de la proteina COX-2 estaria
asociado a las etapas tempranas de la carcinogénesis, siendo una molécula que
actia como promotor tumoral y no necesariamente una alta expresion es
requerida durante el desarrollo de todo el proceso carcinogénico (Shibata y cols.,
2005; Tsubochi y cols., 2006; Morita y cols., 2014; Akbarzadeh y cols., 2017). En
este sentido, otros estudios también sugieren un papel importante de COX-2 en
lesiones potencialmente malignas como leucoplasias (Grau de castro 2005) y en

alteraciones de la arquitectura y celularidad de los epitelios orales (Pontes y cols.,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27628320
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2013). Nagatsuka y cols, estudiaron la expresion de COX-2 durante la progresion
histomorfoldgica de displasia epitelial a COCE, en el cual observaron un aumento
progresivo de su expresibn a medida que se desarrollaba el proceso
carcinogénico, lo que sugiere un papel activo de COX-2 en las etapas tempranas
promotoras de la carcinogénesis, (Nagatsuka y cols., 2012). No obstante, Shibata
y cols al., al evaluar la expresion de COX-2 detectaron que ésta fue mas alta en
lesiones con displasia epitelial oral comparado con COCEs, hallazgo similar ha
sido previamente descrito para otros canceres humanos (Shibata y cols., 2005).
Estudios similares describen que el aumento de la proteina COX-2 en desordenes
orales potencialmente malignos se presenta previo a la expresion de marcadores
bioldgicos relacionados a apoptosis y angiogénesis, confirmando su rol biolégico
como molécula reguladora y promotora en las etapas iniciales del cancer (Li y Cui,
2013).

En relacion con el analisis de VEGF, se observo diferencia estadisticamente
significativa en la inmunoexpresion de esta proteina entre mucosa oral normal y
COCE para sus distintos grados histolégicos (MO v/is COCE BD p<0,0001, MO
v/s COCE MD p<0,0001; MO y COCE PD p<0,0001), lo cual sugiere que la
expresion de la proteina VEGF es un regulador fundamental en el proceso
angiogénico tumoral (Sappayatosok y cols., 2009). VEGF es responsable del
aumento de la permeabilidad vascular, promover proliferacion celular y migraciéon
de células endoteliales (Gallo y cols., 2001) y de la produccion de moléculas
vasoactivas u quimiotaxis de mastocitos, los cuales regulan la angiogénesis en el
crecimiento tumoral (Akbarzadeh y cols., 2017). Los resultados de este estudio en
relacion con la inmunoexpresion de VEGF segun grado histolégicos en COCE,
demostraron diferencia estadistica significativa entre PD y MD (p<0,001), entre PD
y BD (p<0,0001) y entre MD y BD (p<0,05). Estos resultados son similares a
estudios previos que indican que VEGF se correlaciona con el grado de
diferenciacion histolégica y la estadificacion clinica del tumor (Sappayatosok y
cols., 2009; Kim y cols, 2015). De estos datos, se sugiere que una alta expresion

de la proteina VEGF se asociaria con angiogenesis neoplasica, crecimiento
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tumoral y produccion de metastasis, participando de manera activa en el

mantenimiento tumoral.

Diferentes estudios han sugerido una relacién entre la expresion de la proteina
COX-2 y el aumento de los factores de crecimiento pro-angiogénicos, en particular
VEGF. VEGF se correlaciona con altos niveles de COX-2 en carcinomas de:
esofago, colon, estbmago y pulmon (Toomey y cols., 2009). En este estudio se
detectd correlacion positiva para el aumento de la expresion de ambas proteinas
en COCE: poco (p=0,003) y moderadamente diferenciados (p=0.017), lo que
sugiere que el aumento de la expresion citoplasmatica de la proteina COX-2
implicaria concomitantemente un aumento en la expresion de la proteina VEGF,
esto eventos sugieren que el control de la angiogénesis tumoral en COCE esta
mediada por inflamacién crénica inducida por COX-2. El crecimiento y progresion
de la masa tumoral debe estar precedido por un aumento en el suministro
vascular para entregar nutrientes y oxigeno al tumor, colaborando en la invasién y
diseminacién metastasica. (Macedo y cols., 2017). Estos hallazgos son similares a
los descrito en otros estudios, en los cuales se detect6 correlacidén positiva en el
aumento de las proteinas COX-2 y VEGF en neoplasias malignas. (Gallo y cols.,
2001; Sappayatosok y cols., 2009; Wang y cols., 2011; Morita y cols., 2012; Kono
y cols., 2013; Morita y cols., 2014; Akbarzadeh y cols., 2017). Asimismo, Gallo y
cols. reportan el papel critico de la COX-2 en la angiogénesis para cancer de
cabeza y cuello mediante la regulacién en la expresion de VEGF (Gallo y cols.,
2001), asi como también en la posible induccién de la expresion de VEGF por
parte de PGE1 y PGE2 en sistemas celulares no neoplasicos (Williams). Estos
eventos sugieren un papel de la COX-2 en la regulacion de la produccion de
VEGF (Gallo y cols., 2001). El aumento de la expresion de COX-2, y por lo tanto
de la sintesis de PGE-2 aumentaria los niveles de VEGF (Rakech y cols., 2016),
por lo que COX-2 podria ser objetivo de terapia para inhibir y/o suprimir la
diseminaciéon metastasica a nddulos linfaticos en sus primeras etapas. (Morita y
cols., 2014)
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En otros estudios (Akbarzadeh y cols., 2017) analizaron la expresion de VEGF,
COX-2 y el aumento en la densidad de mastocitos (MCD) en COCE, concluyendo
que la correlacidon significativa en la expresion de VEGF respecto a la expresion
de COX-2 y MCD representarian roles biolégicos activos de la proteina COX-2 y
de mastocitos en la angiogénesis tumoral, modulando la produccién de VEGF. A
pesar de esto, la expresion de VEGF COX-2 y MCD no necesariamente podria ser
indicadores en el prondstico en COCEs. Del mismo modo, Seki y cols.,
examinaron factores asociados al pronostico en COCE y concluyeron que la
expresion de COX-2 no podia predecir el pronéstico de los pacientes. Sin
embargo, la expresion fuertemente positiva de VEGF-A o VEGF-C podria reforzar
el diagnostico histopatolégico de invasion vascular y mejorar la precision y la
eficacia de la prediccion pronostica de COCE (Seki y cols., 2011). Por otro lado,
Tsujii y cols. analizaron la relacion de COX-2 y angiogénesis en las células de
cancer de colon, en el cual la regulacién disminuida de la expresion de COX-2 por
el uso de inhibidores de la COX-2 se asocié con un evidente efecto antitumoral y

anti angiogénico (Tsuijii y cols., 1997).

Estudios previos en murinos (Morita y cols., 2012) relacionaron la expresion de
VEGF-C (un miembro de la familia de VEGF asociado a linfoangiogenesis) y COX-
2, con metastasis y linfoangiogenesis, en los cuales se demuestra que la proteina
VEGF-C inducida por COX-2 se asociaria a metastasis a nddulos linfaticos, del
mismo modo, la inhibicion en la produccion de COX-2 generaria una disminucion
significativa en metéastasis y linfoangiogenesis. Estos mismos autores (Morita y
cols., 2014) evaluaron los mismos parametros en COCEs humano de lengua,
encontrando resultados similares. Trabajos similares han correlacionado la
inmunoexpresion de COX-2 y VEGF-C con metastasis a nodulos linfaticos en
tumores colorrectales (Soumaoro y cols., 2006; Von Rahden y cols., 2006),
gastricos (Liu y cols., 2005), pulmonares (Niki y cols., 2000), mama (Zhang y cols.,
2008 y prostata (Di y cols.,, 2009). La correlacion significativa de COX-2,
angiogénesis y linfoangiogenesis (VEGF-C), se asociaria a un peor prondstico
clinico y una menor tasa de sobrevida, incluso en pacientes sin invasion en las

primeras etapas de la carcinogénesis. (Wang y cols., 2011; Kono y cols, 2013;
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Morita y cols., 2012; Morita y cols., 2014). Ademas, la correlacién en el aumento
de la expresion de estas proteinas se asocia a una baja tasa de sobrevida en

pacientes con COCE (Kono y cols., 2013; Morita y cols., 2014).

La expresion de la proteina COX-2 ha sido validada como un factor prondéstico
independiente para la supervivencia especifica en adenocarcinomas esofagicos,
carcinoma colorrectal metastasico y cancer de pulmén (Prins y cols., 2012). Liy
cols., han sugerido COX-2 tendria valor clinico en la evaluacion del prondstico
para COCE (Li y cols., 2008). Sin embargo, existen opiniones ambiguas con
respecto al uso de COX-2 como factor pronostico independiente para COCE.
(Sekiy cols., 2011; Kono y cols., 2013; Akbarzadeh y cols., 2017).

Un metaanalisis realizado por Zhao y cols. que valoro la sobreexpresiéon de VEGF
en carcinomas orales y evidencio que la alta expresiéon de VEGF esta asociado a
una menor sobrevida en pacientes con COCE vy, por lo tanto, a un peor prondstico
(Zhao y cols., 2013). Estudios similares han descrito que VEGF puede ser
utilizado como biomarcador pronostico confiable en COCEs (Seki y cols., 2011;
Aggarwal y cols., 2014). Morita y cols., indican que una expresion combinada de
VEGF y COX-2 puede predecir la mortalidad por metastasis a nodulos linfaticos
(Morita y cols., 2014). Los datos anteriores confirman el desempefio de un papel
clave y la estrecha relacion estas proteinas en el crecimiento, la invasién tumoral y
metastasis (Wang y cols., 2011; Rakech y cols., 2016; Akbarzadeh y cols., 2017).

APLICABILIDAD y USO TERAPEUTICO

Basados en las evidencias que la proteina COX-2 representaria un rol relevante
en la carcinogénesis y en la progresion tumoral mediada por la inflamacion
cronica, las terapias no invasivas, como el uso de inhibidores de COX-2, deberian
ser consideradas como estrategia quimiopreventiva para reducir la mortalidad por
cancer en tejidos tumorales que manifiestamente expresen un aumento en la

expresion de esta proteina (Grau de castro, 2005; Byatnal y cols., 2015). Asi
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mismo, dado que VEGF estéa relacionada intimamente con la progresion tumoral,
también puede ser un objetivo potencial para el desarrollo de estrategias
quimiopreventivas 'y quimioterapéuticas (Aggarwal y cols., 2014). La
ciclooxigenasa es blanco de los farmacos antiinflamatorios no esteroideos, y se ha
demostrado que la utilizacién de ellos reduce el riesgo de canceres colorrectales,
pulmonares y mama. En modelos animales experimentales, se demostré que los
inhibidores COX-2 suprimen la formacion, crecimiento y metastasis de tumores, v,
ademas, mejoran la actividad citotoxica de agentes anticancerosos y radiacion
(Tsubochi y cols., 2006; Rakech y cols., 2016). Los inhibidores de la COX podrian
tener efectos antiangiogénicos y antitumorales en canceres ubicados en otras
regiones anatoémicas, como los del tracto aéreo superior, tracto digestivo, lo que
sugiere nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento y prevencion del

cancer en humanos (Gallo y cols., 2001).

En la actualidad, hay evidencia sostenible que los inhibidores de la COX-2 podrian
desempefiar un papel en la prevencion de carcinomas. La participacion de COX-2
en la progresion del cancer se ha visto reforzada por el efecto de los inhibidores
de COX-2 que se han utilizado con éxito en el tratamiento de cancer de mama
(Chen y Holmes 2017), y colorrectal (Kohene y Dubois, 2004; Huang y cols, 2017).
La eficacia de los inhibidores selectivos y no selectivos de COX-2 frente a la
carcinogénesis oral ha sido confirmada por estudios in vitro e in vivo en murinos
(Silva y cols., 2017). Los inhibidores de COX-2 mostraron ser quimiopreventivos,
disminuyendo el crecimiento celular, proliferacion de tumores xenoinjertos,

invasion y la mortalidad relacionada con cancer (Punse y cols., 2017).

En cuanto a los mecanismos de accion anti carcinogénica de los inhibidores de la
COX-2, se ha estudiado el efecto anti proliferativo y pro apoptoético, inhibicién de la
angiogénesis, efecto anti metastasico, inhibicion de macréfagos y efecto
inmunomodulador (Grau de castro, 2005). Resulta de gran interés que las
prostaglandinas derivadas de la COX-2 son capaces de inducir la sintesis y
secrecion de VEGF por parte de fibroblastos y macréfagos, y a su vez, el VEGF

tiene la capacidad de inducir la expresion de COX-2 en las células endoteliales
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humanas, con lo que constituyen una gran via sefalizacion molecular de
importancia para la angiogénesis. AUn mas importante para la quimioprevencion
es el hecho de que la neoangiogenesis tumoral anémala se inicia en las etapas
preneoplasicas (Grau de castro, 2005). La inhibicion de la COX-2 puede aumentar
la eficacia de los tratamientos anti-angiogénicos lo cual abre camino para
investigaciones clinicas de bloqueo concomitante de la sefializacion de COX-2 y
VEGF (Ben-Batalla y cols., 2015).

El aumento de la expresion de COX-2 durante la carcinogénesis oral puede
depender de la etapa de desarrollo del tumor, asi como de factores etioldgicos.
Por lo tanto, hay una amplia variacion en las vias y los factores que conducen o
afectan la carcinogénesis oral. Ademas, se requieren estudios adicionales para
determinar cual de estos mecanismos es mas importante en el desarrollo y la

progresion de COCE (Seyedmaijidi y cols., 2014).

La existencia de factores prondsticos es de suma importancia para proporcionar
informacion mas precisa, identificar la agresividad de la neoplasia y determinar la
terapia molecular dirigida complementaria mas adecuada (Hwa y cols., 2015). Se
requieren mas estudios para evidenciar el uso de COX-2 y VEGF como factor
pronéstico en COCE, y asi utilizarlo como herramienta a la hora del diagndstico y

pronostico en la planificacion de la terapia multidisciplinaria. (Lee y cols., 2015).
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10.- CONCLUSIONES

Se midi6é una alta expresion de la proteina COX-2 en COCE en todos sus grados

de diferenciaciéon en comparacion con muestras de mucosa oral.

Asimismo, se presenta una alta expresion de la proteina VEGF en COCE en todos

sus grados de diferenciacion en comparacion con muestras de mucosa oral.

Por otro lado, se observa una correlacion positiva en la expresion de las proteinas
COX-2 y VEGF en COCE en los grados moderado y poco diferenciado, lo que

evidencia el efecto de COX-2 sobre la expresién de VEGF.

El aumento de la expresion de la proteina COX-2 podria ser considerado como un
marcador biologico para COCE y a los anticuerpos primarios anti-COX-2 y anti
VEGF como marcadores pronosticos en el crecimiento, progresion y diseminacion

tumoral.

Por lo tanto, el uso de inhibidores de COX-2 podria ser utilizado como apoyo al
tratamiento quirdrgico de COCE por sus efectos antiproliferativos, proapoptéticos
e inhibidor de la angiogénesis, ayudando a disminuir la metastasis y mejorando el

prondstico y la tasa de sobrevida de los pacientes.
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II.  Anexo 2: Tabla de clasificacién TNM para COCE (El-Naggar y cols., 2017)
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lll.  Anexo 3: Tabla de datos. IM para COx-2 y VEGF EN COCE y mucosa oral.

COX-2
BD
MD PD MO
Muestra M Muestra IM Muestra IM Muestra IM
1 0,874119 1 0,378517 1 0,9858612 1 0,07674
2 0,332893 2 0,5804598 2 0,433193 2 0
0,0444
3 0,604072 3 0,7426557 3 0,6161504 3
4 0,1982665 4 0,5280236 4 0,9738832 4 0,108
5 0,221198 5 0,9131455 5 0,9793651 5 0,0267
6 0,542199 6 0,594255 6 0,580214 6 0,00510
7 0,3288136 7 0,7169811 7 0,692037 7 0,032100
8 0,525641 8 0,3672161 8 0,9963557
9 0,436508 9 0,380841 9 0,459459
10 0,8877456 10 0,945423 10 0,461615
11 0,6901408 11 0,4728033 11 0,9587629
12 0,7626775 12 0,258652 12 1
13 0,321101 13 0,6937984
14 0,272873
Distribucién Normal Normal % Normal
Media 0,49987486 0,5825209 0,76140804 0,0280
VEGF2
BD MD PD MO
Muestra IM Muestra M Muestra M Muestra M
1 0,309264 1 0,38292 1 1 1 0
2 0,5759234 2 0,495077 2 0,641437 2 0
3 0,358944 3 03811075 3 0,828922 3 0,0056818
4 0,318056 4 0,6211878 4 0,70254958 4 0,0672515
5 0,0932377 5 0,8616541 5 0,9571248 5 0,0086831
6 0,387515 6 0,5338462 6 0,565108 6 0,0144928
7 0,440347 7 0,7255113 7 0,894382 7 0
8 0,281716 8 0,442646 8 0,8663149
9 0,469016 9 0,3275229 9 0,687108
10 0,4016393 10 0,7436464 10 0,449721
11 0,3865248 11 0,46118722 11 0,8536184
12 0,2171291 12 0,4416826 12 0,94864048
13 0,4155844 13 0,3049404
14 0,42160279
Distribucién Normal Normal Normal —
Media 0,36260711 0,51714842 0,78291052 0,01372987




