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RESUMEN

El Carcinoma Oral de Células Escamosas (COCE) es el tipo histolégico mas
frecuente de Cancer Oral, tiende a ser altamente agresivo e infiltrante, generando
rapidamente metastasis. Los pacientes afectados presentan una baja sobrevida a
los 5 afos desde el momento del diagndstico. La caracterizacion de moléculas
alteradas en COCE es esencial para comprender los mecanismos moleculares
involucrados en su patogénesis, autores sefialan que tanto Metaloproteinasa-9
(MMP-9), a través de la degradacion del colageno tipo IV, como la expresion nuclear
de B-catenina, regulador de la via Wnt candnica, se asocian en su progresion e
invasion. Este estudio tuvo como objetivo determinar la asociacion entre 3-catenina
y MMP-9 en muestras de COCE.

Se seleccionaron 50 biopsias con diagnéstico histopatologico de COCE entre los
anos 2000 y 2013, desde el Servicio de Anatomia Patolégica de la FOUCH, que
cumplieron con los criterios de inclusion y exclusion. Las muestras fueron
procesadas para el estudio histopatolégico y tefidas con anticuerpos monoclonales
anti-B-catenina y anti-MMP-9, evaluando la expresion de ambas moléculas a traves
de microscopia Optica. Se realiz6 el analisis estadistico mediante el software stata
11.0. Se detectd inmunoreactividad para MMP-9 en todas las muestras en estudio,
con un promedio de 82,43% de las células. B-catenina fue detectada en todas las
muestras en el citoplasma y en la membrana, en la cual su intensidad fue
decreciendo a medida que disminuyo el grado de diferenciacion celular; a nivel
nuclear solo 7 muestras fueron positivas. No se observd una asociacion entre la
expresion nuclear de [(-catenina y la expresién de MMP-9 en las muestras de
COCE. Sin embargo, se evidencié que las muestras con presencia positiva a nivel
nuclear de 3-catenina presentaron un nivel de expresion mayor de MMP- 9 que las
muestras negativas. Hubo una distribucion similar en la expresion de B-catenina y
MMP-9 entre los parametros clinico-patologicos en las muestras de COCE. Este
estudio es un acercamiento para analizar como se relaciona 3-catenina y MMP-9 y
tratar de comprender su rol en el desarrollo del COCE.

Palabras clave: Carcinoma Oral de Células Escamosas (COCE), [-catenina,
Metaloproteinasa-9.



1. INTRODUCCION

El Carcinoma Oral de Células Escamosas (COCE) es la neoplasia maligna mas
frecuente en la cavidad oral, se caracteriza por ser altamente agresivo e infiltrante,
generando compromiso linfatico y metastasis con facilidad. Habitualmente se
diagnostica tardiamente, lo que repercute en parte, en la baja sobrevida a los 5 afios

de los pacientes, a pesar de los avances en su tratamiento.

Los mecanismos moleculares que subyacen su patogenia aun no se entienden
completamente. Por lo tanto, una mejor comprension de moléculas alteradas en
COCE podria ayudar a predecir el pronostico de estos pacientes. Las moléculas de
adhesion celular, entre ellas B-catenina, y de degradacion de la matriz extracelular
(MEC), como la metaloproteinasa de matriz extracelular-9 (MMP-9), se han
asociado con su desarrollo y progresion. MMP-9, a través de la degradacion de
componentes de la MEC y de la membrana basal, y p-catenina, a través de su
acumulacion citoplasmatica y posterior translocacién al nucleo, donde actuaria
como un co-activador, induciendo la transcripcion de genes diana de la via de

sefalizacion Wnt canodnica.

Por lo anteriormente descrito, este proyecto propone evaluar si existe una
asociacion entre la expresion de [(-catenina y MMP-9 en muestras de COCE.
Nuestro objetivo es evaluar si existe asociacion entre estas variables, identificar su
presencia y distribucion para indagar su eventual participacion en la patogénesis de
COCE.



2. MARCO TEORICO

CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS (COCE)

La cavidad oral puede verse afectada por diversos tipos de neoplasias malignas,
segun la clasificacion de tumores de la OMS del afio 2005, se pueden dividir en
tumores epiteliales malignos, carcinomas de glandulas salivales, tumores de tejidos
blandos de la mucosa, tumores de tejidos hematolinfoides, melanomas y tumores
secundarios (IARC 2005).

El tipo histolégico mas frecuente de cancer oral es el Carcinoma Oral de Células
Escamosas (COCE), también conocido como Carcinoma Espinocelular (CEC), el
cual corresponde aproximadamente a un 90% de los canceres orales (Neville y
cols., 2002). Generalmente se desarrolla a partir de lesiones potencialmente

malignas (Lambert y cols., 2011).

El desarrollo de COCE es un proceso secuencial influenciado por factores
ambientales y de estilos de vida, que actuarian mediante el aumento de la tasa de
mutaciones genéticas en individuos susceptibles (EI-Mofty, 2014). Los factores de
riesgo asociados al cancer oral y faringeo son el uso de tabaco, abuso del alcohol,
bajo consumo de frutas y vegetales y un bajo nivel socioeconémico (Conway y cols.,
2008; Scully y cols., 2009). Ademas, masticar la hoja de betel y nuez de areca (Asia)
(lambert y cols., 2011), la exposicion solar (radiacion UV), la radiacién ionizante,
algunos genotipos del Virus del Papiloma Humano (VPH) y ciertas infecciones o
estados de compromiso inmunoldgico son otros factores asociados al desarrollo del
cancer oral (Scully y cols., 2009).



EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER ORAL

En el reporte de GLOBOCAN del afno 2012 se estima una incidencia anual mundial
de 300.373 casos de cancer oral, incluyendo labio, correspondientes al 2,1% del
total de canceres y 145.353 casos en que constituy6 la causa de muerte. El cancer
oral se encuentra dentro de los 15 tipos de canceres mas frecuentes en hombres
(Ferlay y cols., 2014). Su mortalidad es considerable y depende principalmente del
estadio clinico en el momento del diagnostico de la enfermedad (Van der Waal.
2013).

En Estados Unidos, el cancer oral y orofaringeo corresponden aproximadamente al
3% de tumores malignos en hombres y al 2% en mujeres (Neville y cols., 2002). En
paises de Ameérica Latina y el Caribe las tasas de incidencia varian de forma amplia,
pero tienden a ser menores o equivalentes a las de paises desarrollados (Wunsch
y cols., 2001). Chile no cuenta con registros sobre incidencia de cancer oral a nivel
nacional, pero se han iniciado registros poblacionales en Valdivia (1993),
Antofagasta (1998) y Concepcion (2003) (Minsal 2012). Riera y cols., estimaron que
el cancer oral y faringeo corresponde al 1,6% del total de casos de cancer entre los
afnos 1969 y 2002, en este mismo periodo de observacién la tasa de morbilidad por
estos tipos de canceres experimento un aumento progresivo. La tasa de mortalidad
por cancer oral y faringeo en Chile entre los afios 2002 y 2010 fluctué entre 1,11 a
1,25 por 100.000 habitantes (Ramirez y cols., 2015), manteniéndose estables a lo
largo del periodo y sin presentar mayores cambios respecto a lo reportado por Riera
y cols., entre 1981 y 2002 (Riera y cols., 2005).

El cancer oral y faringeo afecta principalmente a hombres, sobre los 45 afios de
edad, llegando al maximo de casos diagnosticados entre los 55-64 afos,
disminuyendo luego con la edad. En mujeres, se observa un aumento progresivo
con la edad, teniendo su maximo de casos entre los 65-74 afios, con una razén
hombre: mujer de 2,3:1 (Riera y cols., 2005). En Chile mas del 90% de los casos se
diagnostica sobre los 40 afios y mas del 80% en estadios avanzados (Borquez y
cols,. 2011).



CARACTERISTICAS CLINICAS E HISTOLOGICAS DE COCE

Comunmente la apariencia clinica de COCE varia desde ulceras que no cicatrizan
con bordes firmes a la palpacion (indurados) a lesiones exofiticas, leucoplasicas o
eritroplasicas (Neville y cols., 2002a, 2008b).

La localizacion anatémica mas frecuente es la lengua (50%), especificamente en la
superficie podstero-lateral y ventral, seguida por el piso de boca (35%)
(Neville. 2008). En Chile, se ha reportado que los sitios anatomicos mas frecuentes
son lengua (40,1%) y piso de boca (26,3%), seguido por trigono retromolar, reborde

alveolar, paladar y mucosa yugal (Rojas-Alcayaga y cols., 2010).

Histolégicamente es idéntico a los carcinomas de células escamosas de otros sitios
como Carcinomas de Cabeza y Cuello (CCC), presentando signos de diferenciacion
escamosa, con queratina extracelular o intracelular y/o uniones intercelulares. Las
células tumorales estan generalmente adheridas unas a otras como en un
"mosaico". El tumor puede estar dispuesto en nidos, masas, como grupos pequefios
de células 6 como células individuales. La invasion se produce como proyecciones
romas o cordones finos desiguales e irregulares, existiendo por lo tanto dos
patrones; expansivo e infiltrativo respectivamente. Segun su grado de diferenciacion
pueden ser clasificados en bien, moderadamente o pobremente diferenciado, asi,
un COCE bien diferenciado presenta formacion de perlas de queratina o
queratinizacion intracelular, que lo hace similar a su tejido de origen. Al contrario, el
COCE pobremente diferenciado muestra mucho pleomorfismo celular y nuclear, lo
que dificulta identificar su tejido de origen. Tumores con apariencia entre estos dos
extremos se denominan COCE moderadamente diferenciado (WHO. 1998; Neville
y cols., 2002a, 2008b).



PRONOSTICO Y SOBREVIDA DE PACIENTES CON COCE

El COCE se caracteriza por una alta tasa de invasion local y metastasis cervical, la
que afecta directamente al pronostico de los pacientes (Kohler y cols., 2012). La
metastasis de ganglios linfaticos se considera hasta el momento el predictor mas
importante en las tasas de sobrevida. EI 50% de los pacientes presentan
compromiso ganglionar detectable al momento del diagnéstico, de este grupo,
menos del 40% sobrevive luego de 5 ainos, comparado con el 90% de sobrevida de
pacientes sin metastasis; es decir, la tasa de sobrevida disminuye cerca de un 50%
cuando existen metastasis a nivel ganglionar (Sano y cols., 2007; Grimm vy cols.,
2012). En Chile, Borquez vy cols., han descrito una sobrevida global para el cancer
oral, no exclusivo para COCE, de 57% a los 5 anos, los que varian desde 86% hasta
un 51% segun su estadio (Borquez y cols., 2011).

A pesar de los avances en las opciones terapéuticas para COCE en las ultimas
décadas, la cirugia sigue siendo el pilar del tratamiento en etapas tempranas y
tardias de la enfermedad. La adyuvancia con radioterapia y quimioterapia juegan un
rol fundamental en los estadios avanzados para obtener el maximo control
locoregional. Actualmente las pautas de tratamiento se basan en indicadores
clinicos como el estadio, TNM y ubicacion; y con base a parametros histologicos,
como el grado de diferenciacion y profundidad de invasion. Sin embargo, estos
factores no son del todo precisos para el prondstico (Sano y cols., 2007; Kohler y
cols., 2012).

La tasa de supervivencia a cinco afios de los pacientes no ha mejorado
sustancialmente. Esto es en parte debido a un alto porcentaje (10- 50%) de recidivas
loco-regionales y a distancia después de la cirugia, incluso en pacientes con
margenes quirurgicos histopatologicamente negativos. (Neville y cols., 2008)
Autores sugieren que la causa mas importantes de recurrencia local es la
persistencia de células tumorales en los margenes de reseccién o linfonodos locales
(Kademani. 2007). El examen histologico de los margenes quirurgicos conduce a la
completa extirpacion del tumor, pero las células cancerosas residuales minimas no

se pueden detectar con un examen histolégico de rutina. La prediccion del
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comportamiento de COCE es diferente usando parametros clinicos e

histopatoldgicos convencionales. (Scully y cols., 2009)

La caracterizacion de moléculas alteradas en el cancer oral es esencial para
comprender los mecanismos moleculares involucrados en la progresion del tumor
subyacente, asi como para contribuir al hallazgo de biomarcadores de cancer y el
descubrimiento de dianas terapéuticas (Barakat. 2015). Biomarcadores moleculares
que incluyen marcadores de adhesion celular y de la degradacion de la matriz, como
lo son las metaloproteinasas de matriz extracelular, han sido estudiados como

herramientas potenciales para predecir el prondstico de los pacientes con COCE.



METALOPROTEINASA DE MATRIZ EXTRACELULAR-9 (MMP-9)

El potencial de invasion y metastasis de COCE involucra varias etapas, que incluyen
la degradacion de la membrana basal y de la matriz extracelular (MEC), alteraciones
en la adhesividad, motilidad celular y angiogénesis (Haddad y cols., 2008). Las
células neoplasicas modifican la funcion de sus receptores de adhesién de
superficie, elaboran proteasas y activan el citoesqueleto para su desplazamiento,
migran a través de la matriz intersticial e invaden vasos para luego crecer de nuevo

en ganglios linfaticos u érganos distantes (Weaver. 2006; Grimm y cols., 2012).

El sistema enzimatico implicado en este proceso biologico pertenece a la familia de
las metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPs), estas endopeptidasas
dependientes de zinc, son secretadas como zimogenos y su accion se equilibra
mediante el control de sus activadores e inhibidores tisulares endogenos (TIMP)
que permiten una funcion adecuada, integrada en el crecimiento fisiologico del tejido
(Vilen y cols., 2013). Su rol en la degradacion de la MEC y componentes de la
membrana basal en neoplasias malignas constituyen un importante mecanismo que

precede la invasion local del tejido y metastasis (Shuman y cols., 2012).

MMPs estarian implicadas en la formacion de un microambiente adecuado para la
transformacion de genes promotores, liberacion de mediadores angiogénicos,
factores de crecimiento y quimioquinas. Algunos estudios han demostrado la
participacion de diferentes MMPs en el COCE, asociado a invasion tumoral
(Shuman y cols., 2012; Suarez-Roa y cols 2012).

Una de estas enzimas es la MMP-9, colagenasa tipo IV especifica, presente en la
lamina basal y en la MEC y que participa en la degradacion de colageno de tipo IV
y en la liberacion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de
crecimiento asociado a la angiogénesis (Lothaire y cols., 2006; Bauvois. 2012; Fan
y cols., 2012; Henriques y cols., 2012).



MMP-9 Y SU ASOCIACION CON COCE

MMP-9 se ha asociado tradicionalmente con la naturaleza agresiva de CCC,
incluyendo a COCE (Shuman y cols., 2012; Suarez-Roa y cols., 2012). Sin embargo,
muchos investigadores han presentado resultados contradictorios (Yorioka y cols.,
2002; Zhou y cols., 2010). Por ejemplo, Guttman y cols., no encontraron una
correlacion entre la expresion de MMP-9 y el tamafio del tumor primario o
metastasis cervical en pacientes con COCE de lengua. Mientras tanto, Katayama y
cols., informaron que altos niveles de expresion de MMP-9 en pacientes con CCC
se correlacion6 con ganglios linfaticos regionales y/o metastasis a distancia y un
mal pronostico (Guttman y cols., 2003; Katayama y cols., 2004).

Ademas, De Vicente y cols., mostraron que la expresion de MMP-9 no se asocio
con variables clinicas, tales como la etapa del tumor o la tasa de recurrencia (De
Vicente y cols., 2005). En otro estudio la actividad gelatinolitica y un aumento de la
expresion tanto de MMP-2 como de MMP-9 en CCC estaban relacionados con la
invasividad, pero no con el potencial metastasico (lkebe y cols., 1999).

En general, tanto el aumento de la vascularizacion del tumor como la expresion de
factores pro angiogénicos se han asociado con una fase avanzada de los tumores
y pobre prondstico en varios canceres humanos. (Kohler y cols. 2012). MMP-9
jugaria un doble papel en este proceso, actuando como un factor pro angiogénico
al activar la liberacion de VEGF (Bergers y cols., 2000; Kim y cols., 2006; Henriques
y cols., 2012). Como también podria tener un papel anti angiogénico, al provocar la
escision de colageno tipo XVIII, que conduce a la liberaciéon de endostatina, un
potente inhibidor de la angiogénesis y la migracién de células endoteliales; asi como
de la angiostatina, un fragmento de plasminégeno que inhibe la proliferacion de
células endoteliales. Aparte de la produccion de endostatina y angiostatina, MMP-9
se asocia con la degradacién proteolitica de colageno de tipo 1V, que produce un
inhibidor de la angiogénesis, tumstatina (Vilen y cols., 2013).
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Actualmente, MMP-9 se conoce como un modulador multifuncional que esta
implicada en cascadas de sefializacidén celular muy complejas. En el proceso de
invasion de COCE, participa en la sefializacién celular indirecta mediante el control
de la biodisponibilidad y bioactividad de moléculas que se dirigen a receptores
especificos, que regulan el crecimiento celular, la migracion, la inflamacion y la
angiogénesis (Van Den Steen y cols., 2000; Bauvois. 2012; Vilen y cols., 2013).
Esclarecer el rol de MMP-9 en la progresion de COCE resulta relevante, pues
estaria involucrada en procesos de invasion y metastasis, o que repercute

directamente en el prondstico de pacientes con COCE.

Las cascadas de sefializacion que pueden resultar en carcinogénesis raramente
funcionan solas o aisladas. La intercomunicacion entre ellas es absolutamente
compleja conllevando a diferentes respuestas celulares dependiendo del estimulo
externo. Otra via de sefalizacion asociada a alteraciones celulares que derivan en
cancer corresponde a Wnt/3-catenina, alteraciones en esta via se asocian a Cancer
colorrectal esporadico, Carcinoma hepatocelular, Melanoma, Cancer endometrial,
Cancer de ovario, Cancer gastrico, Leucemias, Cancer de prostata, entre otros
(Logany cols., 2004; Suzuki y cols., 2004; Alberts y cols., 2005; Vermeuleny cols.,
2010). Aunque su rol en COCE no ha sido ampliamente estudiado (lwai y cols.,
2010).
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ViA DE SENALIZACION WNT/B-CATENINA

Un elemento importante en la asociacién de células adyacentes son las uniones
adherentes, estan formadas por complejos constituidos por moléculas de adhesion,
las cadherinas, y proteinas citoplasmaticas llamadas cateninas (alfa, beta, gamma
y delta). La B-catenina es una proteina de 728 aminoacidos, que se encuentra unida
al dominio citoplasmatico de E-cadherina y que actua como una proteina
intermediaria para la unidbn de moléculas de adhesion y el citoesqueleto en las
uniones celulares (Cordova y cols., 2009).

Inicialmente, se habia establecido que la unica funcion de 3-catenina era participar
en el control de la funcién adhesiva de la E-cadherina. Posteriormente, se logro
establecer una segunda funcion, ser un componente importante de la via de

sefalizacion intracelular Wnt.

En el ser humano se conocen 19 proteinas codificadas por genes Wnt. (Mlodzik y
cols., 2002). Las proteinas Wnt son una familia de glicoproteinas de secrecion con
diversas funciones en el desarrollo, incluyendo la regulacion, diferenciacion,

proliferacion y muerte celular (Miller y cols., 2001).

Estas proteinas actuan como ligandos para estimular vias de transduccion de
sefales mediadas por receptores en organismos vertebrados e invertebrados.
Actualmente, se conocen cuatro vias de sefalizacion Wnt: 1) via candnica o Wnt/[3-
catenina; 2) via Wnt/Ca+2 que involucra a la proteina quinasa A, 3) via de polaridad
celular planar, y 4) via que involucra a la proteina quinasa C e interviene en el
proceso de miogénesis. Algunas de las proteinas Wnt activan y modulan la via
canodnica, la mas importante y mejor estudiada via de control y regulacion
citoplasmatica relacionada con la proteina B-catenina, la cual se ha identificado
como la principal responsable de alteraciones celulares que derivan en algunos

tipos de cancer (Ochoa-Hernandez y cols., 2012).
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La activacidn de la via se inicia con la secrecion de proteinas Wnt y su unién a los
receptores de superficie celular Frizzled (Fzd). Los ligandos Wnt se producen en
una amplia variedad de tejidos del organismo que van desde neuronas hasta
fibroblastos, y utilizan generalmente un mecanismo de sefalizacion de tipo

autocrino (Luu y cols., 2004; Dosen y cols., 2006).

Los receptores Fzd pertenecen a una familia de proteinas con siete regiones
transmembranales, su activacion recluta a la proteina Dishevelled (Dvl) que,
posteriormente es fosforilada (Alberts y cols., 2005; Takahashi-Yanaga y cols.,
2007). La union de Wnt con los receptores Fzd requiere, ademas, la participacion
de proteinas relacionadas con los receptores de lipoproteinas de baja densidad
LRPS o LRP6 (Winn y cols., 2006). La activacion de la proteina Dvl bloquea al
complejo protéico citoplasmatico encargado de la degradacion de la proteina
B-catenina.

En ausencia del ligando Wnt, las p-cateninas citoplasmaticas son degradadas por
un complejo multiprotéico que comprende la enzima glucégeno sintasa quinasa 33
(GSK-3B), la proteina poliposis adenomatosa coli (APC), Axina, encargada de
mantener unido al complejo de degradacion y la enzima caseina quinasa 1a (CK1a)
(Takahashi-Yanaga y cols., 2007).

En el nucleo, en ausencia de la proteina 3-catenina, los genes diana de la via de
sefalizacion Wnt son normalmente inhibidos por un complejo protéico que incluye
al factor estimulador linfoide (LEF) y al factor de células T (TCF) unidos a la proteina
co-receptora Groucho. La inhibicién de la degradacion de (B-catenina ocasionada
por el ligando Wnt da como resultado la acumulacion de dichas proteinas
citoplasmaticas y su posterior translocacion al nucleo para formar un complejo con
LEF/TCF, que desplaza a la proteina Groucho y adopta la funcién de co-activador
al inducir la transcripcion de los genes diana de la via Wnt (Figura 1)
(Khul y cols., 2000; Reya y cols., 2005). Entre los genes diana activados por esta
via se encuentran: c-Myc, c-Jun, CCND1, PPARD, FOSL1 y UTERIN, relacionados
con crecimiento y proliferacion celular (Gao y cols., 2005, lwai y cols., 2005, Ochoa-
Hernandez y cols., 2012).
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Figura 1. Via de senalizacion Wnt candnica. En ausencia de Wnt activa (a), B-
catenina es degradada, y los potenciales genes diana estan en un estado reprimido. Si
la sefalizacion Wnt esta activa (b), se reduce la degradacion de B-catenina. Como f3-
catenina se acumula, transloca hacia el nucleo, se une a LEF/TCF y activa la

transcripcion. (Moon RT, Kohn AD, De Ferrari GV, Kaykas A. (2004) WNT and beta-catenin signalling:
diseases and therapies. Nat Rev Genet. 5(9):691-701.)

La molécula de adhesion epitelial E-cadherina puede actuar como regulador
negativo de la via, afectando la localizacién intracelular de [(-catenina. La
E-cadherina se une a B-catenina impidiendo su ingreso al nucleo (Ying y cols.,
2008). La actividad de la via depende de la concentracion citoplasmatica de
B-catenina. Lo normal es que esta proteina se mantenga en bajas concentraciones
en el citoplasma, gracias a su degradacion estrictamente regulada (Cérdova et al,
2010).

En la actualidad se conocen varios genes reguladores de esta via que se
encuentran alterados en los diferentes canceres humanos ya mencionados (Logan
y cols., 2004; Suzuki y cols., 2004; Alberts y cols., 2005; Vermeulen y cols., 2010).
En todos estos casos el comun denominador es la modificacion en la expresion de
los genes diana de la via de sefalizacion Wnt/B-catenina (Johnson y cols., 2006).
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WNT/B-CATENINA Y ASOCIACION CON COCE

En condiciones fisiologicas, la mucosa de la cavidad oral a través de
inmunohistoquimica exhibe tincion en la membrana para [3-catenina. En contraste,
la acumulacion citoplasmatica de B-catenina se observa frecuentemente en COCE
(Lo Muzio y cols., 1999; Gao y cols., 2005; Lopes y cols., 2009), aunque no esta
estrechamente asociado con alteraciones mutacionales, sugiriendo que la
desregulacion de la via B-catenina y su consiguiente hiperactividad puede contribuir
a la progresion de COCE (lwai y cols., 2010).

Autores han demostrado que la activacion de la via Wnt/B-catenina se correlaciona
con la transicidn epitelial-mesenquimal (TEM), es decir, células del carcinoma
cambian su morfologia, reducen sus adherencias intercelulares y ceélula-matriz,
aumentando su motilidad e invasividad (Sun y cols., 2008; Lopes y cols., 2009;
Schmalhofer y cols., 2009; Takayama y cols., 2009). Sin embargo, algunos estudios
inmunohistologicos de cancer oral no lograron detectar una asociacion entre la
expresion de B-catenina y metastasis ganglionar (Tanaka y cols., 2003; Kurtz y cols.,
2006).

Zaid. investigo la expresion inmunohistoquimica de E-cadherina y B-catenina en
muestras de COCE, asi como la correlacién entre la expresion de ambas y la
diferenciacion histopatolégica de este tumor. La pérdida de expresion de ambas
moléculas fue un evento frecuente en COCE de todas las diferenciaciones
histologicas (Zaid. 2014).

Reyes y cols., determinaron y compararon la expresion nuclear de 3-catenina en
muestras de displasia oral y COCE sugiriendo que la expresion nuclear de
B-catenina puede estar relacionado con la proliferacidén celular, lo que sugiere un
papel de esta proteina en la progresion de la displasia y transformacion maligna
temprana hacia el COCE, por lo que B-catenina seria un potencial marcador para

lesiones displasicas de la cavidad oral (Reyes y cols., 2015).
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La pérdida de adhesidn intercelular es sélo una de las etapas necesarias para la
aparicion de metastasis. A su vez, es necesaria la existencia de otros fenbmenos,
tales como la destruccion de la MEC causada por metaloproteinasas de matriz

extracelular, entre ellas MMP-9 (Lopes et al., 2009).
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ASOCIACION ENTRE WNT/B-CATENINA Y MMP-9

En la literatura existen escasos estudios sobre la asociacion entre Wnt/B-catenina y
MMP-9, mas bien han evidenciado a modo de hallazgo, una posible interaccion
entre ambas, sin embargo, el mecanismo molecular de la interaccion aun no se ha

descrito.

Wu. y cols., estudiaron células endoteliales sefialando que la via Wnt estabiliza a
B-catenina haciendo que se dirija directamente a los promotores de MMPs en el
nucleo a través de LEF-1/TCF, por lo tanto, MMP-9 seria objetivo directo de la via

de sefializacion Wnt (Wu. y cols., 2007).

Algunos estudios han informado que la inhibicion de 3-catenina por algunos agentes
farmacoldgicos también puede inhibir la expresion de MMP-9, los autores reportaron
que el agente en estudio disminuyd la expresidn nuclear de B-catenina, reduciendo
la induccion de genes objetivos de la via de sefializacion Wnt, entre ellos la
expresion de MMP-9, provocando inhibicién de la invasion y de metastasis (Song y
cols., 2012; Singh y cols., 2013; Kwon y cols., 2014).

En un estudio in vitro, se ha sefialado a modo de hallazgo que la actividad
transcripcional de B-catenina se ha correlacionado positivamente con el aumento en
los niveles de transcripcion de MMP-9 en células escamosas orales (Li y cols.,
2009).

Interesante es que en COCE, TGF B-1 aumenta la expresion de MMP-9 y
desencadena la TEM (Sun y cols., 2008; Takayama y cols., 2009). Curiosamente,
la forma inactiva de TGF-B1 es activado por MMP-9 (Yu y cols., 2000). Cabe
mencionar que un cambio bioquimico comun asociado con TEM es la reduccion en

la expresion de E-cadherina (lwai y cols., 2005).

Otros factores de crecimiento que se relacionan y potencian las acciones de
B-catenina son el Factor de Crecimiento Epidermal (EGF) y VEGF activando la via
de senalizacién Rac/KRAS, que potencia la via Wnt/B-catenina incrementando el
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tiempo de permanencia y concentracion de -catenina en el nucleo (Vermeulen y
cols., 2010; Korkaya y cols., 2010; Takebe y cols., 2011). A su vez, como vimos
anteriormente, esta bien documentado el rol de MMP-9 en la liberacion de VEGF.
MMP-9 y VEGF se expresan durante COCE invasivo de lengua y en tumores
metastasicos (Henriques y cols., 2012; Bauvois. 2012).

Estos hallazgos sugieren una posible correlacion entre 3-catenina y MMP-9 en
COCE, ambas interactuan con moléculas ligadas al proceso de carcinogénesis, y al
parecer MMP-9 seria un objetivo directo de la via de senalizacion Wnt.



18

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como describimos anteriormente, la tasa de supervivencia a cinco afos de los
pacientes diagnosticados con COCE no ha mejorado sustancialmente, en parte
debido a un diagndstico tardio. Riera y cols., sefalan que la morbilidad por cancer
oral y faringeo en Chile, estimada a partir de registros de egresos hospitalarios,
experimentd un aumento progresivo entre el periodo 1969-2002 (Riera y cols.,
2005). Pacientes con esta patologia sufren un significativo deterioro en su calidad
de vida, debido al dolor cronico, la pérdida de tejidos, pérdida de funcioén y secuelas

emocionales.

Este proyecto propone evaluar si existe una asociacion entre la expresion de
B-catenina y MMP-9 en muestras de COCE, registrados en los archivos del Servicio
de Anatomia Patologica de la Facultad de Odontologia, Universidad de Chile
(FOUCH), entre los afos 2000-2013. Nuestro objetivo es evaluar si existe
asociacion entre estas variables, identificar su presencia y distribucion para indagar

su eventual participacion en la patogénesis de COCE.
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3. HIPOTESIS

Existe asociacion entre expresidon de B-catenina y MMP-9 en muestras de
Carcinoma Oral de Células Escamosas evaluadas en este estudio.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la asociacion entre B-catenina y MMP-9 en muestras de Carcinoma Oral
de Células Escamosas evaluadas en este estudio.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar la expresion de B-catenina y MMP-9 en Carcinoma Oral de
Células Escamosas en este estudio.

2) Determinar el porcentaje de inmunomarcacion de B-catenina y MMP-9 en
Carcinoma Oral de Células Escamosas en este estudio.

3) Determinar la relacion entre 3-catenina y MMP-9 en muestras de COCE

evaluadas en este estudio.

4) Describir aspectos clinico-demograficos y anatomo-patoldgicos de los casos
de Carcinoma Oral de Células Escamosas en estudio.
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6. METODOLOGIA

Tipo de estudio
Estudio de tipo observacional analitico, de corte transversal.

Fuente de Informacién

La fuente de informacion fueron las fichas clinicas y biopsias en bloques de parafina
con diagnostico histopatolégico de COCE, registrados en los archivos del Servicio
de Anatomia Patologica de la Facultad de Odontologia, Universidad de Chile
(FOUCH).

Descripcion de la muestra

Correspondié a un muestreo de tipo no probabilistico, por conveniencia. De la base
de datos digital del Servicio de Anatomia Patoldgica de la FOUCH se seleccionaron
50 casos con diagnostico histopatologico de COCE, segun la Clasificacion de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) del afio 1998, entre los afios 2000 y 2013,

que cumplieron con los criterios de inclusion.

Criterios de inclusiéon
* Diagnéstico confirmado de COCE por histopatélogo oral.
* (Cantidad suficiente de material fijado e incluido en bloques de parafina que
permita hacer los analisis de inmunohistoquimica.
« Area disponible de observacién con un minimo de 4 mm?.
* Contar con datos clinico-demograficos de los casos de COCE en las fichas

del paciente.

Criterios de exclusion
* Muestras que tengan artefactos de técnica quirurgica y/o de procesamiento
histologico.

* Muestras que correspondan a recidivas de la lesion inicial.



21

Recoleccion de datos y procesamiento de los tejidos

De la base de datos digital se obtuvieron los datos clinicos, el numero de
ficha clinica y el numero de biopsia de los pacientes diagnosticados con COCE
durante el periodo 2000-2013.

Luego de seleccionar los casos, se confirmo el diagndstico y el cumplimiento
de los criterios de inclusién y exclusion por un patdlogo oral del Departamento de
Patologia y Medicina Oral de la FOUCH. Dichos casos previamente tefidos con
hematoxilina-eosina (HE) fueron observados mediante un microscopio o6ptico
Olympus CX21, con el cual se selecciond el corte mas representativo en los casos
que existio mas de una placa histologica, y con el que se confirmé el diagndstico

histopatolégico de cada caso.

La informacion basica completa de los pacientes (edad, sexo y localizacion
de la lesion) se obtuvo de las fichas clinicas seleccionadas.

La informacion obtenida fue recopilada en una planilla del programa computacional
Microsoft Excel® 2015.
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TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

Procesamiento previo a la IHQ

Una vez seleccionados los moldes, a cada bloque de parafina se le realizaron 2 cortes
(uno para cada anticuerpo) de 4 ym con navajas de corte para tejidos blandos marca
Feather ®, en un micrétomo marca E. Leitz Wetzlar ®. Posteriormente fueron colocadas
en un bafo de estirado marca Lebline ® a 38°C; cada corte fue recogido en
portaobjetos con carga positiva (Laboratorio Cellpath, Inglaterra) y secados a 60°C
por 30 min. en estufa marca Memmert ®.

Técnica IHQ para la deteccién de B-cateninay MMP-9

Las muestras en cada portaobjeto fueron desparafinadas en xilol y rehidratadas en
alcoholes descendentes hasta el agua destilada. Las secciones fueron colocadas en
buffer citrato de sodio (pH= 6) por 45 min. en olla a presion para la recuperacion
antigénica, y posteriormente fueron lavadas con buffer fosfato salino (PBS) durante 5
min. La actividad de la peroxidasa enddgena fue bloqueada incubando las secciones
en HyO, al 3% en metanol a temperatura ambiente durante 20 min. Las secciones
fueron pre-incubadas con suero de caballo durante 20 min. a temperatura ambiente. Se
incubaron durante 30 min. en camara humeda a 37°C con los siguientes anticuerpos
primarios:

Tabla 1. Caracteristicas de anticuerpos primarios utilizados en este estudio.

Anticuerpo primario Anti-B-catenina Anti-MMP 9
Tipo de Anticuerpo Ac monoclonal Murino Ac monoclonal conejo
Dilucion 1:200 RTU
Laboratorio Comercial Biogenex Biogenex
Caodigo del Producto M3539 AN504-10M

Patron de marcacion Membrana, Citoplasma, Nucleo Citoplasma
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Posteriormente fueron lavadas con PBS durante 5 min. e incubadas con el anticuerpo
secundario biotinilado durante 20 min. a 37°C, y con peroxidasa-estreptavidina
conjugada (Sistema Deteccion Universal Vectastain Elite Kit amplio espectro ABC-
HRP, RTU, Vector-USA, EE.UU.) durante 20 min. a 37°C; la reaccion se visualizd con
diaminobencidina (DAB) y fue contrarrestada con hematoxilina de Harris. En el
procedimiento se incluyeron controles negativos obtenidos mediante sustitucién del
anticuerpo especifico con PBS y controles positivos para [(-catenina de
adenocarcinoma de colon y para MMP-9 de médula 6sea roja, necesarios para validar
la técnica IHQ y la calidad del anticuerpo, bajo la recomendacion del fabricante
(Coussens LM y cols., 2000).

Inmunomarcacioén y observaciéon microscoépica

Los cortes procesados con inmunomarcacion para (-catenina y para MMP-9 fueron
etiquetados segun numero de molde y anticuerpo utilizado.

El analisis de la inmunotincion (-catenina (membranosa, citoplasmatica y nuclear)
y MMP-9 (citoplasmatica), se basé en lo descrito en la literatura y se evaluo

mediante microscopio de luz con un aumento de 40x.
Recuento de células inmunopositivas

Evaluacion de B-catenina

Dependiendo del patrén de tincion la inmunolocalizacion B-catenina se clasifico en

membranosa, citoplasmatica y nuclear (Reyes M. y cols., 2015).

* En membrana la intensidad de la tincion se clasific6 como leve, moderada
o intensa. En los casos no homogéneos, se registro la intensidad
predominante (mas del 70% de las células neoplasicas).
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La tincidon citoplasmatica se registr6 como positiva o negativa. Se
considero6 positiva cuando se observo una marcacion color pardo a nivel
citoplasmatico en mas del 70% de las células neoplasicas, sin considerar

intensidad.

A nivel nuclear se evalué como positiva o negativa. Se considero positiva
cuando se observé una marcacion color pardo en el nucleo en mas del

70% de las células neoplasicas, sin considerar intensidad.

Evaluacion de MMP-9

Para evaluar la inmunomarcacion de MMP-9 se considero:

La tincion citoplasmatica de células neoplasicas, sin considerar

intensidad.

La expresion se analizé segun porcentaje de células teinidas. El
porcentaje de tincion fue evaluado cada 1000 células a 40X. Previamente
se seleccionaron zonas hot spots a 10X, excluyendo areas de necrosis y

artefacto de técnica.

De las zonas seleccionadas se obtuvo una fotomicrografia en el
microscopio Olympus BX41, utilizando el programa Micrometrics SE
Premiun, la que se analizd con el software libre ImageJ
(http.//rsb.info.nih.qov/ij/), permitiendo realizar el conteo de células

tenidas.

Dos operadores, en tiempos diferentes, realizaron la observacion de las células

inmunopositivas. Se realizé una calibracion intra-observador. La observacion de estos

cortes fue realizada en el Area de Anatomia Patolégica, Departamento de Patologia y

Medicina Oral de la FOUCH. La recopilacion de datos fue recopilada en una planilla

del programa computacional Microsoft Excel® 2015.
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Variables del estudio

Inmunotinciéon de MMP-9:

- Marcacién de color café a nivel citoplasmatico en células neoplasicas, sin

considerar intensidad.
Inmunotincion de B-catenina:

- Marcacién de color pardo a nivel de membrana, la intensidad de la tincién se
clasifico como leve, moderada o intensa. En los casos no homogéneos, se

registro la intensidad predominante (mas del 70% de las células neoplasicas)

- Marcacién de color pardo a nivel citoplasmatico y nuclear, sin considerar

intensidad.
Aspectos clinico-demograficos y anatomo-patologicos:

- Edad, sexo, localizacion de la lesion, apariencia clinica y grado de

diferenciacion.

Analisis estadistico

Se realizé un analisis exploratorio de los datos mediante analisis de normalidad de
la curva a través de la prueba Shapiro Wilk. Las muestras al no tener distribucion
normal se utilizo el test no paramétrico de Mann-Whitney.

Se considerd un nivel de significancia del 95% (p<0,05) para aceptar diferencias
estadisticamente significativas. Todas las pruebas estadisticas se realizaron
mediante el software Stata 11.0 (StataCorp LP, CollegeStation, TX, USA).
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7. RESULTADOS

En el estudio se analizaron 50 muestras de biopsias de COCE intraorales, entre los
afnos 2000 y 2013, pertenecientes al Servicio de Anatomia Patolégica de la FOUCH,

que cumplieron con los criterios de inclusion y exclusion establecidos.

Caracteristicas clinico-patologicas del grupo en estudio

Las caracteristicas clinicas e histopatologicas de cada uno de los 50 casos
estudiados de COCE se presentan en la Tabla 2. La primera columna muestra el
numero del caso asignado para este estudio. En las siguientes columnas se
presentan los datos de edad, sexo, localizacién de la lesién, apariencia clinica y
grado de diferenciacion obtenida del informe de anatomia patolégica.

Tabla 2. Casos de COCE incluidos en el estudio.

CASO EDAD SEXO LOCALIZACION APARIENCIA CLiNICA GRADO DIFERENCIACION

1 34 H REBORDE TUMOR BIEN DIFERENCIADO

2 51 H PALADAR TUMOR BIEN DIFERENCIADO

3 73 M LENGUA TUMOR BIEN DIFERENCIADO

4 61 M sfi sfi BIEN DIFERENCIADO

5 68 M LENGUA LEUCOPLASIA BIEN DIFERENCIADO

6 70 H REBORDE ULCERA BIEN DIFERENCIADO

7 60 M REBORDE LEUCOPLASIA BIEN DIFERENCIADO

8 44 M LENGUA ULCERA POBREMENTE DIFERENCIADO

9 80 M LABIO TUMOR MODERADAMENTE
DIFERENCIADO

10 68 H LENGUA TUMOR BIEN DIFERENCIADO

11 48 H REBORDE TUMOR POBREMENTE DIFERENCIADO

12 60 M REBORDE ULCERA BIEN DIFERENCIADO

13 69 H PISO BOCA ULCERA MODERADAMENTE
DIFERENCIADO

14 97 M REBORDE TUMOR MODERADAMENTE
DIFERENCIADO

15 72 M LENGUA TUMOR BIEN DIFERENCIADO

16 46 M REBORDE TUMOR MODERADAMENTE
DIFERENCIADO

17 45 M LENGUA ERITROPLASIA MODERADAMENTE
DIFERENCIADO

18 55 H REBORDE TUMOR BIEN DIFERENCIADO

19 61 M PISO BOCA ULCERA MODERADAMENTE

DIFERENCIADO
20 61 H PALADAR sl BIEN DIFERENCIADO
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21 77 M PALADAR ULCERA MODERADAMENTE
DIFERENCIADO
22 56 H MUCOSA ULCERA BIEN DIFERENCIADO
23 64 H sfi sfi MODERADAMENTE
DIFERENCIADO
24 64 H sfi sfi MODERADAMENTE
DIFERENCIADO
25 70 H REBORDE sli BIEN DIFERENCIADO
26 59 H LABIO sli BIEN DIFERENCIADO
27 76 H sli sli BIEN DIFERENCIADO
28 65 H PISO BOCA ULCERA MODERADAMENTE
DIFERENCIADO
29 61 M PALADAR ULCERA MODERADAMENTE
DIFERENCIADO
30 69 H PISO BOCA ULCERA MODERADAMENTE
DIFERENCIADO
31 83 M REBORDE TUMOR BIEN DIFERENCIADO
32 60 H REBORDE TUMOR BIEN DIFERENCIADO
33 68 M MUCOSA TUMOR BIEN DIFERENCIADO
34 82 M REBORDE ULCERA BIEN DIFERENCIADO
35 57 H LENGUA ULCERA BIEN DIFERENCIADO
36 74 M LENGUA LEUCOPLASIA BIEN DIFERENCIADO
37 54 M LENGUA LEUCOPLASIA BIEN DIFERENCIADO
38 55 H LENGUA ULCERA BIEN DIFERENCIADO
39 54 H LENGUA ULCERA BIEN DIFERENCIADO
40 46 H MUCOSA ULCERA MODERADAMENTE
DIFERENCIADO
41 89 M MUCOSA TUMOR BIEN DIFERENCIADO
42 58 H MUCOSA TUMOR BIEN DIFERENCIADO
43 58 H MUCOSA TUMOR BIEN DIFERENCIADO
44 69 H LENGUA ULCERA MODERADAMENTE
DIFERENCIADO
45 83 M LENGUA ERITROPLASIA BIEN DIFERENCIADO
46 53 H REBORDE LEUCOPLASIA BIEN DIFERENCIADO
47 66 M LENGUA ULCERA BIEN DIFERENCIADO
48 47 H REBORDE TUMOR BIEN DIFERENCIADO
49 70 H REBORDE ULCERA BIEN DIFERENCIADO
50 80 M MUCOSA TUMOR BIEN DIFERENCIADO

s/i: sin informacién

La edad presentd un rango que fluctud entre los 34 y 97 afos, con un promedio de
63,8 (DS: 12,6) aios, en hombres 59,5 (DS: 9,5) y en mujeres 68,6 (DS: 14,1) afos,
un 64% de los pacientes presentaron una edad igual o mayor a 60 afios. La muestra
esta formada por 54% (n=27) de hombres y 46% (n=23) de mujeres, la localizacion
mas frecuente fue reborde (30%), seguido por lengua (28%). El aspecto clinico mas
frecuente fue ulcera (36%) y tumor (36%). Histologicamente se clasificaron segun el
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grado de diferenciacién en bien, moderada o pobremente diferenciadas, siendo bien

diferenciadas el 68% (n=34), 28% fueron moderadamente diferenciadas (n=14) y tan

soélo el 4% pobremente diferenciadas (n=2). Como se observa en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas clinico-patolégicas.

Caracteristicas n (%)
Grupo de edad

< 60 afios 18 (36)

2 60 afios 32 (64)

Localizacion tumor

Reborde 15 (30)
Mucosa 7(14)
Lengua 14 (28)
Paladar 4 (8)
Piso de boca 4 (8)
Labio 2 (4)
sfi 4 (8)
Apariencia clinica
Tumor 18 (36)
Ulcera 18 (36)
Leucoplasia 5(10)
Eritroplasia 2(4)
sli 7(14)
Grado de diferenciacion
Bien 34 (68)
Moderado 14 (28)
Pobre 2(4)

Total 50 (100)
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Analisis de inmunoreactividad

Marcaciéon inmunohistoquimica de MMP-9 en COCE

Se realizé un analisis inmunohistoquimico para evaluar el porcentaje de células
neoplasicas positivas para MMP-9. La localizacion de la inmunomarcacion
analizada fue citoplasmatica.

Se observo marcacion positiva en las células neoplasicas de COCE y en células
inflamatorias. La inmunomarcacién de MMP-9 sélo se evalud en el citoplasma de
células neoplasicas, evaluando el porcentaje de tincion cada 1000 células sin
considerar intensidad, seleccionando zonas hot spots, excluyendo areas de
necrosis y artefacto de técnica. La tincion se observo de color café con distintos
grados de intensidad, Figura 2, en la cual se observa la localizacion de tincion en

las células neoplasicas.

De los 50 casos analizados, el 100% de ellos presentdo algun grado de
inmunoreactividad para MMP-9. El promedio de inmunomarcacién fue de 82,43%,

como se consigna en la Tabla 4.

Tabla 4. Inmunomarcacién de MMP-9 en casos de COCE en estudio.

Marcador | Inmunomarcacion Porcentaje células positivas
positiva
n (%) Promedio (DS) Mediana (p25-p75)
MMP- 9 50 (100,0) 82,43 (7,8) 84,36 (77,16 — 88,56)

Al clasificar las muestras segun grado de diferenciacion, a menor grado de
diferenciacion se observd un mayor porcentaje de inmunomarcacion de MMP-9, el
COCE pobremente diferenciado presenté un 89,24% en comparacion con los casos
bien diferenciados los cuales tuvieron un 81,67% como se observa en la Tabla 5,

sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0,63).



Figura 2. Caracteristicas de la inmunotincién analizada con MMP-9 en COCE.
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Figura 2. Muestras de COCE con inmunomarcacién para MMP-9. A) Flecha
roja, tincién citoplasmatica positiva, color café para MMP-9, 40X. B) Flecha

amarilla, tincion citoplasmatica negativa para MMP-9, 40X.
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Tabla 5. Inmunomarcaciéon de MMP-9 segun grado de diferenciacién de COCE.
Porcentaje células positivas

Grupo n . MMP-9.
Promedio (%) Mediana o]
COCE-BD 34 81,67 83,88
COCE-MD 14 83,33 83,97 0,63
COCE-PD 2 89,24 89,24

Tabla 5. Inmunomarcacién de MMP-9 en casos de COCE, clasificados segun grado
de diferenciacién histolégica. COCE: carcinoma oral de células escamosas. BD: bien
diferenciado. MD: moderadamente diferenciado, PD: pobremente diferenciado.

Marcacién inmunohistoquimica de -catenina en COCE

Dependiendo del patrén de inmunolocalizacion de B -catenina se clasificd en
membranoso, citoplasmatico y nuclear. En membrana la intensidad de tincién se
clasifico como leve, moderada o intensa; a nivel citoplasmatico y nuclear la tincién
se registro en forma dicotomica como positiva o negativa. En la Figura 3A, se
observa la localizacion de la tincion en mucosa oral normal (MON), presentando
inmunomarcacion para (3-catenina sélo a nivel de la membrana celular. La Figura
3B, presenta una muestra de COCE con inmunotincidn para 3-catenina a nivel de
membrana celular, citoplasma y nucleo (flechas color celeste, verde y amarillo

respectivamente).
Expresion de B-catenina en COCE

En el presente estudio, muestras de epitelio de mucosa oral normal (MON)
presentaron expresion de B-catenina unicamente en membrana celular, tanto en
citoplasma como en nucleo la inmunotincidn fue negativa. EI 100% de las muestras

de COCE mostraron inmunotincion para 3-catenina positiva a nivel citoplasmatico.

A nivel de membrana la expresion de [3-catenina fue positiva en la totalidad de las
muestras y su intensidad se atenu6é a medida que disminuyé el grado de
diferenciacion celular (Figura 4A, 4C, 4E), por lo general, tendié a perderse en las
capas superiores del epitelio.
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Figura 3. Caracteristicas de la inmunotincion para 3-catenina.

40X

-catenina A) Mucosa oral

Figura 3. Muestras de COCE con inmunomarcacioén para 8

se observa tincién a nivel de membrana

catenina

normal (MON) con inmunomarcacion para 3

Flecha celeste:

catenina.

B) COCE con inmunomarcacién para 3

celular (flecha roja), 40X.

tincion en membrana. Flecha verde: tincion citoplasmatica. Flecha amarilla: tincion nuclear,
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Como se observa en la Tabla 6, el 44% de las muestras presentaron a nivel de
membrana una intensidad débil, el 68,2% (n=15) de ellas correspondié a COCE bien
diferenciado, seguidas de un 27,7% (n=6) de muestras de COCE moderadamente
diferenciado y tan s6lo un 4,54% (n=1) eran de COCE pobremente diferenciado. El
56% de las muestras restantes tuvieron intensidad moderada para membrana,
67,85% (n=19) fueron de COCE bien diferenciado, 28,57% (n=8) moderado y un
3,57% (n=1) era pobremente diferenciado. No se observé una tincion intensa a nivel

de membrana celular.

Un 14% (n=7) de las muestras de COCE presentaron expresion nuclear de
B-catenina, el 85,71% (n=6) de ellas eran bien diferenciadas y un 14,28% (n=1)
pobremente diferenciadas (Tabla 6).

Tabla 6. Localizacion de 3-catenina en el grupo de estudio.

Es Intensidad en tincion de . Tinciél? _ Tincién
membrana citoplasmatica nuclear
Débil Moderada Intensa Positiva Negativa Positiva Negativa
MON 3 0 0 3 0 3 0 3
COCE-BD 34 15 19 0 34 0 6 28
COCE-MD 14 6 8 0 14 0 0 14
COCE-PD 2 1 1 0 2 0 1 1
Total COCE 50 22 28 0 50 0 7 43

Tabla 6. Localizacion de B-catenina en muestras de MON y COCE, clasificadas segun
grado de diferenciacion histolégica. COCE: Carcinoma Oral de Células Escamosas.
MON: Mucosa Oral Normal. BD: Bien Diferenciado. MD: Moderadamente Diferenciado,
PD: Pobremente Diferenciado.
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Figura 4. Localizacion inmunohistoquimica de B-catenina y MMP-9 segun grado de

diferenciacion de COCE.

B-catenina

40X

E

40X

40X

Figura 4. A,B: COCE bien diferenciado, 40X. C,D: COCE Moderadamente diferenciado, 40X. E-F: COCE
pobremente diferenciado, 40X. A: B-catenina es localizada principalmente en membrana y citoplasma, la
expresion nuclear es muy baja, B,D,F: Expresion de MMP-9 no presenté una diferencia significativa entre
los distintos grados de diferenciaciéon de COCE C: Expresion de B-catenina en membrana se va perdiendo
a menor grado de diferenciacion, E: No se muestra expresién en membrana de -catenina.
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Asociacion entre inmunomarcacion MMP-9 y -catenina en COCE.

Al asociar la expresion nuclear de 3-catenina (positiva o negativa) y el recuento de
células positivas o negativas para MMP-9 (Tabla 7), la diferencia no fue
estadisticamente significativa. Sin embargo, se observd un mayor recuento de
células positivas para MMP-9 cuando la expresion nuclear de [(-catenina fue
positiva.

Tabla 7. Relacién entre la expresion nuclear de p-catenina y la expresion de MMP-9.

B-catenina nuclear (+) B-catenina nuclear (-) p
Promedio células
MMP-9 988,57 (377,8) 898,34 (343,7) 0,11
Positivas (DS)
MMP-9
Negativas (DS) 298,57 (117,9) 212,55 (111,6) 0,19

Al analizar la expresion de B-catenina a nivel citoplasmatico y el numero de células
positivas para MMP-9, no se encontré una asociacidon significativa entre dichas
variables (p= 0,9). Al evaluar el porcentaje de células positivas para MMP-9 y
clasificarlas de acuerdo al patrén de localizacion de (3-catenina (Tabla 8) se observo
un mayor porcentaje a nivel de membrana en muestras de intensidad débil en
comparacion a intensidad moderada (no hubo muestras con expresion intensa en
membrana). Lo mismo ocurrié a nivel nuclear donde las muestras positivas tuvieron
un porcentaje mayor (87,49%) en comparacion con las negativas (81,61%). A nivel
citoplasmatico todas las muestras fueron positivas.

Tabla 8. Asociacion entre porcentaje de células positivas para B-catenina y MMP-9 en
COCE.

Localizaciéon B-catenina

Intensidad tincion en Tincion Tincion
membrana citoplasmatica nuclear
Débil Moderada Intensa Positiva Negativa  Positiva Negativa

MMP-9
n(%) 22(84,39) 28(80,90) 0 50 (82,43) 0 7(87,49) 43 (81,61)
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Relacion entre inmunomarcadores y parametros clinico-patolégicos de los

casos estudiados con COCE.

Al relacionar el porcentaje de MMP-9 y [(-catenina con las variables clinico-
patolégicas (Tabla 9), se observaron valores similares en cuanto a sexo, edad,
localizacion, aspecto clinico y grado de diferenciacion.

Tabla 9. MMP-9 y B-catenina segun caracteristicas clinico-patoldgicas.

Localizacién B-catenina

MMP-9 Tincién Tincién Tincién
Variables n (%) (%) membrana citoplasmatica nuclear
(n) (n) (n)
Débil Moderada Intensa (+) (-) (+) (-)
Sexo
. 23 (46) 82,74 9 14 0 23 0 4 19
Mujer
27 (54) 82,17 13 14 0 27 0 3 24
Hombre
Edad
< 60 afios 18 (36) 82,03 5 13 0 18 0 2 16
2 60 afios 32 (64) 82,66 17 15 0 32 0 5 27
Localizaciéon
del tumor
Reborde 15(30) 84,16 8 7 0 15 0 2 13
Mucosa 7 (14) 81,57 2 5 0 7 0 0 7
Lengua 14 (28) 81,80 4 10 0 14 0 4 10
Paladar 4 (8) 84,87 3 2 0 4 0 1 3
Piso de boca 4 (8) 83,42 2 2 0 4 0 0 4
Labio 2 (4) 82,30 2 0 0 2 0 0 2
sli 4 (8) 76,35 2 2 0 4 0 0 4
Aspecto
clinico
18 (36) 85,61 7 11 0 18 0 3 15
Tumor
Ulcera 18 (36) 82,26 7 11 0 18 0 3 15
Leucoplasia 5(10) 79,62 3 0 5 0 1
Eritroplasia 2(4) 71,60 0 0 2 0 0
sli 7 (14) 78,48 5 0 7 0 0
Grado de
diferenciacion
Bien 34 (68) 81,67 15 19 0 34 0 6 28
Moderado 14 (28) 83,33 6 8 0 14 0 0 14

Pobre 2 (4) 89,24 1 1 0 2 0 1 1
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8. DISCUSION

COCE es la neoplasia maligna mas frecuente en la cavidad oral, a pesar de los
avances en las opciones terapéuticas en las ultimas décadas, la tasa de
supervivencia a cinco afos de los pacientes no ha mejorado sustancialmente. Esto
es en parte, debido a un alto porcentaje (10- 50%) de recidivas loco-regionales y a
distancia después de la cirugia y la facilidad con que este cancer genera
compromiso linfatico y metastasis (Hinerman y cols., 2004).

La prediccion del comportamiento de COCE es diferente usando parametros
clinicos e histopatologicos convencionales (Olivera y cols., 2011). Por lo tanto,
biomarcadores moleculares incluidos los marcadores de adhesion celular, entre
ellos B-catenina, y de degradacion de la matriz, como MMP-9, han sido estudiados
para analizar su rol como herramientas potenciales para predecir el prondstico de

estos pacientes.

Bajo la hipotesis de que existe asociacion entre la expresion de [B-catenina y
MMP-9 en muestras de COCE, este proyecto tuvo como objetivo evaluar si existe
dicha asociacion, ademas de identificar su presencia y distribucion y asi mejorar la
comprension de su posible rol en la patogénesis de COCE.

MMP-9 y su asociacion con COCE

Las metaloproteinasas de matriz extracelular son peptidasas implicadas en la
degradacion de componentes de la matriz extracelular. Su rol en la degradacion de
la MEC y componentes de la membrana basal en neoplasias malignas constituyen
un importante mecanismo asociado con la progresion tumoral. MMP-9 ha sido
asociada a invasion tumoral (Klein y cols., 2011), niveles elevados de esta
metaloproteinasa se han asociado con un riesgo mayor de metastasis en cancer de
mama, cerebro, ovario, colorrectal, prostata, melanoma, entre otros (Roomi y cols.,
2009; Bauvois. 2012).
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Nuestro estudio detect6é inmunoreactividad en las 50 muestras analizadas de COCE
(100%). En promedio, un 82,43% de las células epiteliales neoplasicas fueron
positivas por cada caso, lo que esta en concordancia con lo reportado por algunos
autores, por ejemplo, Kim y cols., mencionan que el porcentaje promedio fue de
78,9% en casos de COCE de lengua y; Fan y cols., sefialan que en mucosa sana
existe marcacion muy leve o nula de MMP-9, en cambio, en muestras de COCE de
lengua detecto su presencia en el 92% de los casos, mientras que Hong y cols., un
73,7% de expresion en COCE (Hong y cols., 2000; Kim y cols., 2006; Fan y cols.,
2012; Henriques y cols., 2012).

Respecto a las variables clinico-patologicas segun sexo, edad, localizacion del
tumor y aspecto clinico las muestras en estudio, presentaron una distribucion similar
en la expresion de MMP-9. A su vez, al clasificarlas segun grado de diferenciacion
histolégica, a menor grado de diferenciacion se observé un mayor porcentaje de
inmunomarcacion para MMP-9, los casos pobremente diferenciados presentaron un
porcentaje de 89,24%, en comparacion con las bien y moderadamente
diferenciadas, las cuales presentaron un 81,67% y 83,33% respectivamente, sin
embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Pese a esto, dicha
tendencia podria sugerir el aumento de la expresion de MMP-9 a medida que
disminuye la diferenciacién del tumor, lo que podria tener relacion con un
incremento en la progresion e invasividad del tumor en nuestras muestras de COCE
pobremente diferenciadas, aunque en la actualidad el grado de diferenciacién no es
un parametro que determine pronostico en COCE (Kantola y cols., 2000; Bundgaard
y cols., 2002; Kholer y cols., 2012; Piazza y cols., 2014).

En relacion al CCC, Werner y cols., demostraron que la sobreexpresion de MMP-9
se correlaciona con un fenotipo invasivo y potencial metastasico de las células
tumorales. Akdeniz y cols., en su estudio en Carcinoma Laringeo de Células
Escamosas, reportaron que los casos con expresion positiva de MMP-9 presentan
un aumento a medida que disminuye la diferenciacion del tumor, la diferencia entre
los tumores bien y moderadamente/pobremente diferenciados fue estadisticamente
significativa, ademas que el aumento de la expresion de MMP-9 fue directamente
proporcional al incremento en la invasividad del tumor (Werner y cols., 2002;
Akdeniz y cols., 2013). La capacidad de progresion e invasividad de un tumor se
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asocia a la degradacién de la membrana basal debido a la actividad proteolitica de
la MMP-9 que degrada el colageno de tipo IV (Lothaire y cols., 2006; Bauvois. 2012).

MMP-9 se ha relacionado con la naturaleza agresiva de COCE (Shuman y cols.,
2012; Suarez-Roa y cols 2012), aunque muchos investigadores han presentado
resultados contradictorios (Guttman y cols., 2003; De vicente y cols., 2005). Kim y
cols, en casos de COCE de lengua, no observaron correlaciéon con edad, sexo,
TNM, grado de diferenciacion ni sobrevida, similar a lo reportado por Fan y cols, en
su estudio en COCE de lengua, quien tampoco observo asociacion con sexo, edad
ni con el grado de diferenciacion histologica, aunque asociaron MMP-9 con
compromiso linfatico y menor sobrevida. Franchi y cols., sefialan que no
encontraron correlacion con parametros clinicos, s6lo con metastasis de linfonodos.
Sin embargo, Katayama y cols., informaron que la expresion de MMP-9 en pacientes
con COCE se correlacion6 con ganglios linfaticos regionales, metastasis a distancia
y un mal prondstico, asociado con una menor sobrevida. Hong y cols., encontraron
una relacion significativa entre la expresion de MMP-9 y metastasis cervical (Fan y
cols., 2012 ; Franchi y cols., 2002; Hong y cols., 2000; Katayama y cols., 2004; Kim
y cols., 2006).

Ciertamente, se requiere un mayor conocimiento sobre el papel de MMP-9 en la
progresion del COCE y de las interacciones moleculares que regulan la invasion
celular. La regulacién de MMP-9 es sumamente compleja, dependiendo de un gran
numero de citoquinas, moléculas y factores de crecimiento (Moon y cols., 2004).
Ademas si consideramos la falta de estandarizacion en la medicion de su expresion
en la literatura, dificulta la posibilidad de hacer comparaciones con otros estudios
publicados.
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B-catenina y su asociacién con COCE

B-catenina es un componente importante de la via de sefalizacion intracelular Wnt
canonica, la cual se ha identificado como responsable de alteraciones celulares que

derivan en varios tipos de canceres en humanos.

Todas las muestras analizadas en este estudio mostraron tincion positiva en
membrana para -catenina, tendiendo a decrecer a medida que disminuyé el grado
de diferenciacion celular, llegando a desaparecer en los estratos superiores del
epitelio. Estos hallazgos estarian en concordancia con lo reportado en la literatura,
donde un menor grado de diferenciacion de COCE se asocia a una reduccion
progresiva de la expresion de 3-catenina en la membrana celular, demostrando una
estrecha asociacion entre la reduccion de la adhesion intercelular y la pérdida de
diferenciacion celular (Gasparoni y cols., 2002; Laxmidevi y cols., 2010).

Células epiteliales de la mucosa oral, en condiciones fisiolégicas, exhiben tincion en
la membrana para B-catenina. Estudios han relacionado la reduccion en la
expresion en membrana y una mayor expresion citoplasmatica de 3-catenina con
una naturaleza agresiva de COCE (Beavon. 2000, Yu y cols., 2000; Lo muzio y cols.,
2010; Laxmidevi y cols., 2010). Reyes y cols., reportaron que un menor grado de
diferenciacion en COCE se asocié con una reduccion progresiva en la expresion
membranosa de 3-catenina. Liy cols., sefialan que la sobreexpresion citoplasmatica
de B-catenina en COCE se correlacion6 con el grado de diferenciacion histologica
del tumor, similar a lo reportado por Zaid (Liy cols., 2009; Zaid. 2014; Reyes y cols.,
2015).

La expresion citoplasmatica de B-catenina se observé en el 100% de las muestras
en estudio, concordando con publicaciones que sefalan que la acumulacion
citoplasmatica de [-catenina y la subsiguiente translocacion nuclear se observa
frecuentemente en COCE (Gao y cols., 2005; Lopes y cols., 2009; Lo Muzio y cols.,
2010), sin embargo, en nuestro estudio tan solo 7 de las 50 muestras mostraron
localizacion nuclear de B-catenina, sugiriendo que no solo es necesario la presencia

de B-catenina a nivel citoplasmatico para que esta transloque hacia el nucleo, sino
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que diversos factores inciden en la regulacién de la via Wnt/B-catenina y su
consiguiente actividad.

Respecto a la localizacién nuclear de B-catenina, las 7 muestras positivas
corresponden al 14% del total de muestras, de las bien diferenciadas el 17,64%
presento expresion nuclear y de las pobremente diferenciadas un 50%, las muestras
moderadamente diferenciadas no presentaron expresién nuclear. Cabe destacar
que tan solo 2 casos del total de muestras resultaron ser pobremente diferenciados,
por lo que el reducido tamafio de la muestra podria influir en la diferencia entre estos
porcentajes. La acumulacion nuclear de 3-catenina sélo se observo en muestras de
COCE no en mucosa oral normal, sugiriendo un posible vinculo con carcinogénesis.
Li S y cols., manifestaron que la acumulacion nuclear de B-catenina solo se observo
en muestras de COCE en contraste con las muestras de displasia y epitelio normal,
la expresidn nuclear de 3-catenina se atribuy6 a la progresion de COCE en lengua,
ademas estaba fuertemente asociada con metastasis en los ganglios linfaticos, pero
no se asocio con los parametros clinico-patologicos estudiados (edad, sexo, estadio
clinico) (Li y cols., 2009). Similar a lo encontrado en este estudio, donde se observé
una distribucion similar en la localizacion de B-catenina segun sexo, edad,

localizacion y aspecto clinico.

El rol de B-catenina en la progresion tumoral podria sustentarse en que al desunirse
de E-cadherina, [B-catenina quedaria libre en el citoplasma aumentando la
posibilidad de que transloque hacia el nucleo, donde participaria en la transcripcion
de genes que inducirian la TEM, o sea, aumentaria la motilidad e invasividad de las
células tumorales. Prasad y cols., consideraron que la acumulacion de (-catenina
en células de COCE induce redistribucion de E-cadherina y reorganizacion del
citoesqueleto de actina (Prasad y cols., 2008). Varios estudios han mostrado que la
desregulacion de complejo cadherina-catenina, ademas de la reduccion de
expresion de B-catenina en los complejos adhesivos, esta presente en varios tipos
de tumores malignos, especialmente aquellos de una naturaleza mas agresiva y con

un mayor potencial metastasico (Beavon. 2000; Kurtz y cols., 2006).
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Purcell y cols., informaron que el prondstico es malo cuando la expresion de
B-catenina esta presente en el nucleo en el Carcinoma de Células Escamosas de
Faringe. Ishida y cols., observaron la expresion nuclear en 10 de 15 muestras de
COCE vy la reduccion de la expresion en la membrana de la proteina se asocio con
invasion tumoral y metastasis, ademas, se observé un incremento en la expresion
nuclear de la molécula durante la progresion en la severidad de leucoplasias orales.
Reyes y cols., determinaron y compararon la expresion de B-catenina nuclear en
muestras de displasia oral y COCE, la localizacién nuclear de [(-catenina fue
encontrado principalmente en las capas epiteliales inferiores y medias a medida que
la severidad de la displasia era mayor, sugiriendo que la expresion nuclear de
B-catenina puede estar relacionado con la proliferacion celular, teniendo un papel
en la progresion de displasia a COCE. (Ishida y cols., 2007; Reyes y cols., 2015;
Purcell y cols., 2011). Sin embargo, otros estudios inmunohistolégicos de cancer
oral no lograron detectar una asociacion entre la expresion de [-catenina y la

metastasis ganglionar (Tanaka y cols., 2003; Kurtz y cols., 2006).

Asociacion entre MMP-9 y B-catenina

La pérdida de adhesién intercelular es una de las etapas necesarias durante la
progresion de COCE, pero es fundamental la existencia de otros fenémenos, como
la pérdida de adhesioén celular a la MEC, causada por ejemplo, por la expresion de
MMP-9 (Lopes y cols., 2009).

El estudio de Li y cols., en COCE de lengua, estableci6 que la actividad
transcripcional de 3-catenina se ha correlacionado positivamente con los niveles de
transcripcion de MMP-9. Mediante modelos experimentales de invasion en matrigel
y metastasis, generaron in vitro un descenso en los niveles de [-catenina
provocando que los niveles de MMP-9 también disminuyeran y junto con esto se
inhibio la invasion y metastasis. Por lo tanto, los autores atribuyeron este efecto en

la progresion tumoral al descenso en la expresion de MMP-9 (Li y cols., 2009).
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Los mecanismos por los que MMP-9 controla su propia sintesis y la implicancia de
la via Wnt en la regulacion de MMP-9 son de gran interés dado el amplio alcance
de las MMPs en el comportamiento de las células normales y cancerosas. Estudios
sugieren que MMP-9 seria un objetivo directo de la via de sefalizacion
Whnt/B-catenina (Wu y cols., 2007; Ingraham y cols., 2011; Song y cols., 2012; Singh
y cols., 2013; Kwon y cols., 2014). Sin embargo, en nuestro estudio no se observo
una asociacion estadisticamente significativa entre la expresion de MMP-9 y la
expresion de B-catenina a nivel nuclear, lo que podria tener relacion con el reducido
numero de muestras positivas a nivel nuclear de [(-catenina, 7 muestras en
comparacion con las 43 que resultaron negativas a este nivel, o quizas, -catenina
no actuaria de forma directa en la induccién de la expresion de MMP-9, participando

a modo de intermediarias otras moléculas o vias de senalizacion.

No obstante, se observé que las muestras con presencia positiva a nivel nuclear de
B-catenina presentaron un mayor nivel de expresion de MMP-9 que las muestras
negativas, aunque esta diferencia no fue significativa, estaria en concordancia con
lo reportado por algunos autores que han pesquizado una posible interaccién entre
el nivel de B-catenina y la expresion de MMP-9 (Wu y cols., 2007; Ingraham y cols.,
2011; Kwon vy cols., 2014; Li y cols., 2009), lo que sugiere que la actividad de
B-catenina a nivel nuclear si induciria la transcripcidn de genes relacionados con la

expresion de MMP-9, potenciando asi su funcién en la degradacion de la MEC.

El mecanismo molecular mediante el cual se asocian dichas moléculas es
desconocido, sin embargo, podria tener relacidn con diversas moléculas que
participan en la carcinogénesis de COCE, MMP-9 al degradar la MEC puede
generar, liberar o interactuar con moléculas bioactivas que influyen en la progresion
tumoral, como por ejemplo TGF B-1 quien aumenta la expresion de MMP-9 y
desencadena la TEM (Sun y cols., 2008; Takayama y cols., 2009). Como vimos
anteriormente también se ha vinculado a B-catenina con la induccion de TEM,
ambas moléculas podrian actuar de forma coordinada en dicha induccién. Factores
de crecimiento que se relacionan y potencian las acciones de (-catenina, son el
factor de crecimiento epidermal (EGF) y VEGF, activando la via de sefalizacion
Rac/KRAS, que potencia la via Wnt/B-catenina incrementando el tiempo de
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permanencia y concentracion de [3-catenina en el nucleo (Vermeulen y cols., 2010;
Korkaya y cols., 2010; Takebe y cols., 2011). Como mencionamos en parrafos
anteriores, esta bien documentado el rol de MMP-9 en la liberacion de VEGF, quien
actua como un factor pro angiogénico. MMP-9 y VEGF se expresan durante COCE
invasivo de lengua y en metastasis tumoral (Henriques y cols., 2012; Bauvois.
2012). Por lo tanto, MMP-9 no solo seria un objetivo de [(-catenina, sino que

mediante VEGF también potenciaria la accion de (B-catenina a nivel nuclear.

A su vez, es necesario estudiar otros fendmenos relacionados con la estimulacion
de la expresion de B-catenina. Otro factor que puede influir en la via Wnt, y que ha
sido asociado a la acumulacion nuclear de 3-catenina, es el Virus Papiloma Humano
(VPH), especificamente las oncoproteinas E6 y E7 en genotipos de alto riesgo como
VPH 16y 18, los cuales han sido ampliamente estudiados en el desarrollo de cancer
cérvico uterino. A nivel orofaringeo se ha evidenciado la acumulacién nuclear de
B-catenina en muestras VPH positivas mediante E6 y E7, cuya funcion seria inhibir
la regulacion de B-catenina (via ubiquitina-proteosoma) (Rampias y cols., 2010), la
implicancia de VPH en la expresion del nivel nuclear de 3-catenina en COCE puede
haber influido en nuestros resultados, las muestras de COCE en estudio pudieron
haber sido VPH-negativas o bien VPH-positivas pero genotipos de bajo riesgo, ya
gue tan solo 7 de las 50 muestras fueron positivas a nivel nuclear. Cabe destacar
que VPH en COCE no cuenta con estudios que demuestren un posible rol etiolégico,
pero se ha evidenciado una asociacion, situacion que ameritaria mayores estudios

al respecto (Miller. 2001; Campisi y cols., 2007).

El rol en la progresion tumoral de MMP-9, altamente dependiente del contexto,
permite vislumbrar la complejidad de las cascadas de sefalizacion que pueden
resultar en carcinogeénesis, las cuales raramente funcionan solas o aisladas. La
intercomunicacién entre ellas es absolutamente compleja conllevando a diferentes
respuestas celulares dependiendo del estimulo externo; la via de sehalizacion Wnt
canonica tiene tal cantidad de pasos e interactua con tantos factores, que para
comprender a cabalidad su efecto en la expresion de MMP-9, se hace necesario el
estudio de otras moléculas que influyan en este proceso y los multiples factores que

inciden.
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Ademas, es necesario tener en cuenta que en el analisis inmunohistoquimico la
mayoria de los anticuerpos no distinguen entre proformas y formas activas de la
proteina, por ende, la cantidad total de expresion de MMP-9 y/o B-catenina no
significa necesariamente que se haya encontrado en su forma activa, son
necesarios nuevos estudios al respecto, con un mayor numero de muestras e
investigando otras variables asociadas a la carcinogénesis en COCE para

determinar si efectivamente estas moléculas poseen un rol en su patogénesis.

Este estudio es un acercamiento para analizar como se relaciona (-catenina y
MMP-9 y tratar de comprender su rol en el desarrollo del COCE, pero estamos lejos
de determinar si poseen un rol en la carcinogénesis, para eso hay que realizar
estudios experimentales, que involucren a otros actores relacionados con dicho
proceso, por ejemplo, moléculas relacionadas con angiogénesis, otras
metaloproteinasas de matriz extracelular, VPH de alto riesgo, algunos autores han
implicado incluso a patdégenos periodontales, como Porphyromonas gingivalis en
invasion en COCE a través de la induccion de MMP-9. Ademas seria interesante
correlacionar B-catenina y MMP-9 con localizacion, aspecto clinico, estadiaje TNM
y sobrevida, debido a la baja sobrevida a los 5 afos de los pacientes con COCE,
sobretodo en estadios clinicos avanzados (lll y IV) (Bérquez y cols., 2011).
Ofreciendo asi una herramienta complementaria para caracterizar mejor el COCE,
lo que a futuro podria ser un factor a considerar al momento de definir el prondstico
del paciente, permitiendo orientar el tratamiento al identificar carcinomas

escamosos orales biologicamente agresivos o con pobre prondstico de sobrevida.
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Limitaciones del estudio

Este estudio contd con un limitado tamafio muestral, ajustado a la disponibilidad de
muestras, ademas de la falta de informacién en las fichas clinicas en cuanto a

localizacion, aspecto clinico, TNM y datos de sobrevida.

Aspectos éticos

Estudio adscrito a proyecto FIOUCh N° 13-008: “Relacion entre linfocitos T
Reguladores y Natural Killer en el infiltrado linfocitario de Carcinoma de Células
Escamosas”, fue aprobado por el Comité de Etica y por el Comité de Bioseguridad de
la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile (Anexos 2 y 3). Toda la
informacion respecto a los pacientes de este estudio se mantuvo en absoluta
confidencialidad, respetando los principios de la declaracién de Helsinki para la

investigacion con seres humanos.
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9. CONCLUSIONES

Se observo la presencia de B-catenina y MMP-9 en todas las muestras de
COCE en estudio.

No se observd una asociacidon significativa entre la expresién nuclear de

B-catenina y la expresion de MMP-9 en las muestras de COCE.

Hubo una distribucion similar en los parametros clinico-patolégicos en las

muestras de COCE en estudio entre la expresion de B-catenina y MMP-9.
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11. ANEXOS

1. Aprobacion proyecto de investigacion FIOUCh 2013, Direccidén de investigacion
Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.

2. Aprobacién comité de Etica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile.

3. Aprobacion comité de Bioseguridad de la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Chile.
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FACUL IAD

ODONTOLOGIA

@ UNIVERSIDAD DE CHILE

Santiago, diciembre 10 de 2013
DIFON° 0155/2013
Mat.: Aprobacion y asignacion cédigo FIOUCh

Sefiorita

Dra. Daniela Adorno Farias
Departamento de Patologia y Medicina Oral
Facultad de Odontologia

Presente

Estimada doctora Adorno:

Me permito informar a usted que su proyecto “Relacién entre linfocitos T Reguladores y Natural Killer en el
infiltrado linfocitario de Carcinoma de Células Escamosas” fue aprobado en el Concurso de Proyectos de
Investigacion en Odontologia FIOUCh 2013.

Dicho proyecto ha recibido el siguiente cédigo de inscripcion en la Direccién de Investigacion: FIOUCh 13-008.
La fecha de inicio es diciembre de 2013 y cuenta con una duracién maxima de un afo (fecha de término:
diciembre de 2014).

Recuerdo a usted que, segun informacién entregada el 30 de agosto, todas las compras seran realizadas con el
centro de costo de la Direccion de Investigacion y las solicitudes de adquisiciones y de salida de bodega,
deberan ser firmadas por el Director de Investigacion; la Direccion Econdémica y Administrativa NO recibira
solicitudes de compras para proyectos FIOUCh que no provengan de la Direccion de Investigacion.

Por lo sefialado anteriormente, solicito a usted hacer llegar a esta Direcciéon el Formulario de Adquisicion
completo (se adjunta), cotizaciones en caso de ser necesario e indicar la fecha en que requiere los productos se
encuentren en la Facultad.

Para formalizar el inicio del proyecto, solicitamos a usted firmar la carta de compromiso adjunta.

Sin otro particular, se despide cordialmente de usted,

GONZALO RODRIGUEZ MARTINEZ
Profesor Asistente
Director de Investigacion

Direccion de Investigacion, Sergio Livingstone Pohlhammer N° 943 3er Piso, Independencia
Fono: 2978 1845 / E-mail: investigacion@odontologia.uchile.cl / http://odontologia.uchile.cl
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FACULTAD = 28/08/2013
ODONTOLOGIAJ ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

UNIVERSIDAD DE CHILE

ACTA N°: 2013/12

1. Acta de Aprobacion de Protocolo de Estudio N° 2013/23.

2. Miembros del Comité Etico-Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile participantes en la aprobacion del Proyecto:

Dra. Maria Angélica Torres Dra. Claudia Lefimil Puente
Presidente del CEC Secretaria del CEC
Dr. Eduardo Rodriguez Srta. Karin Lagos
Miembro permanente del CEC Miembro permanente del CEC
Dra. Blanca Urzua Dra. Ximena Lee
Miembro permanente del CEC Miembro permanente del CEC
. Fecha de Aprobacién: 28/08/2013
. Titulo completo del proyecto:  “Relacion entre linfocitos T Reguladores y Natural Killer en el

infiltrado linfocitario de Carcinoma de Células Escamosas”.
Proyecto Fiouch. Versiéon 21/08/2013.

Investigador responsable: Dra. Daniela Adorno.

. Institucion: Departamento de Patologia y Medicina Oral, Facultad de

Odontologia, Universidad de Chile.

Documentacion Revisada:
e CVdel Investigador principal y del Investigador Alterno.

e Autorizacion del Director del Departamento de Patologia y Medicina Oral para el uso

de material biolégico almacenado en el Biobanco del Departamento.

1/2
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EACULTAD = 28/08/2013
ODONTOLOGIAJ ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

UNIVERSIDAD DE CHILE

8. Fundamentacion de la aprobacién:

El cancer oral representa uno de los diez canceres mas prevalentes en el mundo, siendo el
carcinoma de células escamosas el que mas afecta la cavidad oral. Diversos protagonistas de la
respuesta inmune estan implicados en el desarrollo y prondstico de cancer. Las Natural Killer son
células de la respuesta inmune innata encargadas de la vigilancia y lisis antitumoral. Por otro lado,
los linfocitos T reguladores, implicados en suprimir una potente e ideal respuesta antitumor, han
sido descritos como fundamentales en la progresion tumoral. Existe poca evidencia del papel que
tendrian estas células en el cancer oral por lo que se torna necesario generar mayor informacion al
respecto. El objetivo de este trabajo es identificar la relacion entre la presencia de linfocitos T
reguladores y células Natural Killer en el infiltrado linfocitario de carcinoma de células escamosas
oral, asi como su relacion con la progresion de este cancer. Esto podria permitir mayor precision en
el prondstico de los pacientes, y por otro lado, nuevas herramientas en la busqueda de terapias
complementarias anti tumor.

Las muestras a utilizar corresponden a biopsias mantenidas en el Biobanco del
Departamento de Patologia y Medicina Oral. El estudio tiene validez cientifica, es de interés y los
investigadores tienen experiencia en el tema.

Este comité ha emitido una evaluacién de este proyecto basado en la capacidad de los
comités éticos cientificos de decidir la legitimidad ética de una investigacién que usa muestras y
datos de ficha clinica anonimizados sin consentimiento informado, cuando la investigacion no es de
riesgo. De otro modo, seria impracticable y no se podria responder a una pregunta importante de
investigacion de acuerdo a pautas éticas internacionales (Pautas CIOMS 2008 de Estudios
Epidemioldgicos) en y dada la ausencia de legislacion especifica en Chile, ya que el articulo 13 de
la ley 20.584 no hace referencia a investigacion retrospectiva en fichas clinicas y bases de datos y

se refiere mas bien a temas de salud poblacional y ensayos clinicos.

En consecuencia, el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Chile, Aprueba el estudio “Relacién entre linfocitos T Reguladores y Natural Killer en el infiltrado
linfocitario de Carcinoma de Células Escamosas”. Proyecto Fiouch. Versiéon 21/08/2013, bajo la
conduccién de la Dra. Daniela Adorno, del Departamento de Patologia y Medicina Oral, Facultad
de Odontologia, Universidad de Chile.

Este Comité se reserva el derecho de monitorear este proyecto si lo considera necesario y el

investigador debera, bajo mutuo acuerdo, presentar los antecedentes solicitados. ) J
g
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% UNIVERSIDAD DE CHILE

Comité de Bioseguridad
Administracion Conjunta Campus Norte

Comité Institucional de Bioseguridad
Administracion Conjunta Campus Norte
FDO N°21

Santiago, 02 de Diciembre de 2013.

CERTIFICADO

El Comité Institucional de Bioseguridad (CIB) ha analizado el Proyecto de
Investigacion presentado al Concurso FIOUCH 2013, titulado “Relacion entre
linfocitos T reguladores y natural killer en el infiltrado linfocitario de
carcinoma de células escamosas”. El Investigador Responsable de este
proyecto es la Dra. Daniela Adorno Farias, Académica del Departamento de
Patologia y Medicina Oral.

Los procedimientos experimentales, que involucran el uso de agentes quimicos
de riesgo con caracteristicas irritantes, toxicas y/o inflamables, se realizaran en
el laboratorio de Anatomia Patoldgica dirigido por la T.M. Montserrat Reyes en
la Facultad de Odontologia.

El CIB certifica que el laboratorio y la Facultad mencionada anteriormente,
cuenta con las facilidades para el manejo y desecho del material quimico a
utilizar en el proyecto de acuerdo al Manual de Bioseguridad, Conicyt 2008.
Ademas, el investigador se compromete a velar por el cumplimiento de las
normas de bioseguridad, durante el desarrollo del proyecto.

Se extiende el presente certificado a solicitud de la Dra. Adorno para ser
presentado a la Direccion de Investigacion de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile.
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C4r Uapde gemase
Dr. Mario Chiong Dra. Carla Lozano M.
Secretario Presidenta

Facultad de Odontologia. Sergio Livingstone P. 943, Independencia, Fono 9781793-9781832, Fax: 9781748, Santiago.
http://odontologia.uchile.cl
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas. Sergio Livingstone P. 1007, Independencia, Fono 9781792 Fax: 9781748, Santiago.
http://www.quimica.uchile.cl/




