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RESUMEN

El cancer oral representa del 2 al 4% de todos los cénceres diagnosticados, siendo el carcinoma epidermoide
el tumor méas comun encontrado a nivel histolégico. En varios estudios se ha constatado que el uso de la
clasificacion TNM del céncer oral no resulta de utilidad a la hora de establecer el prondstico tumoral. Nos
encontramos en la era de los marcadores tumorales que actualmente pueden ser detectados y medidos con
las més modernas técnicas de inmunohistoquimica. Material y método: aplicacién de la técnica inmunohisto-
quimica peroxidasa- antiperoxidasa para la deteccién de las moléculas bcl-2, caspasa-3 y Ki-67 en lesiones
cancerosas. Resultados preliminares y discusién: la deteccién molecular del marcador antiapoptético bcl-2, el
marcador proapoptético caspasa 3 y el marcador de proliferaciéon celular Ki-67 nos informaré sobre la situa-
cién méas o menos grave del paciente respecto de su proceso canceroso.

Palabras claves: Carcinoma epidermoide, Inmunohistoquimica.

ABSTRACT

Oral cancer represents 2%-4% of all types of cancer that are diagnosed and epidermal carcinoma is the most
common tumour found in oral cavity. Some experimental studies have shown that TNM classification is not
useful when you want to know tumour prognosis. Now we are in the modern inmunohistochemical period with
new techniques for cancer diagnose. Material and method: use the peroxidase-antiperoxidase
inmunohistochemical technique to detect bcl-2, caspasa-3 and Ki-67 molecules in cancerous lesions. Preliminary
results and discussion: molecular detection of the antiapoptotic bcl-2 molecule, the proapoptotic caspasa-3
molecule and the cellular proliferation indicator Ki-67 will show us about the gravity of the patient situation.
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INTRODUCCION

El céncer oral representa del 2 al 4% de todos los
canceres diagnosticados, con un incremento anual
de 5.000 casos nuevos por ano (1), aunque cabe
destacar la marcada variabilidad geogréfica respec-
to a su incidencia.

Histol6égicamente, el carcinoma de células esca-
mosas o epidermoide es el tumor mas comun en-
contrado en la cavidad oral constituyendo, aproxi-
madamente, el 5% de todas las neoplasias (2) y el
30% de los canceres de cabeza y cuello (2, 3).

Aunque la cavidad oral es un &rea accesible y exami-
nada con frecuencia, es muy habitual el diagnéstico
tardio del carcinoma epidermoide, asociandose por
este motivo un porcentaje de supervivencia de tan
sélo el 25% a los cinco anos (1, 4).

En varios estudios se ha constatado que el uso de la
clasificacion TNM del cancer oral no resulta de utili-
dad a la hora de establecer el pronéstico tumoral,
pues hay tumores de gran tamafio que progresan
benignamente, mientras que hay algunos tumores
mas pequenos que causan rapidamente la muerte
del paciente (5).

Los avances cientificos nos acercan a un punto don-
de el cancer, en lugar de resultar una amenaza im-
previsible, se va haciendo cada vez més previsible,
mas “conocido”. Nos encontramos en la era de los
marcadores tumorales que actualmente pueden ser
detectados y medidos con las mas modernas técni-
cas de inmunohistoquimica. En general estos mar-
cadores participan y nos informan de mutaciones
a nivel genético y de alteraciones en la prolifera-
cién y diferenciacion celular alarméandonos precoz-
mente sobre el comienzo de la malignizacién en un
tejido.

BCL-2, CASPASA-3, KI-67

Los factores mas decisivos para el desarrollo de un
cancer son las alteraciones en los mecanismos y
porcentajes de la proliferacién celular y de la apop-
tosis (6). El crecimiento tumoral podria definirse con
la siguiente ecuacién:
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% DE CELULAS ACUMULADAS = % PROLIFERACION CELULAR-
% MUERTE CELULAR

Las modernas técnicas de inmunohistoquimica utili-
zan anticuerpos monoclonales y policlonales para
poder detectar marcadores tisulares que nos infor-
men tanto del % de proliferacién como de apoptosis
existente en una determinada muestra de tejido per-
teneciente a una lesiébn cancerosa o precancerosa.
Asi, la deteccién molecular del marcador antiapop-
tético bcl-2, el marcador proapoptético caspasa-3 y
el marcador de proliferacién celular Ki-67 nos infor-
maré sobre la situacién mas o menos grave del pa-
ciente respecto de su proceso canceroso.

Bcl-2

El gen bcl-2 codifica una familia de proteinas de 25
Kd, que se localizan en la membrana externa mito-
condrial, en la envoltura nuclear y en el reticulo
endoplasmico de las células (7, 8). Se ha visto una
sobreexpresion de bcl-2 en neoplasias hematopoyé-
ticas y en variados tumores sélidos incluyendo can-
ceres orales.

La proteina bcl-2 se encuentra en muchos linfocitos
By T normales y su expresion disminuye en los cen-
tros germinales estimulados para la proliferacién. El
gen bcl-2 fue identificado por primera vez como el
gen implicado en los linfomas B de células folicula-
res, de los cuales el 85% tiene como caracteristica
comun la translocacién del gen bcl-2 a la posicién
14932 (9).

La familia de bcl-2 se divide en dos grupos de protei-
nas, proapoptéticas como bax, bad y bak y antia-
poptoéticas como bcl-2, bel-xL, mcl-1y Al, segin su
estructura quimica (10-12). Las proteinas proapop-
téticas y antiapoptoéticas forman heterodimeros en
los que se produce la inhibicién de la actividad del
otro respectivamente. Esta dimerizacién se ve influen-
ciada por la fosforilacién de los residuos terminales
de aminoé&cidos de los miembros proapoptéticos,
bax, bak y bik. Asi pues, la apoptosis estd muy rela-
cionada con la fosforilacién de las proteinas de la
familia bcl-2 (10). El protooncogén bcl-2 bloquea
una via comun de apoptosis, impidiendo que el ADN
danado actiie como una senal de activacién de muer-
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te celular programada o mediante el bloqueo de los
propios productos de los genes implicados en la
muerte celular programada. Por lo tanto su accién
es prevenir la muerte prematura de las células mito-
ticas y prolongar la supervivencia celular para favore-
cer la aparicién de mas mutaciones (9). La proteina
bcl-2 no transforma las células por si misma, pero
las hace susceptibles de ser transformadas por otros
oncogenes como myc (13).

Caspasa 3

Las caspasas pertenecen a una familia de cistein-
proteasas que dividen sus sustratos especificamente
después del acido aspartico. Se han identificado 14
caspasas en mamiferos implicadas en la apoptosis.
Son sintetizadas como proenzimas (zimdégenos) de
30-50 KD y requieren un proceso de protedlisis para
ser activados (8) que comprende una cascada de
precursores y coenzimas (similar a las serin-protea-
sas en la cascada de la coagulacién) (14), en la que
las caspasas constituyen los componentes centrales
de la maquinaria proteolitica (15).

De todas las caspasas, la caspasa-3 ha sido caracteri-
zada como la més directamente vinculada a la apopto-
sis. Se ha sugerido que la expresion de la caspasa-3
aumenta la vulnerabilidad a la apoptosis o activa por
si misma la cascada de la apoptosis o hace ambas
cosas a la vez. La caspasa-3 ha sido identificada en
un amplio nimero de neoplasias benignas y malig-
nas tales como ameloblastoma, carcinoma de célu-
las escamosas, cancer de pulmén, neuroblastoma y
linfoma. Algunas células normales, entre las que no
se encuentran las células de Schwann, también ex-
presan la caspasa-3 (6).

Ki-67

Ki-67 es una proteina nuclear no histénica expresada
en las células durante las fases activas del ciclo celular
(G1,5,G2,M), y ausente en las células en estado de
reposo (GO). Por lo tanto, Ki-67 puede ser empleada
para medir la fraccién de crecimiento en los tejidos
normales y en las neoplasias malignas. Estudios pre-
vios han demostrado que los altos indices de Ki-67
observados en carcinomas orales de células escamo-

sas estaban correlacionados con la gravedad de la
enfermedad y con un prondstico malo (16,17).

La capa basal del epitelio oral es la zona donde en
condiciones normales se ubica el compartimento
celular en proliferacién, mientras que la capa supra-
basal incluye las zonas de maduracién celular. La de-
teccion de Ki-67 en la capa suprabasal es un marca-
dor objetivo de la presencia de displasia epitelial (18).

HIPOTESIS DEL TRABAJO

La hipétesis que desarrollaremos en el futuro, es que
“la pérdida de la capacidad de inducir apoptosis por
parte de las células tumorales aparece muy precoz-
mente en el camino de la malignidad, incluso antes
de que exista un fenotipo histolégico claramente
maligno”.

OBJETIVO DE LA INVESTIGACION

El principal objetivo de esta fase inicial de la investi-
gacién consiste en la puesta a punto de la técnica
inmunohistoquimica peroxidasa- antiperoxidasa
para la deteccién de las moléculas bcl-2, caspasa-3
y Ki-67. Bcl-2 es un marcador antiapoptético,
caspasa-3 es un marcador proapoptético y Ki-67 es
un marcador del indice de proliferaciéon celular. La
combinacién de los tres marcadores nos permitira
hacernos una idea més clara del la gravedad de un
céancer oral de células escamosas.

MATERIAL Y METODO

Para llevar a cabo la puesta a punto de la técnica se
tomaron biopsias en cinco pacientes con lesiones
orales correspondientes a carcinoma oral de células
escamosas.

Del bloque de biopsias de cada paciente se obtuvie-
ron tres cortes. En cada uno de los tres cortes se
aplicé la técnica peroxidasa-antiperoxidasa con anti-
cuerpos monoclonales para la deteccién de bcl-2 en
el primer corte, caspasa-3 en el segundo corte y Ki-
67 en el tercer y Ultimo corte. En la deteccién me-
diante métodos inmunohistoquimicos hay que tener
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en cuenta que las proteinas mutadas tienen una vida
media mas larga, de hasta 48 horas, en compara-
cién con los 5 a 30 minutos de la proteina normal, lo
cual favorece la acumulacion de la proteina (Vera y
Navarro 1997).

El anticuerpo tiene una elevada afinidad para el re-
conocimiento y la interaccién con el determinante
antigénico. El acoplamiento de mecanismos de am-
plificacién de senal, ya sea la unién del anticuerpo a
enzimas, a fluorocromos o a isétopos radiactivos,
permite la deteccién y posterior visualizacién de la
reacciéon antigeno-anticuerpo. Para detectar las se-
hales emitidas por estos reactivos se usan sustratos
cromdgenos que precipitan una vez que ocurre la
reaccién enzimaética, produciendo un producto colo-
reado e insoluble en el sitio donde se encuentra lo-
calizada la enzima. La peroxidasa es una de las enzi-
mas mas usada, ya que es muy sensible y se puede
usar en gran cantidad de sustratos.

1. Procesado de las muestras

Una vez obtenidas las muestras con bisturi las intro-
ducimos en formol al 3,5% con un nimero de regis-
tro y unas siglas que representan al paciente. A con-
tinuacién realizamos los banos con el sistema de
alcoholes crecientes en el cuél el agua del tejido se
sustituye por alcohol. Después se lleva a cabo un
bano en xileno y asi el alcohol se sustituye por xileno,
y finalmente un bano en parafina daré lugar a que el
xileno quede sustituido por parafina, obteniéndose
de ese modo los bloques de parafina.

2. Obtencioén de los cortes

Tras introducir los bloques de parafina en una nevera
a 4° C obtenemos los cortes de 3-5 u con un microé-
tomo. Colocamos los cortes en los portas y se incu-
ban en estufa a 37° C durante 24 h.

3. Desparafinizacién de los cortes

Introducimos las muestras en 3 banos de xileno y en

la bateria de alcoholes decrecientes hasta llegar al
agua destilada.

266/AVANCES EN ODONTOESTOMATOLOGIA

4. Recuperacién de epitopo

En esta fase se pretende desenmascarar los antige-
nos que han podido quedar ocultos por determina-
dos mecanismos. En una jarra “Coplin” se pone “target
retrieval solution” (ChemMate TM) a pH 9 y se cargan
las muestras dentro de la jarra. Se introduce la jarra
“Coplin” en una olla a presién y se pone a hervir.
Marcamos en los portas la muestra rodeédndola con
un lapiz de aceite (PAP- Pen) y los introducimos en
agua destilada durante 3' lavandolos después con
PBS (solucién tampén).

5. Técnica Peroxidasa- Antiperoxidasa. Sistema
de visualizaciéon Envision (DakoCytomation)

Se aplica la solucién para el bloqueo enzimatico en-
dégeno-dual durante 5-10'y lavamos con PBS. Des-
pués se pone el anticuerpo primario o control nega-
tivo durante 30', volviendo después a hacer lavados
con PBS (Figura 1).

A continuacién se aplica el anti-anticuerpo (Polimero
EnVision + HRP (Peroxidasa) durante 30'. Nueva-
mente lavamos con PBS e introducimos la solucién
de cromégeno DAB+ (Diaminobenzidina al 1,5%)
durante 5-10' (Figura 2).

Posteriormente lavamos con agua destilada, se hace
la contratincién con hematoxilina y volvemos a lavar
en agua corriente durante 20'.

6. Deshidratacion

Se hacen los banos de alcoholes crecientes de 1' cada
uno: desde el alcohol de 50° hasta el alcohol absoluto.

—»  Anticuerpo primario

/N

N N—

Fig. 1. Unién del anticuerpo primario con los antigenos.

Antigenos bel-2, caspasa-3
0 Ki-67




Garcia Garcia V, Gonzalez-Moles MA, Bascones Martinez A

Expresion de bcl-2, ki-67 y caspasa-3 en lesiones cancerosas de la mucosa oral. Resultados preliminares

\k&}\/\ — Anti-anticuerpo +peroxidasa
ﬁ | A

—_ Anticuerpo primario
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Fig. 2. Unién del anticuerpo primario con los antigenos a los anti-
anticuerpos con la peroxidasa.

7. Montaje

Se realizan 2 banos de xileno de 2' cada uno y se
colocan los cubreportas con pegamento eukitt.

RESULTADOS PRELIMINARES Y DISCUSION

El crecimiento, la diferenciacién y la proliferacion
celular son fenémenos finamente regulados por
mecanismos moleculares que actian a diferentes
niveles del ciclo celular. Las células que sufren agre-
siones oncogénicas experimentan una serie de pro-
cesos destinados a parar el ciclo replicativo celular
para reparar el ADN lesionado o inducir apoptosis
(muerte celular) cuando el ADN tiene lesiones seve-
ras irreparables. Por estos mecanismos se previene
que se establezcan clones de células con capacidad
de reproducirse, que sean portadores de alteracio-
nes en su genoma.

El mecanismo molecular que esté prioritariamente
implicado en el control del ciclo celular en células
que han sufrido una agresién en su genoma es el
sistema p53, constituido por el gen p53, localizado
en el brazo corto del cromosoma 17, y su produc-
to, la proteina p53. Habitualmente la proteina p53,
que es la efectora de las funciones del sistema p53,
se encuentra en forma normal o salvaje. En esta
forma puede ejercer sus funciones fundamentales,
que se concretan en la detencién del ciclo celular
para la reparacion del ADN, o en el desarrollo de la
apoptosis o muerte celular programada, para elimi-
nar células con ADN portador de lesiones irrepara-
bles.

Cuando se produce un dano en el genoma, el gen
p53 resulta frecuentemente lesionado. Habitual-
mente, la alteracién del gen p53 es una mutacién
localizada en zonas diferentes del gen. Estas muta-
ciones permiten que se produzca proteina p53 mu-
tada, que pierde su capacidad para regular el ciclo
celular e inducir apoptosis. Asi, las células que tie-
nen una mutacién del gen p53 pueden proliferar
sin reparar su ADN o sin morir por apoptosis, de
forma incontrolada, hasta establecer, generalmente
con la colaboracién de otros insultos oncogénicos,
clones celulares malignos con capacidad de inva-
sion.

La apoptosis puede ponerse de manifiesto mediante
diferentes técnicas, aunque una de ellas considera-
da muy sensible y especifica es la detecciéon de la
expresion de la proteina caspasa-3. Esta proteina
pertenece a una familia proteica que se activa en
cascada y que se expresa durante la apoptosis. Por
tanto, al analizar la expresion de esta proteina en un
tejido tumoral podemos deducir si en las células de
una neoplasia concreta se estan llevando a cabo
mecanismos apoptéticos protectores. Muchos tumo-
res tienen una expresiéon reducida de proteina
caspasa-3, evidencidndose que el fracaso de este
mecanismo apoptdtico puede contribuir al crecimien-
to y a la proliferacion de células epiteliales malig-
nas. En la imagen se demuestra una expresion ne-
gativa de caspasa-3 tanto en el epitelio no tumoral
adyacente al tumor (Figura 3) como en el propio
tumor (Figura 4).

Fig. 3. Imagen negativa de caspasa-3 en epitelio no tumoral
adyacente al tumor.
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Fig. 4. Imagen negativa de caspasa-3 en el tumor y positiva en el
infiltrado inflamatorio.

El epitelio no tumoral adyacente al tumor se conside-
ra un modelo muy apropiado para estudiar las altera-
ciones moleculares que acontecen precozmente en el
desarrollo del céancer, ya que se acepta que el tumor
ha derivado de este epitelio y que por tanto las altera-
ciones moleculares oncogénicas que aparezcan en él
son las mas precoces en el desarrollo del tumor. Nues-
tra hipétesis que desarrollaremos en el futuro, es que
la pérdida de la capacidad de inducir apoptosis por
parte de las células tumorales aparece muy precoz-
mente en el camino de la malignidad, incluso antes de
que aparezca un fenotipo histolégico claramente ma-
ligno. Como puede observarse en la figura 4, aunque el
epitelio tumoral es negativo para caspasa 3, sin em-
bargo aparece una intensa expresion de esta proteina
en el infiltrado inflamatorio adyacente a la neoplasia.

Se ha establecido que la incapacidad para el desa-
rrollo de los fenémenos apoptoéticos se lleva a cabo
a través de las acciones del gen bcl-2 y de la proteina
bcl-2 codificada por dicho gen. La funcién funda-
mental de la proteina bcl-2 consiste en inhibir la apop-
tosis permitiendo que células con ADN lesionado no
mueran por apoptosis. Como puede observarse en
la figura 5, aparece una expresién importante de bcl-
2 tanto en el epitelio no tumoral adyacente al tumor,
como en el infiltrado periepitelial. Esto parece indi-
car que los fenémenos antiapoptéticos aparecen
también muy precozmente en las lesiones precance-
rosas que posteriormente evolucionaran al desarro-
llo de un tumor (Figura 5).
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Fig. 5. Expresién + de bcl-2 en epitelio no tumoral adyacente al
tumor y en zona periepitelial.

Finalmente, la ausencia de apoptosis y la induc-
cién de mecanismos antiapoptéticos permiten que
las células tumorales proliferen incontroladamen-
te. El prondstico de los tumores con frecuencia se
relaciona con su capacidad de proliferacién. Una
forma precisa de medir el indice de proliferaciéon
celular de un tumor es la deteccién inmunohisto-
quimica de la expresién del antigeno Ki-67. Este es
una proteina que se expresa en la célula en cual-
quier fase del ciclo celular y desaparece durante el
reposo celular o quiescencia. La expresién de Ki-67
probablemente se establece de forma inversa a la
expresion de caspasa-3 y de forma directa a la ex-
presién de bcl-2. En la figura 6 puede observarse
una expresion positiva de Ki-67 en las células infil-

Fig. 6. Expresién + de ki-67 en las células infiltrantes de un
carcinoma escamoso de la cavidad bucal.



trantes de un carcinoma escamoso de la cavidad
oral.
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