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RESUMEN I

RESUMEN

Introduccion: La via de sefializacién Wnt candnica juega un rol critico en el desarrollo y en
condiciones patologicas. EI componente clave de esta via es la proteina B-catenina, cuya
actividad normalmente esta regulada por un complejo de destruccién citoplasmatico. Al
activarse la via Wnt, 3-catenina acta en el nucleo como un co-factor de la transcripcion de
genes relacionados con el crecimiento y proliferacion celular. La pérdida de la regulacion de
[-catenina se asocia a diversos tipos de cancer, incluyendo las lesiones orales potencialmente
malignas y el carcinoma oral de células escamosas (COCE). Se ha reportado que la expresion
nuclear de B-catenina es mayor en la displasia oral que en el COCE. Sin embargo, la
expresion de otros componentes de la via Wnt en displasia oral y COCE ha sido poco
abordada, y poco se sabe sobre la asociacion entre la deteccidon de p-catenina nuclear y la
expresion de las diferentes proteinas Wnt en patologia oral. Objetivo: El objetivo de esta
tesis fue determinar la asociacion que existe entre la deteccion de B-catenina nuclear y la
expresion de Wnt3a, Wnt5a, APC, Axinay GSK-3p en displasia oral y COCE. Metodologia:
Se llevé a cabo la inmunodeteccion de B-catenina, Wnt3a, Wnt5a, APC, Axina 'y GSK-3 en
60 muestras con las siguientes caracteristicas: 15 displasias leves, 11 displasias moderadas,
4 displasias severas, 15 COCE bien diferenciados, 13 COCE moderadamente diferenciados
y 2 COCE pobremente diferenciados. A través del microscopio éptico se determind la
localizacion epitelial y subcelular, el porcentaje de células positivas y la intensidad de cada
una de las proteinas. Para el analisis estadistico, se utilizé el test ANOVA. Resultados: La
inmunodeteccion demostré un aumento en la expresion de B-catenina nuclear a nivel de
displasia moderada/severa. El ligando Wnt3a demostré mayor expresion en las displasias de
mayor grado, mientras que en Wnt5a no hubo diferencias. La expresion citoplasmatica de las
proteinas del complejo de destruccion fue mas intensa en las displasias de mayor grado, y
GSK-3p se presentd ademas nuclear en los COCE menos diferenciados. Conclusiones: La
deteccion de B-catenina nuclear estaria asociada con la activacion de esta via mediante el
ligando Wnt3a. En respuesta a esto, las proteinas del complejo de destruccion estarian
intentando regular los niveles de B-catenina nuclear en las displasias orales.

Palabras clave: Wnt, p-catenina, Wnt3a, Wnt5a, APC, Axina, GSK-3p, displasia oral,
carcinoma oral de células escamosas (COCE).



ABSTRACT

ABSTRACT

Background: The canonical Wnt pathway plays a critical role in normal development and
diseases. The key player of this pathway is B-catenin, whose activity is normally regulated
by a cytoplasmatic destruction complex. When Wnt pathway is activated, 3-catenin acts in
the nucleus as a transcriptional factor of genes associated with cell growth and proliferation.
Deregulation of B-catenin is associated with different types of cancer, including potentially
malignant lesions and oral squamous cell carcinoma (OSCC). It has been reported that
nuclear expression of B-catenin is increased in dysplasia compared to OSCC. However, the
expression of the other components of Wnt pathway in dysplasia and OSCC has been poorly
addressed, and the association between the detection of nuclear B-catenin and the expression
of the different Wnt proteins in oral carcinogenesis is barely understood. Objective: The aim
of this study was to determine the association between the detection of nuclear (3-catenin and
the expression of Wnt3a, Wnt5a, APC, Axin and GSK-3p in oral dysplasia and OSCC.
Material and methods: Immunodetection of B-catenin, Wnt3a, Wnt5a, APC, Axin and
GSK-3p was performed on 60 samples, with the following distribution: 15 mild dysplasia,
11 moderate dysplasia, 4 severe dysplasia, 15 well differentiated OSCC, 13 moderately
differentiated OSCC and 2 poorly differentiated OSSC. Through microscopy observation,
the epithelial and subcellular localization, the percentage of positive cells and the intensity
of each protein were determined. For the statistical analysis, the ANOVA test was used.
Results: Immunodetection showed augmented nuclear p-catenin especially in
moderate/severe dysplasia. Wnt3a ligand showed augmented expression in high grade
dysplasia, while Wnt5a didn’t. The cytoplasmic expression of the destruction complex
components was more intense in high grade dysplasia, and GSK-3p was also nuclear in
poorly differentiated OSSC. Conclusions: Nuclear -catenin would be associated with the
activation of this pathway by means of Wnt3a ligand. In response to this, the destruction

complex proteins would be trying to regulate nuclear B-catenin levels in oral dysplasia.

Keywords: Wnt, p-catenin, Wnt3a, Wnt5a, APC, Axin, GSK-34, oral dysplasia, oral
squamous cell carcinoma (OSCC).
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LISTA DE ACRONIMOS

- APC: Poliposis adenomatosa coli

- ARNm: Acido ribonucleico mensajero
- BSA: Albumina de suero bovino (Bovine serum albumin)

- CIS: Carcinoma in situ

- CKla: Caseina cinasa la

- COCE: Carcinoma oral de células escamosas
- COX-2: Ciclooxigenasa 2

- DAB: Diaminobencidina

- Dvl: Dishevelled

- FOSL1: Antigeno 1 ligado a Fos
- Fzd: Frizzled

- GPCR: Receptor acoplado a proteinas G (G protein-coupled receptor)

- GSK-3B: Glucogeno sintasa cinasa 33

- H-E: Hematoxilina-Eosina

- IHQ: Inmunohistoquimica

- LEF1: Factor estimulador linfoide 1 (Lymphoid enhancer-binding factor 1)

- LRP5/6: Proteina relacionada al receptor LDL tipo 5/6 (Low-density lipoprotein
receptor-related protein 5/6)

- MMP-1: Metaloproteinasa-1

- MMP-7: Metaloproteinasa-7

- OMS: Organizacion Mundial de la Salud

- PBS: Buffer fosfato salino (Phosphate-buffered saline)

- PCP: Polaridad celular planar

- PPARD: Receptor de peroxisoma proliferador activado delta (Peroxisome
proliferator-activated receptor delta)

- R.T.U: Listo para usar (Ready to use)
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SAP-FOUCH: Servicio de Anatomia Patoldgica de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile

SNP: Polimorfismo de nucledtido anico (Single nucleotide polymorphism)

TCF: Factor de células T (T-cell factor)

TNM: (tamarfio y extension del) Tumor, (extension del cancer que se ha diseminado
a los) Nddulos, Metastasis.

Tris-EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
Tris-HCI: Tris hidrocloruro

VHS-1: Virus del herpes simple de tipo 1
VPH: Virus papiloma humano
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1 CAPITULO 1: INTRODUCCION

El c&ncer oral es un subtipo de cancer de cabeza y cuello (1) y se ubica como el sexto
cancer mas comun a nivel mundial (2,3). Aproximadamente el 90% de los canceres orales
corresponden a carcinoma oral de células escamosas (COCE), los cuales se originan en el
epitelio estratificado no queratinizado de la mucosa oral (1). Los canceres orales tienen una
tasa de sobrevida de cinco afios, por lo que la prevencion y la deteccion temprana del cancer
o de lesiones potencialmente malignas son esenciales para aumentar la sobrevida y disminuir

la incidencia (4).

El COCE normalmente esta precedido por lesiones precursoras denominadas lesiones
potencialmente malignas. Clinicamente, las lesiones potencialmente malignas mas comunes
son la leucoplasia y la eritroplasia. Actualmente, el gold standard para la valoracion de estas
lesiones es la evaluacion microscopica de secciones tefiidas con hematoxilina y eosina (H-E)
para la examinacion de la presencia de cambios tisulares y citolégicos, conocidos como

displasia oral (5).

Se ha identificado a la via de sefializacion Whnt, especificamente a la via canénica o
via Wnt/B-catenina, como una via clave en la carcinogénesis de varios tumores, incluyendo
al COCE (6,7). La via de sefializacion Wnt/B-catenina esté involucrada en diversas funciones
bioldgicas, incluyendo la diferenciacion, migracién y proliferacion celular (8). En
condiciones normales, B-catenina, es regulada por un complejo de destruccion citoplasmatico
encargado de fosforilar a B-catenina para su posterior degradacion proteasomica. La unién
de los ligandos Whnt a los receptores de membrana desencadena la inhibicion del complejo
de destruccion de B-catenina, lo que ocasiona la estabilizacion de 3-catenina en el citoplasma
y su subsecuente translocacion al nucleo, permitiendo la expresion de genes blanco de esta
via (9-11).

La via de sefializacion Wnt/B-catenina ha sido identificada como una via de
sefializacion clave en la carcinogénesis debido a que su activacion aberrante es un mecanismo

recurrente en varios tipos de cancer, incluyendo el colorrectal, gastrico, cervical y melanoma
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(12). Sin embargo, su relevancia en lesiones potencialmente malignas todavia no esta del
todo clara (13).

Bajo condiciones fisioldgicas, la mucosa de la cavidad oral exhibe tincion
membranosa de f-catenina; por el contrario, la pérdida de expresion de f-catenina en la
membrana y el incremento en la localizacién citoplasmatica se observan tanto en displasia
oral como en COCE (14,15). Estudios anteriores reportaron acumulacion nuclear de
[-catenina en displasia oral (16,17), y mas recientemente se demostro que -catenina nuclear
estd presente en el 100% de biopsias diagnosticadas histopatolégicamente como displasia
moderada y severa, en comparacion a la mucosa oral sana y al COCE, sugiriéndose un rol de
B-catenina en la progresion de la displasia oral a COCE (18).

Existe evidencia de que los niveles del ligando Wnt3a incrementan en displasia oral
en comparacion a la mucosa oral sana (17), pero su relacion con la expresion nuclear de
[-catenina no es completamente conocida. Por otro lado, a pesar de que Wnt5a promueve la
migracion e invasion celular en COCE (19,20), la expresion y relacion con la expresion de
[-catenina no es conocida. Respecto a las proteinas del complejo de destruccion, si bien las
mutaciones genéticas de APC, Axina y GSK-3f son frecuentes en otros tipos de cancer y se
han visto asociadas al aumento de -catenina nuclear, a nivel de COCE son poco frecuentes
(21), y la expresion y relacion con B-catenina nuclear a nivel de displasia oral no es

comprendida.

Por lo tanto, la relacion de la expresion y funcion de B-catenina con la expresion de
los ligandos Wnt y las proteinas del complejo de destruccién en la carcinogénesis oral
permanece poco comprendida hasta el momento. En esta tesis, se evalud la expresion de
B-catenina y su asociacion con la expresion de Wnt3a, Wnt5a, APC, Axina y GSK-3f en
displasia oral y COCE, mediante la técnica de inmunohistoquimica aplicada en biopsias
obtenidas del Servicio de Anatomia Patol6gica de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile (SAP-FOUCH).
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1.1 REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Carcinoma Oral de Células Escamosas

El céncer oral es un subtipo de cancer de cabeza y cuello. Puede surgir como una
lesion primaria originandose en los tejidos que recubren la boca, labios, encias y lengua (1).
El cancer oral es una de las lesiones neoplasicas mas comunes de cabeza y cuello (22) y se

ubica como el sexto cancer mas comun a nivel mundial (2,3).

De los canceres orales, aproximadamente el 90% son diagnosticados como carcinoma
oral de células escamosas (COCE), los cuales se originan en el epitelio estratificado no
queratinizado de la mucosa oral (1) (figura 1). Otros corresponden a melanoma, linfoma,

sarcomas, carcinomas de glandulas salivales menores y metéstasis (23).
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Figura 1. Epitelio de la mucosa oral sana. Tincion H-E, aumento 10x. Adaptada de Reyes
et al (18).

El COCE tiene una tasa de sobrevida del 50% a los 5 afios. Debido a que la tasa de
sobrevida esta directamente relacionada con el estado en el que se encuentra el cancer en el
diagnostico, la prevencion y la deteccion temprana de lesiones potencialmente malignas son

esenciales para disminuir la incidencia y aumentar la sobrevida de los pacientes (4).
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1.1.2 Epidemiologia del COCE

El COCE es el onceavo cancer mas comun en el mundo, contabilizando el 3% de
todos los canceres recientemente diagnosticados (1). En sociedades occidentales como
Estados Unidos, Europa y Australia, el cancer oral representa solo entre el 0.6% al 5.0% de
todos los canceres (2), mientras que es extremadamente prevalente en Melanesia y en el
centro sur de Asia, y en India representa aproximadamente el 45% de todos los canceres
(2,24). Normalmente se presenta en hombres despueés de los 45 afios, siendo la edad media
los 64 afios (23), pero se ha visto un aumento en la incidencia en personas menores de 40-45
afios. A nivel mundial, el cancer oral afecta mas a los hombres que a las mujeres, con una
razén de 2:1. Sin embargo, el cancer oral en mujeres ha ido aumentando en algunas partes

del mundo en el dltimo siglo (3,4,24).

En Chile, el cancer oral corresponde al 1.6% del total de los casos de céncer,
afectando principalmente a pacientes de sexo masculino sobre los 45 afios, con una razén de
2.3:1 en comparacion con las mujeres. En el 2002, las muertes a causa del cancer oral
representaron el 1% del total de muertes en Chile, significando un total de 193 muertes. Al

igual que en el resto del mundo, el cancer oral més frecuente en Chile es el COCE (23,25).

1.1.3 Etiologia

A nivel mundial, los principales factores de riesgo relacionados al COCE son el uso
de alcohol y tabaco, independiente del tipo de bebida alcohdlica o de tabaco (26). El riesgo
mas elevado afecta a fumadores pesados y sin filtro, especialmente después de muchos afios
de uso. El alcohol puede actuar como promotor, teniendo un efecto sinérgico con el tabaco
(27). Ademas, la nuez de betel juega un rol importante en la carcinogénesis oral en paises
como India, en donde masticar nuez de betel es un habito comudn (2,26). Por otra parte, la
infeccion por virus ha adquirido importancia en la etiologia del cancer oral, entre ellos el
virus herpes simple (VHS-1) y los genotipos de alto riesgo del virus papiloma humano (VPH),

como el VPH 16 o 18, ambos implicados en aproximadamente el 14% de los casos de cancer
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oral (2,3,23,24). Ademas, factores dietéticos, factores genéticos y la higiene oral también son

reportados como factores de riesgo (2,26).

1.1.4 Caracteristicas clinicas

El sitio mas comun para el desarrollo del COCE es la lengua, seguida por el piso de
boca (4). EI COCE se presenta principalmente como una Ulcera de aspecto necrético con
bordes irregulares, elevados y endurecidos en la mucosa superficial. Al progresar la lesion,
se puede transformar a en una masa exofitica con una superficie papilar o fungosa, de textura
verrugosa, empedrada o relativamente lisa. El dolor no es un indicador confiable en cuanto a
si una lesién en particular puede ser maligna, ya que en etapas tempranas el cancer oral en
general es asintoméatico o con molestias menores. Carcinomas mas grandes y avanzados a
menudo serdn dolorosos, y en casos de infeccion secundaria o trauma suelen sangrar
inmediatamente. Lesiones de mayor tamafio suelen interferir con el habla, masticacion y al

momento de tragar (3,4).

1.1.5 Caracteristicas Histoldgicas

La graduacion del COCE normalmente se realiza mediante el sistema TNM, donde T
representa el tamafio del tumor, N indica el estado de los nodulos linfaticos regionales, y M
indica la presencia o ausencia de metéastasis (4). Sin embargo, la graduacion en base a este
sistema no es del todo adecuada, por lo que la evaluacion de otras caracteristicas también es
importante. Se ha demostrado que existe una asociacion entre el grado de diferenciacion
histoldgica del COCE con la posibilidad de invasion y recurrencia. La diferenciacion
histoldgica facilita la realizacion de un diagndstico mas exacto y permite la seleccion del

abordaje terapéutico adecuado (28).
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Histoldgicamente, la diferenciacién escamosa, a menudo vista como queratinizacion
con formacion variable de “perlas” y crecimiento invasivo, es la caracteristica previa del
COCE. La invasion se manifiesta por la disrupcion de la membrana basal y la extension hacia

el tejido conectivo. Los tumores son tradicionalmente graduados en COCE bien,

moderadamente, y pobremente diferenciado (29) (figura 2).
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Figura 2. Grados de diferenciacion del COCE. COCE bien diferenciado(A). Se puede
observar la presencia de perlas corneas de queratina (*). COCE moderadamente
diferenciado (B). COCE pobremente diferenciado (C). Tincion H-E, aumento 10x. Adaptada
de Reyes et al (18).
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1.151 Carcinoma oral de células escamosas bien diferenciado

El COCE bien diferenciado se asemeja al epitelio normal. Se compone de células
escamosas bien diferenciadas, con nucleos de varias formas y tamarfios, mas grandes que los
del epitelio normal, con nucléolos y cromatina heterogénea. Las células estan organizadas en
islas de varias formas y tamafos, con perlas de queratina en el interior, compuestas por

células acidofilas de ndcleo picnotico con cariolisis (22,28) (figura 2A).

1.15.2 Carcinoma oral de células escamosas moderadamente diferenciado

El COCE moderadamente diferenciado se compone de cordones o islas de células
epiteliales atipicas neoplésicas, de aspecto ovalado o redondo. Los nlcleos presentan
pleomorfismo marcado, en general grandes y deformados, con nucléolos prominentes y
mitosis anormales. En general hay menos queratinizacion que en el COCE bien diferenciado
(22,28) (figura 2B).

1.1.5.3  Carcinoma oral de células escamosas pobremente diferenciado

ElI COCE pobremente diferenciado presenta cordones o islas de células
predominantemente inmaduras de aspecto epitelioide de varias formas y tamafios, sin algun
parecido a las células del epitelio original. Hay gran cantidad de mitosis normales y atipicas
y queratinizacion minima del epitelio (22,28) (figura 3C).
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1.1.6 Diagnostico y pronostico

El diagndstico temprano del COCE ha surgido como un objetivo prioritario de la
salud publica en el mundo en donde los profesionales de la salud oral juegan un papel
principal. La examinacion visual convencional acompafiada de la palpacion de lesiones
sospechosas sigue siendo la metodologia gold standard de cribado, mientras que la biopsia
y la examinacion histopatoldgica de estas lesiones representan el método de eleccion
universal para la confirmacion diagndstica (30). Normalmente el COCE es diagnosticado
tardiamente en etapas avanzadas de la enfermedad debido a que los sintomas tempranos son
extremadamente escasos o por el desconocimiento de los sintomas por parte de los pacientes
(3,22). La deteccidn tardia del COCE esta directamente relacionada con que el prondstico
sea bastante desfavorable, donde la tasa de supervivencia en aproximadamente el 50% de los

casos no supera los 5 afios, sin diferencias de género (3,26).

En las dltimas décadas, la tasa de supervivencia de 5 afios no ha mejorado a pesar de
los avances en las técnicas diagndsticas y mejoramientos en las modalidades de tratamiento,
e incluso la incidencia y prevalencia ha ido aumentando, principalmente en personas mas
jévenes (3). Para mejorar el prondstico del COCE, es de suma importancia la deteccion
temprana de lesiones orales potencialmente malignas que pueden evolucionar a tumores
invasivos. La deteccion en etapas tempranas puede aumentar la tasa de supervivencia a los 5
afios del 50% a mas del 70% (4,22).

1.1.7 Lesiones potencialmente malignas

El COCE generalmente esta precedido por una variedad de alteraciones epiteliales
(5). Estas alteraciones, antes denominadas como premalignas o precancerosas, se denominan
actualmente como “lesiones potencialmente malignas”. Este término fue recomendado por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el 2005, el cual indica que no todas las

lesiones descritas bajo esta denominacion necesariamente se transformarian en cancer, sino
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que existe una familia de alteraciones morfolégicas entre las cuales algunas podrian tener un

mayor potencial de transformacion maligna (24,31).

1.1.8 Diagnostico clinico de las lesiones potencialmente malignas

Los trastornos considerados como lesiones potencialmente malignas son la
leucoplasia, eritroplasia, fibrosis submucosa, lesiones palatinas, y, aunque todavia siguen
siendo cuestionados, el liquen plano y el lupus eritematoso discoide (32). Dentro de estas
lesiones, las mas comunes en la cavidad oral son la leucoplasia, caracterizada por su aspecto
de parche blanquecino (figura 3A), y la eritroplasia, caracterizada por su aspecto de parche
rojo (figura 3B). Sin embargo, también es aparente que el 50% de los COCE surgen a partir
de una mucosa clinicamente normal (5). Tanto la leucoplasia como la eritroplasia deben ser
utilizadas solo como un término clinico; no tienen una connotacion histopatologica especifica
y en la evaluacion del paciente son un diagndstico clinico de exclusion (4). Se requiere un
estudio histopatoldgico para el diagnostico definitivo, que puede corresponder a hiperplasia

epitelial, hiperqueratosis, displasia epitelial o incluso carcinoma (18).

Figura 3. Caracteristicas clinicas de las lesiones potencialmente malignas. Leucoplasia (A),

y eritroplasia en la mucosa oral (B).
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1.1.9 Displasia oral: Diagnostico histopatoldgico de las lesiones orales potencialmente

malignas

Actualmente, el gold standard para la valoracion de las lesiones orales
potencialmente malignas es la evaluacion microscépica de secciones tefiidas con
hematoxilina y eosina (H-E) para la examinacién de la presencia de cambios tisulares y
citologicos, generalmente conocidos como displasia oral (5). EI término displasia es aplicado
cuando la alteracion estructural del epitelio estd acompafiada de atipia citoldgica, expresada
en variaciones en el tamafio y forma de los queratinocitos. Los criterios utilizados para el
diagndstico de displasia estan resumidos en la tabla 1. Hay evidencia que mientras méas severa

sea la displasia, mayor es la probabilidad de que progrese a una lesion maligna (33).
Tabla 1. Criterios utilizados para el diagnostico de displasia

Arquitectura Citologia
L Variaciones anormales en el tamafio nuclear
Estratificacion epitelial irregular ) o
(anisocariosis)
o ) . Variaciones anormales en la forma nuclear
Pérdida de la polaridad de las células basales )
(pleomorfismo nuclear)
) ) ) Variaciones anormales en el tamafio celular
Hiperplasia de las células basales o
(anisocitosis)
) ) Variaciones anormales en la forma celular
Crestas interpapilares con forma de gota ]
(pleomorfismo celular)
Numero de figuras mitéticas aumentado Relacidon nlcleo-citoplasma aumentada
Mitosis anormalmente superficiales Tamafio nuclear aumentado
Queratinizacion prematura en células individuales ] . .
) ) Figuras mitéticas atipicas
(disqueratosis)
Perlas de queratina dentro de las crestas Incremento en el ndmero y tamafio de los
interpapilares nucleolos
Hipercromasia

Adaptada de Warnakulasuriya et al (33).
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1.1.10 Clasificacion de las displasias orales

Displasia severa (C). Tinciéon H-E, aumento 10x. Adaptada de Reyes et al (18).

El diagnostico y graduacion de la displasia oral se basa en la combinacion de cambios
tisulares y citologicos. Sin embargo, la evaluacion de estos cambios suele ser subjetiva y
sujeta a considerables variaciones inter e intra observador (5). La clasificacion actualmente
mas aceptada de displasia es la desarrollada por la OMS el 2005 (34), en cuya Ultima
actualizacion realizada el 2017 propone un sistema de graduacién mas objetivo que divide a

la displasia oral en leve, moderada y severa (figura 4) (35).
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1.1.10.1 Displasia Leve

La displasia leve se caracteriza por una alteracion estructural y celular limitada al
tercio inferior del epitelio, expresada en la proliferacion o hiperplasia de las células basales
y parabasales. La atipia celular generalmente es minima, solamente se observa pleomorfismo
leve de las células o del ndcleo. Las mitosis no son prominentes y si estan presentes suelen
ser normales y a nivel basal. Los cambios a nivel arquitectonico son minimos (figura 4A)
(5,33).

1.1.10.2 Displasia Moderada

La displasia moderada se identifica por la extension de la alteracion estructural al
tercio medio del epitelio. Los cambios citol6gicos son mas severos que en la displasia leve y
se pueden observar cambios como pleomorfismo celular y nuclear aumentado e
hipercromatismo. Mitosis aumentadas y anormales pueden estar presentes, ubicadas
normalmente en las capas basales. A pesar de que se pueden observar cambios estructurales
en la mitad inferior del epitelio, la estratificacion y maduracién son relativamente normales,

a veces suele presentarse con hiperqueratosis (figura 4B) (5,33).

1.1.10.3 Displasia Severa

La displasia severa presenta alteraciones estructurales en mas de dos tercios del
epitelio, con atipia citolégica asociada. Hay una proliferacion anormal de la capa basal hacia
el tercio superior del epitelio, y los cambios citoldgicos y estructurales pueden ser bastante
prominentes. Se pueden observar todos los cambios presentes en los grados anteriores de
displasia, sumandose un marcado pleomorfismo celular y nuclear, con nicleos anormalmente
largos y nucléolos prominentes o incluso multiples. Hay mitosis anormales prominentes y
suprabasales. A menudo hay pérdida completa de la estratificacion del epitelio y

queratinizacion anormal profunda, e incluso formacion de perlas corneas. Otras
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caracteristicas que podrian ser importantes en el diagnostico de displasia severa es la
presencia de crestas interpapilares anormales, acantosis, y en algunos casos presencia de
atrofia epitelial marcada (figura 4C) (5,33).

1.1.11 Valor pronostico de la displasia oral

Debido a que la gran mayoria de las veces los COCE se anteceden de displasia oral,
hace que estas sean el predictor mas fuerte de transformacion maligna. Sin embargo, el
diagnostico histopatoldgico de displasia oral suele ser bastante complejo y subjetivo (5). La
acumulacién de alteraciones genéticas y epigenéticas toma lugar durante la transformacion
maligna. El valor prondstico de los cambios genéticos tempranos no es totalmente conocido,
pero se han detectado mutaciones en epitelios displasicos, sugiriéndose una relacion entre las
mutaciones en las lesiones potencialmente malignas y en los tumores (33). Al respecto,
numerosos marcadores moleculares han sido identificados como factores predictivos que
ayudarian a realizar un diagndstico mas objetivo de la displasia oral, tales como la expresion
aberrante de p16, inestabilidad cromosémica, pérdida de la heterocigosidad y TP53 mutado.
Sin embargo, hasta la fecha no existe un conjunto de marcadores que de forma fiable pueda
ser utilizado para detectar las lesiones con displasia oral (32). A lo anterior se suma que las
alteraciones moleculares y los mecanismos biol6gicos que conducen la progresion de estas
lesiones hacia el cancer tampoco son totalmente comprendidos (18).

En relacién a lo anterior, se han estudiado diversas moléculas de sefializacion que se
encuentran implicadas en la carcinogénesis oral. Se ha identificado a la via de sefializacion
Whnt, especificamente a la via candnica o via Wnt/B-catenina, como una de las vias claves en
la carcinogénesis de varios tumores, incluyendo al COCE (6,7). A nivel de patologia oral,
existen estudios que han evidenciado una relacion entre la via Wnt/p-catenina y la progresion
de la displasia oral a COCE (18,17).
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1.1.12 Via de sefalizacion Wnt/-catenina

La via de sefializacién Wnt representa una de las tantas vias claves que regulan el
destino de las células en los animales a lo largo de la vida (11), teniendo un papel importante
en la diferenciacion, proliferacion, muerte y funcion de varios tipos celulares, y en procesos
criticos de desarrollo, crecimiento y homeostasis (8). Generalmente es dividida en tres
subtipos de vias: la via candnica, la via no canonica de polaridad celular planar (PCP) y la
via no candnica Wnt/Calcio (36). La mas estudiada y revisada es la via Wnt canonica,
también conocida como via Wnt/B-catenina, la cual funciona regulando la cantidad de la
proteina B-catenina, un cofactor transcripcional que controla la expresion de genes blancos
responsables del control de diversas decisiones en relacion al destino de células y tejidos
(8,37).

1.1.13 Ligandos Wnt

Los ligandos Wnt son una familia de glucoproteinas de secrecién lipido-modificadas
cuyo genoma se encuentra bien conservado en el reino animal, catalogdndose 19 genes Wnt
en los mamiferos. Estas proteinas estdn involucradas en los eventos de sefializacion
paracrinos y autocrinos, actuando como ligandos que estimulan vias de transduccion de

sefiales mediante receptores en organismos tanto vertebrados como invertebrados (9,38).

Los ligandos Wnt han sido separados en tres grupos: i) Wnt canonicos o dependientes
de B-catenina (ej. Wnt2, Wnt2b, Wnt3, Wnt3a, Wnt8), ii) Wnt independientes de B-catenina,
y iii) Wnts no candnicos (ej. Wnt5a, Wnt11, Wnt7a). Algunos Wnt, sin embargo, no encajan
en esta clasificacion, ya que activan tanto la via canonica como las no canonicas (ej. Wnt11)
(38).

Los ligandos Wnt se unen a una gran variedad de receptores para ejercer su funcion.
Dentro de estos receptores se encuentran las proteinas Frizzled (Fzd), pertenecientes a una
subfamilia muy especifica del receptor acoplado a proteinas G (GPCR), y los co-receptores
proteina relacionada al receptor LDL (LRP), LRP5 y LRP6 (38,39). El receptor Frizzled con



CAPITULO 1: INTRODUCCION

los co-receptores LRP5/6 forman un complejo receptor heterodimérico al cual se uniran los

ligandos Wnt al interactuar con las células diana (40).

1.1.14 B-catenina

La proteina B-catenina pertenece a un grupo de proteinas formado por a-, B- y
y-catenina (catena es la palabra del latin para cadena), encargadas de ligar a las cadherinas a

los filamentos del citoesqueleto (41).

La proteina fB-catenina tiene multiples funciones dependientes de su localizacién
celular. Normalmente, se localiza en el lado citoplasmatico como un componente de las
uniones célula-célula a base de E-cadherina, cumpliendo su principal funcion en la
mantencion de la adhesion celular, contribuyendo a la preservacion de la estructura normal
de los epitelios (figura 5) (11,14). Por otro lado, cuando la via Wnt candnica se encuentra
activa, B-catenina acta en el nicleo como un co-factor transcripcional de genes diana de la
via Wnt (14,38). B-catenina es la proteina de mayor importancia en la via Wnt canonica,
siendo el factor clave que transduce eventos proximales de la membrana plasmatica al

compartimiento nuclear (38).

ADHERENS
JUNCTIONS

>

Figura 5. Localizacibn membranosa de f#-catenina. A nivel de la membrana plasmatica,

p-catenina (rojo) forma uniones con E-cadherina (rosado). Adaptada de Valenta et al (11).
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1.1.15 Via Wnt/p-catenina inactiva

Cuando la via de Wnt/p-catenina estd inactiva, B-catenina se encuentra junto a
E-cadherina formando parte de las uniones intracelulares. B-catenina no unida a E-cadherina
se encuentra en bajos niveles en el citoplasma, siendo continuamente fosforilada por un
complejo de degradacion multiproteico encargado de su degradacion. Este complejo de
degradacion esta formado principalmente por la proteina de agregacion Axina, la proteina
supresora de tumores poliposis adenomatosa coli (APC), y las quinasas caseina quinasa lo
(CK1a) y glucdgeno sintasa quinasa 3B (GSK-3p) (40).

La proteina Axina se encarga de mantener al complejo de degradacion al servir como
un sitio de anclaje para p-catenina y las otras proteinas del complejo mediante diferentes
dominios. La proteina APC también participa en la mantencion del complejo e incrementa la
afinidad de este hacia p-catenina. El andamiaje formado por Axina y APC facilita la
interaccion de las quinasas CK1a y GSK-3p con B-catenina, ambas encargadas de fosforilar
a B-catenina en sus residuos amino terminal (9,11): CK1a fosforila a B-catenina a nivel de
los residuos serina 45, y luego los residuos treonina 41, serina 37 y serina 33 son fosforilados
por GSK-3p. La fosforilacion de B-catenina en las serinas 33 y 37 crea un sitio de unién para
la E3 ubiquitina ligasa B-Trcp, conduciendo a la ubiquitinacion y degradacion de B-catenina
(figura 6A) (37).

1.1.16 Via Wnt/p-catenina activa

La via Wnt canonica activa esta definida por los siguientes eventos: 1) unién de los
ligandos Wnt a los receptores en la membrana plasmatica; 2) activacion de la maquinaria
intracelular que bloquea la degradacion de B-catenina, conduciendo a su acumulacion
citoplasmatica y translocacion nuclear; y 3) acumulacion nuclear de B-catenina, lo que, a su

vez, conduce a cambios en la tasa de transcripcion de los genes diana (38).
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Figura 6. Via de seiializacion Wnt f-catenina inactiva (A) y activa (B). En ausencia de
ligandos Wnt, -catenina citoplasmatica es continuamente fosforilada por el complejo de
destruccion de p-catenina para su posterior degradacion proteasomal. En el nicleo,
TCF/LEF1 esté asociado al represor transcripcional Groucho (A). Después de la unién del
ligando Wnt a los receptores, parte del complejo de destruccion es secuestrado en la
membrana. Esto provoca la acumulacion citoplasmética de p-catenina, la cual entra al
nucleo, desplaza al represor Groucho e interacciona con TCF/LEF1, activAndose la
transcripcion de genes diana (B). Adaptada de Kim et al (42).

1.1.16.1 Union de los ligandos Wnt a los receptores de membrana y acumulacion

citoplasmatica de f-catenina

Para que la via Wnt/B-catenina inicie la sefializacion intracelular, es necesario que
ocurra en primer lugar la secrecion y posterior union de los ligandos Wnt a los receptores de
superficie celulares Fzd y LRP5/6 (36). La activacién del receptor Fzd recluta a la proteina
de andamio citoplasmética Dishevelled (Dvl) al complejo Wnt-Fzd-LRP5/6. La proteina Dvl
recluta a Axina junto con las quinasas CK1la y GSK-3f hacia la membrana plasmatica. De

esta forma, CK1a y GSK-3p fosforilan la cola citoplasmatica del co-receptor LRP5/6, evento
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que bloquea la actividad de GSK-3p (11,37,43). Como consecuencia, GSK-3f ya no puede
fosforilar a B-catenina, por lo que esta ya no es ubiquitinizada ni degradada, lo que permite
su acumulacion citoplasmaética y posterior translocacion al nucleo (figura 6B) (43,44).

1.1.16.2  Translocacion de f-catenina al nicleo y su accion como co-factor transcripcional

Una vez translocada al nucleo, pB-catenina forma un complejo con los factores de
transcripcion de union al ADN de la familia TCF/LEF1 (factor de células T/factor
estimulador linfoide 1). En ausencia de sefiales Wnt, los factores TCF/LEF1 actian como
represores transcripcionales al formar un complejo con la proteina co-receptora Groucho.
[-catenina nuclear convierte al complejo represor TCF/LEF1 en un complejo activador de la
transcripcion al desplazar a la proteina Groucho. Ademas, recluta una serie de activadores y
co-activadores, induciéndose la transcripcion de genes diana de la via Wnt (figura 6B). Entre
los genes activados se encuentran c-Myc, c-Jun, CCND1, PPARD, FOSL1 y COX-2,
Survivina, Ciclina D1, UTERIN, relacionados con el crecimiento y proliferacion celular
(figura 6B) (9,10).

1.1.17 Via Wnt/p-catenina en la carcinogénesis

Dados los mdltiples y criticos roles de la via de sefializacion Wnt/p-catenina en el
desarrollo y la homeostasis, no es de extrafiarse que mutaciones en sus componentes estén
asociadas a diversas patologias (37). La via Wnt/B-catenina ha sido identificada como una
via de sefializacion clave en la carcinogénesis y ha ganado interés en la investigacion de
tumores malignos (8). Se ha demostrado que alteraciones que promueven la activacion
aberrante de la via de sefializacion Wnt, ya sea por ganancia o pérdida de funcion de sus
componentes, conducen al cancer colorrectal, gastrico, cervical y melanoma, entre otros (18).

Estas alteraciones se traducen en la translocacion de B-catenina al nacleo y en la modificacion
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en la expresion de genes relacionados con la proliferacion e invasion, como c-Myc y ciclina
D1, c-jun, MMP-1y MMP-7 (9,10,15).

La via Wnt es critica para la formacion de las estructuras craneofaciales como los
dientes, papilas gustativas, labios y paladar. Sin embargo, se sabe poco sobre el rol que juega
en la patogénesis oral benigna y maligna. En general, tanto B-catenina como los otros
componentes de la via han sido principalmente estudiados durante el desarrollo embrionario
y solo recientemente en el COCE (6,41). La relevancia de esta via a nivel de displasia oral

todavia no es completamente comprendida (13).

1.1.18 Alteraciones en la expresion de p-catenina en la carcinogénesis oral

La pérdida de la expresion de B-catenina membranosa es un mecanismo oncogenico
temprano en la carcinogénesis de varios canceres epiteliales (14), como en el eso6fago de
Barret (45), en adenocarcinomas de colon (46), en cancer de laringe (47), y también en la
carcinogeénesis oral (7,9,13-15,17,18,41,48,49). La pérdida de la expresion membranosa de
[-catenina se ha visto asociada con el aumento de su expresion citoplasmatica/nuclear en las

lesiones orales malignas (9,14,15).

Estudios previos han investigado la relacion entre la displasia oral y los patrones de
expresion de P-catenina (16-18,49). Los primeros estudios reportaron acumulacién
citoplasmatica y nuclear de B-catenina sin mutaciones genéticas como un evento temprano
de la carcinogénesis oral en células de rata (16). Posteriormente, estudios realizados en
mucosa oral humana (17,18,49) definieron los patrones de expresion de B-catenina en la
carcinogenesis oral. En la mucosa oral sana, 3-catenina solo se encuentra presente a nivel de
membrana (figura 7A); en displasia y COCE, B-catenina membranosa se va perdiendo y

acumulando en el citoplasma, con ganancia de 3-catenina nuclear de forma variable (17,18).

Se ha observado que la expresion B-catenina nuclear se encuentra en el 100% de las
displasias moderadas y severas (figura 7C y D), mientras que en los COCEs es menor (figura

7E y F) (17,18). La presencia de B-catenina nuclear en lesiones con displasia de mayor
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severidad sugiere que B-catenina esta involucrada en la transformacién maligna, por lo que
se presenta como un potencial marcador para las lesiones displasicas de la cavidad oral (18).

Figura 7. Localizacion IHQ de p-catenina. En la mucosa oral normal solo se observa
expresion membranosa (A). En displasia leve, la proteina se localiza principalmente en la
membrana y citoplasma (B). En displasia moderada, la expresion nuclear de p-catenina es
mucho mayor (C), y en displasia severa la proteina se expresa intensamente nuclear en las
capas inferiores del epitelio (D). En el COCE moderadamente diferenciado, la expresion de
la proteina membranosa se pierde (E), y en el COCE pobremente diferenciado no se observa
expresion nuclear de f-catenina (F). Adaptada de Reyes et al (18).

1.1.19 Alteraciones en la expresion de los ligandos Wnt y su relacion con p-catenina

Una de las causas conocidas de la estabilizacion de pB-catenina en el citoplasma es la
activacion de la via Wnt candnica por interaccion de los ligandos Wnt con sus receptores de
membrana. Si bien se ha reportado que esta activacion toma lugar en etapas tempranas de la
carcinogeénesis oral (14), la evidencia que aborda el rol de los ligandos Wnt en la displasia
oral es menor (13,17,19), a diferencia del COCE, en donde la via Wnt ha sido mas estudiada
(8,17,19,20,50).
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1.1.19.1 Alteracion del ligando Wnt3a

El ligando Wnt3a es un miembro tipico de la familia Wnt ampliamente estudiado que
activa la via de sefializacion Wnt canonica. Su gen ha sido previamente sugerido como un
gen que podria aumentar la susceptibilidad de desarrollar COCE, y se ha observado que la
expresion de su ARNm aumenta en COCE (51).

Segun la evidencia, la expresion del ligando Wnt3a no se encuentra presente en el
epitelio oral sano (6,17,52). A nivel de COCE, se ha observado que hay un aumento
considerable de los niveles de Wnt3a predominantemente en el frente invasivo, en casos en
los que ademas hubo expresién membranosa y nuclear difusa de p-catenina (6,52). A nivel
de displasia oral, un estudio indico que la secrecion del ligando Wnt3a esta relacionada con
la carcinogénesis oral temprana, cuya expresion se evidencié membranosa y citoplasmatica
en muestras de displasia oral con expresion nuclear de B-catenina (17). Esto ultimo podria
sugerir que existe una correlacion positiva entre la expresion nuclear de B-catenina y Wnt3a

en la carcinogénesis oral.

1.1.19.2 Alteracion del ligando Wnt5a

El ligando Wnt5a pertenece a la familia de ligandos Wnt no candnicos que activa
principalmente la via no canonica Wnt/Ca2+ y la via Wnt/PCP. Sin embargo, se ha visto que

puede tanto inhibir como activar la via Wnt/f3-catenina (19).

A nivel de la carcinogénesis oral, hay evidencia que indica que un aumento de Wntb5a
en tejidos tumorales promoveria la migracion e invasién celular en el COCE (19,20). Un
estudio reporto que la expresion citoplasmatica de Wnt5a no estuvo en las células normales
ni en las displasias orales de menor grado, pero si en los casos de displasia de mayor grado y
aun mas en los COCE, por lo que Wnt5a podria ser un indicador de la transformacién maligna
de displasia a COCE. Ademas, se investigo el efecto que podria tener Wnt5a en f3-catenina,

pero no se encontrd una correlacion entre la expresion de Wnt5a y B-catenina (19).
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1.1.20 Alteraciones de la expresion de las proteinas del complejo de destruccion de

B-catenina y su relacion con p-catenina

1.1.20.1 Alteracion en la expresion de APC

La proteina APC se localiza normalmente en el citoplasma y en cimulos cercanos a
los extremos de los microtdbulos. Mediante sefiales de localizacién y exportacion, APC se
transloca desde el citoplasma al nucleo, en donde parece regular la cantidad de B-catenina
(53).

Mutaciones o pérdida de la heterocigosidad del gen que codifica a la proteina APC
han sido encontradas principalmente en el cancer de colon y también en el cancer gastrico,
esofagico, pancreatico y de pulmon (54-58). La mutacion del gen APC provoca que B-
catenina se acumule en el citoplasma y no se degrade, al no poder unirse con B-catenina (53).
Algunos estudios han reportado porcentajes variables de pérdida de la heterocigosidad y
mutaciones del gen APC que podrian llevar a alteraciones en la funcién de APC en COCE
(7,59,60). Sin embargo, la frecuencia de las mutaciones en APC es baja y no se relacionarian

con cambios en la expresién y localizacion de la proteina APC (53).

En relacién a lo anterior, en un estudio se vio que la localizacion de APC era
principalmente citoplasmatica en el proceso de transformacion maligna, y que tendia a
cambiar de localizacion principalmente al nucleo en células cancerigenas, indicando que
cambios en los niveles de expresion y la localizacién intracelular de APC son factores
importantes en la carcinogénesis oral y en la diferenciacion, proliferacion e invasion del
COCE (53). En un estudio posterior, se evidencio que la expresion citoplasmatica y nuclear
de APC aumentaba significativamente desde displasia leve a COCE, y ademas se observo

una relacion positiva entre APC y la expresion citoplasmatica y/o nuclear de -catenina (48).
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1.1.20.2  Alteracion en la expresion de Axina

Axina actla como un gen onco-supresor en la via de sefializacion Whnt, al igual que
APC, al actuar como la proteina de andamio del complejo de destruccion de B-catenina (61).
Se sabe que el gen AXINAL se encuentra mutado en algunos carcinomas como el
hepatocelular y el de colon, produciéndose una pérdida de la funcionalidad de la proteina
Axina que conduce a la estabilizacion nuclear de B-catenina (44,62,63). Al igual que el gen
APC, la mayoria de los autores no han encontrado mutaciones genéticas en lineas celulares
0 en muestras clinicas de COCE (14,21). Hasta la fecha, solo un estudio ha reportado una
mutacién funcional genética a nivel de COCE, tratandose de un polimorfismo del gen que
podria producir una forma truncada de la proteina Axina, lo que impediria su union a

[-catenina y por ende esta Ultima no podria ser fosforilada por GSK-3p (7).

Hay pocos estudios en relacion a la expresion de Axina en la carcinogénesis oral. En
un estudio se detectd expresion nuclear heterogénea de Axina en la mayoria de los casos de
COCE y en practicamente todos de los casos de mucosa sana (21). La axina nuclear, al igual
que APC, ha sido reportada como mediadora en la exportacion de (3-catenina del nucleo en
varias células, lo que podria explicar su presencia nuclear (11). En un estudio posterior, se
evidencid que la expresion del ARNm del gen AXINAL en COCE era considerablemente
mayor que en la mucosa oral sana, y que ademas habria una correlacién positiva con la
expresion de WNT3A y GSK3-8 (51).

1.1.20.3 Alteracion en la expresion de GSK-34

GSK-3B es un regulador negativo de la via Wnt/B-catenina. Desencadena la
degradacion e inactivacién de varios factores de transcripcion oncogénicos y de
oncoproteinas como B-catenina al fosforilarlos, por lo que se cree que GSK-3p reprime la
transformacion maligna y el desarrollo tumoral (8). La inactivacion de GSK-3B ha sido

reportada en varios canceres (64), incluyendo el COCE (65). Esta inactivacion tendria un rol
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central en la progresion del cancer oral, ya que se imposibilitaria la fosforilacion de -

catenina y esta podria actuar como un factor de la transcripcion de oncogenes (65).

En un estudio realizado el 2003, se detectd que la expresion de GSK-3p se encontraba
presente de manera heterogénea tanto en células de COCE y normales, ya sea solamente en
la membrana, citoplasma o nucleo o en el citoplasma y nucleo a la vez. Se concluy6 que los
patrones de expresion de GSK-3p no tendrian relacion con alteraciones a nivel genético y
que la expresion aberrante de GSK-3p no tendria un rol importante en la carcinogénesis oral
(21). Sin embargo, en un estudio posterior se observo que existia una asociacion significativa
entre una mutacion del gen GSK3p, un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) intrénico,
con el COCE, y que podria estar asociado al aumento observado en la expresion
citoplasmatica de GSK-3p (51). Se ha propuesto que la manipulacion de GSK-3p activado

podria proporcionar esperanza en el tratamiento del cancer oral (65).

1.1.21 Mutaciones genéticas y el COCE

Las mutaciones del gen CTNNBI1 que codifica para la proteina B-catenina o de los
genes que codifican a las proteinas del complejo de destruccion de P-catenina en el
citoplasma pueden producir la acumulacion citoplasmatica y posterior translocacién nuclear
de B-catenina (14). Estudios previos han demostrado que alteraciones de los genes como APC,
AXINA1 y GSK3-B podrian afectar en la degradacion de P-catenina en varios tipos de
canceres humanos, incluyendo el cancer de colon, gastrico y hepético (54-56,62,64). Sin
embargo, las mutaciones de estos genes son raras en el COCE, lo que sugiere no se asociarian

con la acumulacion aberrante de B-catenina en el cancer oral (21).

En resumen, si bien la localizacion de B-catenina tanto en displasia oral como en
COCE ya ha sido reportada, la expresion de otros componentes de la via Wnt en biopsias de
pacientes con distintos grados de displasia oral y COCE a través de IHQ ha sido poco
abordada en la literatura y no existen reportes que estudien la asociacion entre la deteccion

de B-catenina nuclear y la expresion de diferentes proteinas Wnt tanto en displasia como en
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COCE. Por lo tanto, este proyecto podria ser importante para la comprension de como los
componentes de la via Wnt/B-catenina podrian participar en la translocacion y funcién

nuclear de B-catenina, contribuyendo asi a la progresion tumoral de la carcinogénesis oral.

1.2 PRESENTACION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.2.1 Pregunta de investigacion

¢Existe asociacion entre la deteccion de B-catenina nuclear y la expresion de Wnt3a,

Whnt5a, APC, Axina y GSK-3p en displasia y carcinoma oral de células escamosas?

1.2.2 Hipotesis

Por lo anteriormente sefialado, la hipotesis de este trabajo es:

“La deteccion de B-catenina nuclear se asocia a una alteracion de la expresion de los
ligandos Wnt3a y Wnt5a, y a una desregulacion de la expresion de componentes del complejo
de destruccion como APC, Axina y GSK-3B en displasia y carcinoma oral de células

escamosas”.
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1.2.3 Relevancia

Este proyecto es relevante para una mayor comprension de como los componentes de
la via Wnt/B-catenina se relacionan con la translocacion nuclear de p-catenina y su funcion,
contribuyendo asi a la progresion tumoral de la carcinogénesis oral. Las asociaciones
establecidas entre los componentes podrian ayudar a facilitar el diagnéstico y tratamiento de

la displasia oral y COCE al servir como blancos terapéuticos.
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2 CAPITULO 2: OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la asociacion que existe entre la deteccion de B-catenina nuclear y la
expresion de Wnt3a, Wntb5a, APC, Axina y GSK-3p en displasia y carcinoma oral de células

escamosas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la presencia de -catenina nuclear en biopsias de displasia oral y COCE.

2. Determinar y comparar la presencia y distribucion de los ligandos Wnt3a y Wnt5a en
muestras de displasia oral y COCE.

3. Determinar y comparar la presencia y distribucion de las proteinas del complejo de
destruccidn de p-catenina: APC, Axina 'y GSK-3p en muestras de displasia oral y COCE.
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3 CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS

3.1 TIPODEESTUDIO

El disefio de este estudio fue de tipo observacional analitico de corte transversal.

Fue de tipo observacional, porque no existié ninguna intervencion en las muestras
utilizadas, las que ya habian sido anteriormente obtenidas y procesadas, limitandose
solamente a observar y analizar la expresion de las proteinas obtenidas mediante la técnica

de inmunohistoquimica.

Fue de tipo analitico, ya que mediante la tabulacion de los datos y estadistica se buscd
establecer la asociacion entre los patrones de expresion de los ligandos Wnt y de las proteinas

del complejo de destruccion con la expresion de B-catenina.

Fue de corte transversal, debido a que la medicion de la expresion de las proteinas se
realizd en un momento determinado de la evolucidon de la enfermedad, ya sea displasia leve,
moderada o severa, 0 COCE bien, moderado o pobremente diferenciado, sin continuar con
la evolucion de la enfermedad de cada paciente en particular.

3.2 DESCRIPCION DE LA MUESTRA

3.2.1 Seleccién de la muestra

A través de la base de datos del Servicio de Anatomia Patoldgica de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile (SAP-FOUCH), se seleccionaron los casos de

aquellos pacientes que tuvieran el diagndstico histopatologico entre los afios 2000-2018 de
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displasia epitelial leve, moderada y severa, y de COCE bien, moderado y pobremente
diferenciado. Posteriormente, se seleccionaron de acuerdo a los criterios de inclusion y

exclusion.

3.2.2 Tamario de la muestra

Para el estudio se seleccionaron un total de 60 casos, de las cuales 30 tenian el
diagnéstico histopatoldgico de displasia epitelial, y 30 el diagndstico histopatoldgico de
COCE. Cada grupo se dividié de la siguiente manera:

e 15 casos de displasias leves.

e 15 casos displasias moderadas (11 en total) y severas (4 en total).

e 15 casos de COCE bien diferenciados

e 15 casos de COCE moderado (13 en total) y pobremente diferenciados (2 en total).

3.3 CRITERIOS DE SELECCION

3.3.1 Criterios de inclusion

Fueron considerados en el presente estudio todos aquellos casos en que:

e Las biopsias cuyo diagnostico histopatoldgico entre los afios 2000-2018 fue el de
displasia oral leve, moderada o severa.

e Las biopsias cuyo diagnostico histopatoldgico entre los afios 2000-2018 fue el de
COCE pobre, moderadamente y bien diferenciado.

e Las biopsias con los diagnosticos anteriormente mencionados que contaran con los
bloques de parafina en el registro.

e Lacalidad y cantidad suficiente de material fijado e incluido en bloques de parafina

que permitieran hacer los analisis IHQ.
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3.3.2 Criterios de exclusion

No se consideraron en este estudio aquellos casos en que:

e Las muestras tuvieran artefactos de técnica quirdrgica y/o procesamiento histologico.

e Las muestras fueran recidivas de la lesién inicial.

3.4 VARIABLES DEL ESTUDIO

e Presencia o ausencia de Inmunotincién: Variable categdrica nominal utilizada para
informar la tincion THQ de B-catenina, Wnt3a, Wnt5a, APC, Axina y GSK-3p,
evaluada por un profesional a través de observacion microscopica. Entrega dos
valores de inmunotincion: a la ausencia de inmunotincion se le asigna el valor 0; a la
presencia de inmunotincion, el valor 1.

e Porcentaje de células positivas: Variable de intervalo que se utiliza para informar
el resultado de la cantidad en porcentajes de células que son positivas a la expresion
IHQ de pB-catenina, Wnt3a, Wnt5a, APC, Axina y GSK-3p, evaluada por un
profesional a través de la observacion microscopica. Entrega 4 valores: si el
porcentaje es de 1-25%, se le asigna el valor 1; si es de 25-50%, se le asigna el valor
2; si es de 50-75%, se le asigna el valor 3; y si el porcentaje es de 75-100%, se le
asigna el valor 4.

e Distribucion epitelial del antigeno: Variable nominal utilizada para informar el
resultado de la distribucion de tincion IHQ de B-catenina, Wnt3a, Wnt5a, APC, Axina
y GSK-3B, en las distintas localizaciones epiteliales del tejido, evaluada por un
profesional a través de observacion microscopica. Entrega 3 valores de distribucion
epitelial: si la distribucion del anticuerpo se localiza solamente en el estrato basal del
epitelio, se le asigna el valor 1; si la distribucién del anticuerpo se localiza en los
estratos inferiores, el valor 2; y si la distribucion del anticuerpo se localiza en todos

los estratos, se le asigna el valor 3.
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e Distribucién subcelular del antigeno: Variable nominal utilizada para informar el
resultado de la distribucion de tincion IHQ de B-catenina, Wnt3a, Wntba, APC, Axina
y GSK-38 en las distintas localizaciones subcelulares en la célula, evaluada por un
profesional a traves de observacién microscopica. Entrega 3 valores de distribucion
subcelular: si la distribucion del antigeno se localiza en la membrana celular, se le
asigna el valor 1; si se localiza en el citoplasma, se le asigna el valor 2; y si la
distribucion del antigeno se localiza en el nlcleo, se le asigna el valor 3.

¢ Intensidad del antigeno: Variable ordinal que se utiliza para informar el resultado
de la intensidad de la expresion IHQ de B-catenina, Wnt3a, Wnt5a, APC, Axina y
GSK-3B, evaluada por un profesional a través de la observacion microscopica.
Entrega 3 valores: si la intensidad es leve, se le asigna el valor +; si es moderada, se

le asigna el valor ++; y si la intensidad es fuerte, se le asigna el valor +++,

35 FUENTESY METODO DE RECOLECCION DE DATOS

3.5.1 Revision de la base de datos del SAP-FOUCH

Se solicit6 la base de datos ingresada en el programa Microsoft Excel de todas las
displasias y carcinomas orales diagnosticados hasta la fecha. La busqueda de los casos se
realizd a través del diagndstico histopatoldgico consignado entre los afios 2000 y 2018. En
el caso de los carcinomas orales, se seleccionaron solamente aquellos cuyo diagndstico

histopatolégico haya sido el de COCE y no otro.

De la misma base de datos se obtuvieron los antecedentes clinicos de cada caso,

ademaés del nimero del taco de parafina correspondiente.
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3.5.2 Preseleccion de los bloques de parafina de displasias y COCE

A partir de los casos de displasia oral y de COCE revisados en la base de datos,
utilizando el nimero de cada caso se buscaron los bloques de parafina correspondientes.
Mediante esta busqueda, se seleccionaron 30 muestras de displasia oral y 30 de COCE,

aplicando los criterios de inclusion y exclusion.

3.5.3 Recopilacién de los datos demograficos

Teniendo los blogues de parafina de cada muestra ya seleccionados, la informacion
demografica de los pacientes (edad, género y localizacién de la lesion, diagndstico clinico e
histopatoldgico) obtenida a partir de la base de datos del SAP-FOUCH fue recopilada en una

planilla mediante el programa Microsoft Excel.

3.5.4 Procesamiento de las muestras previo a las técnicas histoldgicas e IHQ

Aquellas muestras que se encontraban mal incluidas fueron reincluidas en nuevos
cassettes en el centro de inclusién marca Thermo Scientific HistoStar, modelo A81000105.
Posteriormente, a cada molde se le realizaron 8 cortes de 3 um utilizando navajas de corte
para tejidos blandos marca Feather, en un micrétomo marca Thermo Scientific, modelo
Microm HM 325, para las muestras incluidas en cassettes nuevos, y en el micrétomo marca
E. Leitz Wetzlar, modelo 10141, para las muestras incluidas en bloques antiguos de parafina.
Del total de los 8 cortes de cada muestra, uno fue destinado para cada uno de los 7 anticuerpos,
y el restante para la técnica de H-E.

Los cortes fueron estirados en un bafio de estirado marca Lab-Line, modelo 25104 a
38°C; cada corte fue recogido en portaobjetos con carga positiva marca Thermo Scientific y

secados a 60°C por 1 hora en estufa marca Memmert,
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3.5.5 Tincién con Hematoxilina-Eosina

Se selecciond una placa de cada muestra para ser tefiida con H-E, técnica realizada
segun el Apéndice A. La placa de cada muestra se observé través del microscopio optico
marca Olympus, modelo CX41, con el objetivo de evaluar la histologia y comprobar la
presencia suficiente de muestra para realizar la técnica IHQ. Las muestras que no cumplieran
con lo especificado fueron descartadas y reemplazadas por otros casos que tuvieran el mismo

diagnostico.

3.5.6 Estandarizacion de los anticuerpos

Los criterios estandarizados para cada anticuerpo fueron el tipo de recuperador
antigénico, la dilucion del anticuerpo y el tiempo de incubacidn. Las caracteristicas de cada

criterio se detallan en la tabla 2.

Tabla 2. Criterios utilizados para la estandarizacion de los anticuerpos primarios

Recuperador Dilucion del Tiempo de
Antigénico Anticuerpo incubacion del
Anticuerpo
Citrato pH 6.0 1:500 1 hora (37°C)
Tris-EDTA 9.0 1:200 Overnight (4°C)
- 1:100 -
- 1:50 -

Cada anticuerpo fue estandarizado en el tejido control especificado en sus respectivos
datasheets o en la literatura. En la tabla 3 se detallan las caracteristicas de cada anticuerpo ya

estandarizado.
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Tabla 3. Caracteristicas de cada anticuerpo ya estandarizado

] Recuperador Dilucion del Tiempo de incubacion Tejido
Anticuerpo o . ]
antigénico anticuerpo del anticuerpo control
Wnt3a Tris-EDTA 1:200 Overnight Rifion
Whntb5a Citrato 1:200 Overnight Melanoma
GSK-3p Citrato 1:200 Overnight Ovario
APC Citrato 1:200 Overnight Colon
p-catenina Citrato 1:50 1 hora Colon
Axina Citrato 1:100 1 hora Piel

3.5.7 Técnicade IHQ

La técnica de IHQ se realizd segln el Apéndice B. Primero se realizo la técnica de
IHQ para el anticuerpo Wnt3a, luego para el anticuerpo Wnt5a, los anticuerpos APC y
GSK-3B, y finalmente para los anticuerpos Axina y f-catenina. En la tabla 4 se describen

aspectos importantes de cada anticuerpo.

Tabla 4. Caracteristicas relevantes de cada anticuerpo primario

Anticuerpo Tipo de o ] ] Codigo del
o ] Dilucion  Laboratorio comercial
primario anticuerpo producto
Monoclonal
Wnt3a ) 1:200 Abcam EPR21889
Conejo
Monoclonal Santa Cruz
Wntba . 1:200 . 5c-365370
Murino Biotechnology
Monoclonal o
GSK-3p . 1:200 BD Biosciences 610201
Murino
Monoclonal Santa Cruz
APC ) 1:200 ] 5c-9998
Murino Biotechnology
] Monoclonal
p-catenina ] 1:50 Dako M3539
Murino
] Monoclonal Santa Cruz
Axina 1:100 5c-293190

Murino Biotechnology
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En el procedimiento se incluy6 como control una muestra de mucosa oral sana con el
fin de poder visualizar la expresion de cada anticuerpo en condiciones normales, y se le aplico

los mismos procedimientos que a los tejidos de los casos en estudio.

3.6 RECOLECCION DE LOS RESULTADOS

3.6.1 Evaluacion de la expresion de los anticuerpos utilizados

Para la evaluacion de cada anticuerpo, en primer lugar, se ordenaron todas las laminas
tefiidas segun el nimero de caso desde el mas antiguo al més actual y su diagnéstico
histopatoldgico: para cada caso, se incluyé la ldmina tefiida con H-E y 7 cortes sometidos a
IHQ para la evaluacion de cada uno de los anticuerpos. Ademas, se incluyeron los cortes de
mucosa oral sana para la observacion de cada anticuerpo en condiciones normales. El orden
de observacion fue desde displasia oral leve, moderada, severa, COCE bien, moderado y

pobremente diferenciado.

Respetando el orden establecido, cada muestra fue observada mediante el
microscopio 6ptico, marca Olympus CX41. A partir del screening completo a un aumento de
10x, se evalud la expresion de cada anticuerpo en las zonas con epitelio en base a cada
variable establecida. La inmunoexpresion positiva fue determinada segun la observacion de
un color pardo en las células del epitelio. Los campos de los casos que resultaran mas
representativos para cada diagnostico y anticuerpo fueron fotografiados.
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3.6.2 Andlisis estadistico

Se realiz6 un andlisis exploratorio de los datos clinico-patolégicos (sexo, edad,

diagnostico clinico y localizacion de la lesién) mediante estadistica descriptiva.

Se realiz6 un andlisis estadistico de los resultados obtenidos respecto a la expresion
de cada antigeno segun las variables. El analisis de normalidad de la curva se realiz0 a traves

de la prueba Shapiro Wilk, obteniéndose una distribucion normal.

Para el analisis de la expresion de las proteinas en cada grupo diagnostico (displasias
leves, displasias moderada/severas, COCE bien diferenciados y COCE moderado-
pobremente diferenciados), se utilizo el test ANOVA. Se considerd un valor de significancia
menor del 5% (p < 0.05) para aceptar diferencias estadisticamente significativas. Todas las
pruebas estadisticas se realizaron mediante el software Stata 11.0.
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4 CAPITULO 4: RESULTADOS

Se analizé un total de 30 muestras de displasia, 15 displasias leves y 15 displasias
moderada/severas; estas ultimas se distribuyeron en 11 displasias moderadas y 4 displasias
severas. Se analizé un total de 30 muestras de COCE, 15 COCE bien diferenciados y 15
COCE moderado y pobremente diferenciados; estas Gltimas se distribuyeron en 13 COCE

moderadamente diferenciados y 2 COCE pobremente diferenciados.

A continuacidn, se presentan los resultados obtenidos para la deteccion de cada una
de las proteinas en relacién con los objetivos planteados, ademas de la caracterizacion

clinico-patologica de las muestras.

4.1 CARACTERIZACION CLINICO-PATOLOGICA

4.1.1 Caracterizacion clinico-patoldgica de las muestras diagnosticadas con displasia

oral

En la tabla 5 se presentan las caracteristicas clinico-patoldgicas de las muestras del

estudio segun el grado de la displasia.

Tanto en los casos de displasia leve como moderada hubo un total de 8 casos (53.3%
y 72.7%, respectivamente) correspondientes a pacientes de sexo femenino, mientras que de
las displasias severas la mitad de los casos (50%) correspondieron a pacientes de sexo
masculino. En relacion a la edad de los pacientes, 10 casos (66.7%) de las displasias leves
correspondieron a pacientes menores de 60 afios, mientras que en las displasias
moderada/severas predominaron los mayores de 60 afios, con 5 (45.5%) y 2 casos (50%)

respectivamente. Del total de los casos, aproximadamente el 83% fueron diagnosticados
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clinicamente como leucoplasia. La localizacién mas frecuente de las displasias leves fue la
lengua, con 6 casos (40%), y de las displasias moderadas fue la encia, con 5 casos (45.5%).

Algunas lesiones se localizaron en méas de una zona.

Tabla 5. Caracteristicas clinico-patolégicas de las muestras diagnosticadas con displasia

leve, moderada o severa

DL DM DS
Casos totales 15 (100%) 11 (100%) 4 (100%)
Sexo
Femenino 8 (53.3%) 8 (72.7%) 1 (25%)
Masculino 7 (46.7%) 3 (27.3%) 2 (50%)
sfi 0 0 1 (25%)
Edad (afios)
<60 10 (66.7%) 4 (36.4%) 1 (25%)
>60 5 (33.3%) 5 (45.5%) 2 (50%)
sfi 0 2 (18.2%) 1 (25%)
Diagnostico clinico
Leucoplasia 11 (73.3%) 10 (90.9%) 2 (50%)
Eritroplasia 2 (13.3%) 1(9.1%) 0
Otros 2 (13.3%) 0 2 (50%)
sfi 0 0 0
Localizacion
Lengua 6 (40%) 2 (18.2%) 1 (25%)
Paladar 4 (26.7%) 0 0
Piso de boca 0 3 (27.3%) 0
Encia 5 (33.3%) 5 (45.5%) 1 (25%)
Mejilla 1 (6.7%) 1(9.1%) 0
Mucosa labial 2 (13.3%) 1(9.1%) 2 (50%)
Trigono retromolar 0 1(9.1%) 0

DL.: displasia leve; DM: displasia moderada; DS: displasia severa; s/i: sin informacién

4.1.2 Caracterizacion clinico-patoldgica de las muestras diagnosticadas con COCE

En la tabla 6 se presentan las caracteristicas clinico-patologicas de las muestras del

estudio segun el grado de diferenciacion del COCE.

Segun el grado de diferenciacion, 10 casos (66.7%) de los COCE bien diferenciados

correspondieron a pacientes de sexo femenino, mientras que en los moderadamente
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diferenciados 8 casos (61.5%) correspondieron a pacientes de sexo masculino, y en los
pobremente diferenciados hubo un caso de cada sexo. En relacion a la edad de los pacientes,
en los COCE bien diferenciados 11 casos (73.3%) correspondieron a pacientes mayores de
60 afios, y en los casos de COCE moderado y pobremente diferenciados la cantidad de
pacientes menores y mayores de 60 afios fue la misma (ambos rangos etarios con 46.2% y
50% de los COCE moderado y pobremente diferenciados, respectivamente). El diagndstico
clinico fue de céncer oral, sin embargo, en una gran cantidad de casos no se especificaba el
diagnostico clinico en sus fichas clinicas. La localizacion mas frecuente en los COCE bien
diferenciados fue la lengua, con 6 casos (40%), mientras que en los moderadamente
diferenciados fue la encia, con 6 (38.5%), y en los pobremente diferenciados hubo igual

cantidad en lengua y paladar. Algunas lesiones se localizaron en més de una zona.

Tabla 6. Caracteristicas clinico-patoldgicas de las muestras diagnosticadas con COCE

bien, moderado y pobremente diferenciado

COCE BD COCE MD COCE PD
Casos totales 15 (100%) 13 (100%) 2 (100%)
Sexo
Femenino 10 (66.7%) 4 (30.8%) 1 (50%)
Masculino 5 (33.3%) 8 (61.5%) 1 (50%)
sfi 0 1 (7.7%) 0
Edad (afios)
<60 4 (26.7%) 6 (46.2%) 1 (50%)
>60 11 (73.3%) 6 (46.2%) 1 (50%)
sfi 0 1 (7.7%) 0
Diagnéstico clinico
Cancer oral 12 (80%) 5 (38.5%) 1 (50%)
Otros 0 1(7.7%) 0
sfi 3 (20%) 7 (53.9%) 1 (50%)
Localizacion
Lengua 6 (40%) 4 (30.8%) 1 (50%)
Paladar 0 1(7.7%) 1 (50%)
Piso de boca 1 (6.7%) 0 0
Encia 3 (20%) 5 (38.5%) 0
Mejilla 2 (13.3%) 0 0
Mucosa labial 2 (13.3%) 1(7.7%) 0
Trigono retromolar 1 (6.7%) 2 (15.4%) 0
sfi 2 (13.3%) 2 (15.4%) 0

COCE BD: COCE bien diferenciado; COCE MD: COCE moderadamente diferenciado; COCE PD:
COCE pobremente diferenciado.
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4.2 HISTOLOGIA DE LAS DISPLASIAY COCE.

En la figura 8 se puede observar la histologia de la displasia leve, moderada y severa, y

del COCE bien, moderado y pobremente diferenciado.

4.3 DETERMINAR LA PRESENCIA DE B-CATENINA NUCLEAR
EN BIOPSIAS DE DISPLASIA ORAL Y COCE.

En la tabla 7 se presentan los valores de intensidad de cada proteina obtenidos segun

el diagnostico.

Tabla 7. Valores de la intensidad expresada de cada proteina en los diferentes grados de
displasia y diferenciacién de COCE.

p-cat Wnt3a Wnts5a APC Axina GSK-3p
Grado de la displasia
(n° de casos)

Leve (n=15) | ++ ++ ++ + ++ ¥
Moderada (n = 11) | +++ ++ +++ ++ +++ ++
Severa (N =4) | +++  ++H/+++ 4[4+ ++ +++ [+

Diferenciacion del COCE
(n° de casos)

Bien diferenciado (n = 15) | ++ ++ +++ + ++ ++
Moderadamente diferenciado it N ot . o -
(n=13)
Pobremente dlfere&c?dzc)) it ot e . i

Intensidad de tincion: 0 = nula, + = leve, ++ = moderada, +++ = fuerte
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Figura 8. Histologia de las
displasias y COCE. Mucosa

MOS oral sana (MOS) (A, B);
Displasia leve (DL) (C, D);
Displasia moderada (DM) (E,
F); Displasia severa (DS) (G,
H). COCE bien diferenciado
(cBD) (1, J); COCE
moderadamente diferenciado

DL (CMD) (K, L); COCE
pobremente diferenciado
(CPD) (M, N). Tincion H-E.
Aumentos 10x y 40x.

DM

DS

CBD ﬁ

CMD

CPD
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4.3.1 Determinar la presencia de -catenina nuclear en biopsias de displasia oral

De las 30 muestras de displasias analizadas, el 100% de las células epiteliales presentd

presencia de B-catenina, en todos los estratos del epitelio (tabla 8).

De las 15 displasias leves analizadas, el 100% mostr6 presencia citoplasmatica de la
proteina; 14 casos (93.3%) presentaron ademas presencia membranosa y en 8 casos la
proteina se localizo en el nucleo de los estratos inferiores del epitelio (tabla 8 y figura 9C y
D). La intensidad de la proteina fue evaluada como ++ (tabla 7). De las 15 displasias
moderada/severas, el 100% present6 localizacion nuclear de B-catenina en conjunto con una
distribucion citoplasmética y membranosa de la proteina (tabla 8 y figura 9€, F, G y H). La

intensidad del antigeno fue evaluada como +++ (tabla 7).

4.3.2 Determinar la presencia de -catenina nuclear en biopsias de COCE

De un total de 30 muestras de COCE analizadas, el 100% de las células epiteliales

presentd presencia de B-catenina, en todos los estratos del epitelio (tabla 8).

De los 15 COCE bien diferenciados, el 100% presento localizacién citoplasmatica de
[B-catenina; 14 casos (93.3%) presentaron ademas localizacién membranosa del antigeno y
solo 3 casos (20%) nuclear (tabla 8 y figura 91 y J). La intensidad fue evaluada como ++
(tabla 7). De los 15 COCE moderado y pobremente diferenciados, el 100% mostr6 presencia
citoplasmatica de p-catenina (figura 9K, L, M y N). Ademas, 3 (23.1%) y 4 (30.8%) casos
presentaron localizacion membranosa y nuclear (tabla 8). La intensidad fue evaluada como
+++ (tabla 7).
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Tabla 8. Expresion, porcentaje de celulas positivas y localizacion de p-catenina en

mucosa oral normal, displasias y COCE

COCE COCE COCE
MOS DL DM DS BD MD PD
3 15 11 4 15 13 2

Casostotales ' (15000)  (100%) (100%) (100%) (100%)  (100%)  (100%)

Tincién
Positiva 3 15 11 4 15 13 2
(100%)  (100%) (100%) (100%)  (100%) (100%) (100%)
Negativa 0 0 0 0 0 0 0
% células positivas
1-25% 0 0 0 0 0 0 0
25-50% 0 0 0 0 0 0 0
50-75% 0 0 0 0 0 0 0
75-100% 3 15 11 4 15 13 2
(100%)  (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
Localizacion
epitelial
Sqlo e§tratos 0 0 0 0 0 0 0
inferiores
3 15 11 4 15 13 2

Todos losestratos | 1 h000y  (10006)  (100%) (100%) (100%)  (100%)  (100%)

Localizacion
subcelular
3 14 8 4 14 3 0
Membrana (100%) (93.3%) (72.7%) (100%) (93.3%)  (23.1%)
Citoplasma 0 15 11 4 15 13 2
(100%)  (100%) (100%) (100%)  (100%)  (100%)
Nicleo 0 8 11 4 3 4 0

(53.3%)  (100%) (100%)  (20%)  (30.8%)
MOS: mucosa oral sana; DL: displasia leve; DM: displasia moderada; DS: displasia severa; COCE
BD: COCE bien diferenciado; COCE MD: COCE moderadamente diferenciado; COCE PD: COCE
pobremente diferenciado.
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Figura 9. Expresion IHQ de
p-catenina. En la mucosa oral
sana (MOS), la proteina se
expresa a nivel de membrana
(A, B). En la displasia leve
(DL) se observa mas
citoplasmatica y ligeramente
nuclear (C, D). En la displasia
moderada (DM) su expresion
nuclear se hace mas intensa
(E, F), alcanzando la mayor
intensidad en la displasia (DL)
severa (G, H). En el COCE
bien  diferenciado  (CBD)
disminuye considerablemente
su expresion nuclear (1, J),yen
los COCE moderado Yy
pobremente diferenciado
(CMD y CPD) la expresion
nuclear y membranosa se
pierde (K, L y M, N). Aumentos
10x y 40x.

MOS

DL

DS

CBD

CMD

CPD
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Las muestras de displasia oral severa presentaron predominantemente localizacion
nuclear de B-catenina en comparacion a las muestras de COCE, que presentaron

principalmente una localizacién citoplasmatica del antigeno (figura 10).

Ndmero de casos con B-catenina nuclear por
grupo de estudio
o
L

DISPLASIA LEVE DISPLASIA MODERADA- COCE BIEN DIFERENCIADO COCE MODERADO-
SEVERA POBREMENTE DIFERENCIADO

Figura 10. Localizacién nuclear de f-catenina. Numero de casos con localizacion nuclear
de p-catenina. El grafico muestra el promedio + el error estandar (one-way ANOVA; * =p
<0.05 *** = p <0.001).
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44 DETERMINAR Y COMPARAR LA PRESENCIA Y
DISTRIBUCION DE LOS LIGANDOS WNT3A Y WNT5A EN
MUESTRAS DE DISPLASIA ORAL Y COCE.

4.4.1 Determinar y comparar la presencia y distribucion del ligando Wnt3a en
muestras de displasia oral y COCE

4.4.1.1 Determinary comparar la presenciay distribucion del ligando Wnt3a en muestras

de displasia oral.

De las 30 displasias analizadas, el 100% de las células epiteliales present6 presencia

de Wnt3a, en todos los estratos del epitelio (tabla 9).

De las 15 displasias leves analizadas, el 100% present6 localizacion citoplasmatica
del antigeno (tabla 9 y figura 11C y D), y la intensidad fue evaluada como ++ (tabla 7). De
las 15 displasias moderada/severas analizadas, el 100% presentd localizacion citoplasmatica
del antigeno (tabla 9 y figura 11E, F, G y H). La intensidad de Wnt3a fue evaluada como ++
en las displasias moderadas, y en las severas como ++/+++ (tabla 7).

4.4.1.2 Determinar y comparar la presencia y distribucion del ligando Wnt3a en muestras
de COCE.

De un total de 30 muestras de COCE analizadas, el 100% de las células epiteliales
presento presencia de Wnt3a, en todos los estratos del epitelio (tabla 9).

De los 15 COCE bien diferenciados analizados, el 100% presentd localizacion
citoplasmatica de Wnt3a (tabla 9 y figura 111 y J), con intensidad evaluada como ++ (tabla
7). Del total de 15 COCE moderado y pobremente diferenciados, el 100% mostrd presencia

citoplasmatica del antigeno (tabla 9 y figura 11K, L, M y N). Respecto a la intensidad de
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Whnt3a, en los COCE moderadamente diferenciados fue evaluada como +, y en los

pobremente diferenciados como ++/+++ (tabla 7).

Tabla 9. Expresion, porcentaje de células positivas y localizacion de Wnt3a en mucosa

oral normal, displasias y COCE

COCE COCE COCE
MOS DL DM DS BD MD PD
3 15 11 4 15 13 2

Casos totales (100%) (100%)  (100%) (100%) (100%)  (100%)  (100%)

Tincion
Positiva 3 15 11 4 15 13 2
(100%)  (100%)  (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
Negativa 0 0 0 0 0 0 0
% células positivas
oEo 3 0 0 0 0 0 0
1-25% (100%)
25-50% 0 0 0 0 0 0 0
50-75% 0 1 (6.7%) 0 0 0 0 0
75-100% 0 14 11 4 15 13 2
(93.3%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
Localizacién
epitelial
Solo estratos 0 1 (6.7%) 0 0 0 0 0
inferiores

3 14 11 4 15 13 2

Todoslosestratos | 500y (93306)  (100%) (100%) (100%)  (100%)  (100%)

Localizaciéon
subcelular
0 0 0 1 0 0 0
Membrana (25%)
Citoplasma 3 15 11 4 15 13 2
(100%)  (100%) (100%) (100%)  (100%) (100%) (100%)
Nucleo 0 0 0 0 0 0 0

MOS: mucosa oral sana; DL: displasia leve; DM: displasia moderada; DS: displasia severa; COCE
BD: COCE bien diferenciado; COCE MD: COCE moderadamente diferenciado; COCE PD: COCE
pobremente diferenciado.
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Figura 11. Expresion IHQ de
Wnt3a. En la mucosa oral
sana (MOS) se observa
minima expresion del ligando
en el citoplasma (A, B). En la
displasia leve (DL) se observa
débilmente citoplasmética (C,
D). En la displasia moderada
(DM) su expresion
citoplasmatica se hace mas
intensa (E, F), alcanzando la
mayor intensidad en la
displasia severa (DS) (G, H).
En el COCE bien vy
moderadamente diferenciado
(CBD y CMD) disminuye
considerablemente su
expresion citoplasmatica (I, J
y K, L), y en el COCE
pobremente diferenciado
(CPD) la expresion ya es muy
débil (M, N). Aumentos 10x y
40x.

MOS

DL

DM

DS

CBD

CMD

CPD
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Las muestras de displasia moderada/severa presentaron mayor intensidad de Wnt3a
que las muestras de displasia leve, asi como también presentaron mayor intensidad en
comparacion con las muestras de COCE bien diferenciado y con el grupo de COCE

moderado/pobremente diferenciado (tabla 10).

Tabla 10. Comparacién de la intensidad de Wnt3a entre los diferentes grupos de estudio

Comparacién de la intensidad de Wnt3a entre los
diferentes grupos de estudio

DL DM/DS COCE/BD
DM/DS *=p<0.05
COCE/BD s.d *=p <0.05
COCE/MD/PD s.d *ikk=p < 0.001 s.d

DL: displasia leve; DM: displasia moderada; DS: displasia severa; COCE BD: COCE bien
diferenciado; COCE MD: COCE moderadamente diferenciado; COCE PD: COCE pobremente
diferenciado. One-way ANOVA,; s.d (sin diferencias).

4.4.2 Determinar y comparar la presencia y distribucion del ligando Wnt5a en

muestras de displasia oral y COCE

4.4.2.1 Determinar y comparar la presencia y distribucion del ligando Wnt5a en muestras
de displasia oral.

De las 30 muestras de displasias analizadas, el 100% de las células epiteliales presentd

presencia de Wnt5a, en todos los estratos del epitelio (tabla 12).

De las 15 displasias leves analizadas, el 100% mostrd presencia citoplasmatica de la
proteina (tabla 12 y figura 12C y D), cuya intensidad fue evaluada como ++ (tabla 7). De las
15 displasias moderada/severas analizadas el 100% presento localizacion citoplasmatica de
la proteina en todos los estratos del epitelio (tabla 12 y figura 12 E, F, G y H). La intensidad
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del antigeno fue evaluada como +++ en las displasias moderadas, y en las displasias severas

como ++/+++ (tabla 7).

4.4.2.2 Determinar y comparar la presencia y distribucion del ligando Wnt5a en muestras
de COCE.

De un total de 30 muestras de COCE analizadas, el 100% de las células epiteliales
presentd presencia de Wnt5a, en todos los estratos del epitelio (tabla 12).

De los 15 COCE bien diferenciados analizados, el 100% presentd localizacion
citoplasmatica de Wnt5a (tabla 12 y figura 121 y J), cuya intensidad fue evaluada como +++
(tabla 7). Del total de 15 COCE moderado y pobremente diferenciados, el 100% mostrd
presencia citoplasmatica del antigeno (tabla 12 y figura 12K, L, M y N). Respecto a la
intensidad de Wnt5a, en los COCE moderadamente diferenciados fue evaluada como ++, y

en los COCE pobremente diferenciados como ++/+++ (tabla 7).

No se encontraron diferencias entre la intensidad de Wnt5a al comparar los diferentes
grupos de estudio (tabla 11).

Tabla 11. Comparacién de la intensidad de Wnt5a entre los diferentes grupos de estudio

Comparacion de la intensidad de Wnt5a entre los

diferentes grupos de estudio

DL DM/DS COCE/BD
DM/DS s.d
COCE/BD sd s.d
COCE/MD/PD s.d s.d s.d

DL: displasia leve; DM: displasia moderada; DS: displasia severa; COCE BD: COCE bien
diferenciado; COCE MD: COCE moderadamente diferenciado; COCE PD: COCE pobremente
diferenciado. One-way ANOVA,; s.d (sin diferencias).
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Tabla 12. Expresion, porcentaje de células positivas y localizacion de Wnt5a en mucosa

oral normal, displasias y COCE

COCE COCE COCE
MOS DL DM DS BD MD PD
3 15 11 4 15 13 2

Casostotales | 15009)  (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)  (100%)

Tincién
Positiva 3 15 11 4 15 13 2
(100%) (100%)  (100%) (100%) (100%)  (100%)  (100%)
Negativa 0 0 0 0 0 0 0
% células positivas
1-25% 0 0 0 0 0 0 0
25-50% 0 1 (6.7%) 0 0 0 0 0
3 1
50-75% (100%) (6.7%) 0 0 0 0 0
13 11 4 15 13 2
75-100% v (86.7%) (100%) (100%) (100%)  (100%)  (100%)
Localizacién
epitelial
Solo estratos 0 1(67%) 0 0 0 0 0
inferiores
3 14 11 4 15 13 2

Todoslosestratos | 15000 (933%) (100%) (100%) (100%)  (100%)  (100%)

Localizaciéon
subcelular
1
Membrana 0 0 0 0 0 0 (50%)
Citoplasma 3 15 11 4 15 13 2
(100%) (100%)  (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
Nucleo 0 0 0 0 0 0 0

MOS: mucosa oral sana; DL.: displasia leve; DM: displasia moderada; DS: displasia severa; COCE
BD: COCE bien diferenciado; COCE MD: COCE moderadamente diferenciado; COCE PD: COCE
pobremente diferenciado.
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Figura 12. Expresion IHQ de
Wnt5a. En la mucosa oral
sana (MOS) se observa
expresion débil del ligando en
el citoplasma (A, B). Tanto en
la displasia leve (DL),
moderada (DM) y severa (DS)
(A,B,C,D,E,F,GyH), como
en los COCE bien (CBD),
moderado (CMD) y
pobremente diferenciado
(CPD) (I, J, K, L, M, N), la
localizacion de Wnt5a se
observa citoplasmatica y la
intensidad es la misma en
todos los casos. Aumentos 10x
y 40x.
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45 DETERMINAR Y COMPARAR LA PRESENCIA Y
DISTRIBUCION DE LAS PROTEINAS DEL COMPLEJO DE
DESTRUCCION DE B-CATENINA APC, AXINA Y GSK-3p EN
MUESTRAS DE DISPLASIA ORAL Y COCE.

45.1 Determinar y comparar la presencia y distribucion de APC en muestras de

displasia oral y COCE.

45.1.1 Determinar y comparar la presencia y distribucion de APC en muestras de

displasia oral.

De las 30 muestras de displasias analizadas, entre el 75% a 100% de las células
epiteliales presentd presencia de APC, en todos los estratos del epitelio (tabla 13).

De las 15 displasias leves analizadas, el 100% mostrd presencia citoplasmatica de la
proteina; sumado a esto, 13 casos (86.7%) presentaron ademas localizacién membranosa de
APC (tabla 12 y figura 13C y D). En cuanto a la intensidad de APC, fue evaluada como +
(tabla 7). De las 15 displasias moderada/severas analizadas el 100% present6 localizacion
citoplasmatica de la proteina y ademas se presentd localizaciébn membranosa en 9 (81.8%) y
4 (100%) displasias moderadas y severas, respectivamente (tabla 12 y figura 13, F, G y H).
La intensidad del antigeno fue evaluada como ++ en ambos diagnosticos (tabla 7).

4.5.1.2 Determinary comparar la presencia y distribucién de APC en muestras de COCE.

De un total de 30 muestras de COCE analizadas, en la mayoria de los casos el 100%
de las células epiteliales presento presencia de APC, en todos los estratos del epitelio (tabla
12).

De los 15 COCE bien diferenciados analizados, el 100% presentd localizacion

citoplasmatica de APC, y 8 casos (53.3%) presentaron ademas su presencia a nivel de
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membrana (tabla 12 y figura 131y J). La intensidad del antigeno fue evaluada como ++ (tabla
7). Del total de 15 COCE moderado y pobremente diferenciados, la localizacion subcelular
de APC fue citoplasmatica. La cantidad de COCE con presencia membranosa de APC fue de
4 casos (30.8%) de COCE moderadamente diferenciados (tabla 12 y figura 13K, L, My N).
Por otro lado, la intensidad en los COCE moderadamente diferenciados fue evaluada como

++ y en los COCE pobremente diferenciados como +/++ (tabla 7).

Tabla 13. Expresion, porcentaje de células positivas, localizacion e intensidad de APC en

mucosa oral normal, displasias y COCE

COCE COCE COCE
MOS DL DM DS BD MD PD
3 15 11 4 15 13 2

Casostotales | 1500)  (100%)  (100%) (100%) (100%)  (100%)  (100%)

Tincion
Positiva 3 15 11 4 15 13 2
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%)  (100%)  (100%)
Negativa 0 0 0 0 0 0 0
% células positivas
1-25% 0 0 0 0 0 0 0
3 1 1 1
- 0
25-50% 100%)  ° ©1%)  ©° v 7.7%)  (50%)
7 5 3 2
50-75% O (467%) (455%) (75%) (13.3%) 0 0
8 5 1 13 12 1
- [0)
75-100% 0 (533%) (455%) (25%) (86.7%) (92.3%)  (50%)
Localizacién
epitelial
Solo estratos 1 2
inferiores e (6.7%)  (18.2%) ¢ ¢ Y Y
3 14 9 4 15 13 2

Todoslosestratos | ;nn00y  (93306)  (81.8%) (100%) (100%)  (100%)  (100%)

Localizaciéon
subcelular
Membrana 0 13 9 4 8 4 0
(86.7%) (81.8%) (100%) (53.3%) (30.8%)
Citoplasma 3 15 11 4 15 12 2
(100%)  (100%) (100%) (100%)  (100%) (92.3%) (100%)
Nucleo 0 0 0 0 0 0 0

MOS: mucosa oral sana; DL.: displasia leve; DM: displasia moderada; DS: displasia severa; COCE
BD: COCE hien diferenciado; COCE MD: COCE moderadamente diferenciado; COCE PD: COCE
pobremente diferenciado.
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Figura 13. Expresion IHQ de
APC. En la mucosa oral sana
(MOS) la expresion de APC es
debil en el citoplasma (A, B).
En la displasia leve (DL), la
proteina se expresa
citoplasmética y membranosa
(C, D). En Ila displasia
moderada (DM) y severa (DS),
la intensidad de expresion es
mayor que en la displasia leve
(E,Fy G, H). Enel COCE bien
diferenciado  (CBD), la
expresion es principalmente
citoplasmética y en menos
casos membranosa (I, J). En
los COCE moderado (CMD) y
pobremente diferenciados
(CPD) la localizacion
membranosa se va perdiendo
(K, Ly M, N). Aumentos 10x y
40x.

DL

CBD
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Las muestras de displasia moderada/severa presentaron mayor intensidad de APC que
las muestras de displasia leve. No se encontraron diferencias entre la intensidad de APC, al

comparar los otros grupos de estudio (tabla 14).
Tabla 14. Comparacion de la intensidad de APC entre los diferentes grupos de estudio

Comparacion de la intensidad de APC entre los diferentes

grupos de estudio

DL DM/DS COCE/BD
DM/DS =9 <0.01
COCE/BD s.d s.d
COCE/MD/PD sd s.d s.d

DL: displasia leve; DM: displasia moderada; DS: displasia severa; COCE BD: COCE bien
diferenciado; COCE MD: COCE moderadamente diferenciado; COCE PD: COCE pobremente
diferenciado. One-way ANOVA; *=p <0.05; ** =p <0.01; ***=p < 0.001; s.d (sin diferencias).

4.5.2 Determinar y comparar la presencia y distribucion de Axina en muestras de

displasia oral y COCE.

45.2.1 Determinar y comparar la presencia y distribucién de Axina en muestras de

displasia oral.

De las 30 muestras de displasias analizadas, el 100% de las células epiteliales presento

presencia de Axina, en todos los estratos del epitelio (tabla 15).

De las 15 displasias leves, el 100% mostro localizacion citoplasmaética de la proteina
y 1 (6.7%) mostraron ademas localizacion membranosa y nuclear (tabla 15y figura 14 C y
D). Por otra parte, la intensidad de la proteina fue evaluada como ++ (tabla 7). De las 15
displasias moderada/severas analizadas, el 100% presentd localizacion citoplasmatica del
antigeno y una muestra (9.1%) presenté ademas localizacion nuclear (tabla 15 y figura 14E,

F, Gy H) y su intensidad fue +++ en ambos diagndsticos (tabla 7).
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4.5.2.2 Determinary comparar la presenciay distribucion de Axina en muestras de COCE.

De un total de 30 muestras de COCE analizadas, el 100% de las células epiteliales

presento presencia de Axina, en todos los estratos del epitelio (tabla 15).

De los 15 COCE bien diferenciados analizados, el 100% presento localizacion
citoplasmatica de Axina (tabla 15 y figura 141 y J), cuya intensidad fue evaluada como ++
(tabla 7). Del total de 15 COCE moderado y pobremente diferenciados, el 100% mostrd
presencia citoplasmaética del antigeno (tabla 15 y figura 14K, L, M y N). En relacién a la
intensidad, en los COCE moderadamente diferenciados fue evaluada como ++y en los COCE

pobremente diferenciados como + (tabla 7).

Tabla 15. Expresion, porcentaje de células positivas y localizacion de Axina en mucosa

oral normal, displasias y COCE

COCE COCE COCE
MOS DL DM DS BD MD PD
3 15 11 4 15 13 2

Casostotales | 15000 (100%)  (100%) (100%) (100%)  (100%)  (100%)

Tincion
Positiva 3 15 11 4 15 13 2
(100%)  (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%0)
Negativa 0 0 0 0 0 0 0
% células positivas
1-25% 0 0 0 0 0 0 0
25-50% 0 0 0 0 0 0 0
50-75% 0 1(6.7%) 1(9.1%) 0 1(6.7%) 0 0
75-100% 3 14 10 4 14 13 2
(100%) (93.3%) (90.9%) (100%) (93.3%) (100%) (100%0)
Localizacién
epitelial
Sc_)lo egtratos 0 0 0 0 0 0 0
inferiores
3 15 11 4 15 13 2

Todoslosestratos | 1500y (100%)  (100%) (100%) (100%)  (100%)  (100%)

Localizacién
subcelular
Membrana 0 1(6.7%) 1(9.1%) 0 0 0 0
Citoplasma 3 15 11 4 15 13 2
(100%)  (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
Nucleo 0 1(6.7%) 1(9.1%) 0 0 0 0

MOS: mucosa oral sana; DL.: displasia leve; DM: displasia moderada; DS: displasia severa; COCE
BD: COCE bien diferenciado; COCE MD: COCE moderadamente diferenciado; COCE PD: COCE

pobremente diferenciado.
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Las muestras de displasia presentaron mayor intensidad de Axina en comparacion a
las muestras de COCE, la cual disminuy6 considerablemente en los COCE pobremente
diferenciados (tabla 16).

Tabla 16. Comparacion de la intensidad de Axina entre los diferentes grupos de estudio.

Comparacion de la intensidad de Axina entre los diferentes

grupos de estudio

DL DM/DS COCE/BD
DM/DS s.d
COCE/BD s.d *=p <0.05
COCE/MD/PD #Hi=p < 0.001 ##k=p < 0.001 *=p <0.05

DL: displasia leve; DM: displasia moderada; DS: displasia severa; COCE BD: COCE bien
diferenciado; COCE MD: COCE moderadamente diferenciado; COCE PD: COCE pobremente
diferenciado. One-way ANOVA; *=p <0.05; ** =p <0.01; ***=p < 0.001; s.d (sin diferencias).
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Figura 14. Expresion IHQ de
Axina. En la mucosa oral sana
(MOS) la expresion de Axina
es moderada y citoplasmatica
(A, B). Tanto en las displasias
leve (DL), moderada (DM) y
severa (DS) como en los
COCE bien (CDB), moderado
(CMD) y pobremente
diferenciado (CPD) la

DL L :
localizacion de Axina se
observa citoplasmética. La
intensidad de las displasias se
observa mayor en
comparacién a los COCE (C,
D, E, F, G, H), la cual

DM disminuye considerablemente
en los COCE de menor
diferenciacion (K, L, M, N).
Aumentos 10x y 40x.

DS

CBD

CMD

CPD
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45.3 Determinar y comparar la presencia y distribucion de GSK-3p en muestras de

displasia oral y COCE.

45.3.1 Determinar y comparar la presencia y distribucion de GSK-38 en muestras de

displasia oral.

De las 30 muestras de displasia analizadas, 29 muestras resultaron positivas. Entre el
75% a 100% de las células epiteliales presentd presencia de GSK-3p, en todos los estratos
del epitelio (tabla 17).

De las 15 displasias leves, el 100% mostré localizacion citoplasmatica de la proteina,
y 2 muestras (13.3%) mostraron ademas localizacion nuclear (tabla 17 y figura 15C y D).
Por otra parte, la intensidad fue evaluada como + (tabla 7). De las 14 displasias
moderada/severas en total positivas, el 100% presentd localizacion citoplasmética del
antigeno, y un caso de displasia severa (25%) presentd ademas localizacion nuclear y
membranosa (tabla 17 y figura 15E, F, G y H). La intensidad del antigeno fue evaluada como

++ en las displasias moderadas y como ++/+++ en las severas (tabla 7).

4.5.3.2 Determinar y comparar la presencia y distribucién de GSK-38 en muestras de
COCE.

De un total de 30 muestras de COCE analizadas, en la mayoria el 100% de las células

epiteliales presentd presencia de GSK-3, en todos los estratos del epitelio (tabla 17).

De los 15 COCE bien diferenciados analizados, el 100% presentd localizacion
citoplasmatica de GSK-3p, de los cuales 4 (26.7%) presentaron ademas localizacion nuclear
(tabla 17 y figura 151 y J). En relacion a la intensidad, esta fue evaluada como ++ (tabla 7).
Del total de 15 COCE moderado y pobremente diferenciados, el 100% mostro presencia
citoplasmatica del antigeno, y casi la mitad de los moderadamente diferenciados presentaron

ademas localizacion nuclear, con 6 casos (46.2%) en total (tabla 17 y figura 15K, L, M y N).
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En los COCE moderadamente diferenciados la intensidad fue evaluada como ++, y en los

pobremente diferenciados como +/++ (tabla 7).

Tabla 17. Expresion, porcentaje de células positivas y localizacion de GSK-38 en mucosa

oral normal, displasias y COCE

COCE COCE COCE
MOS DL DM DS BD MD PD
3 15 11 4 15 13 2

Casostotales | o000 (100%)  (100%) (100%) (100%)  (100%)  (100%)

Tincion
Positiva 3 15 10 4 15 13 2
(100%)  (100%)  (90.9%) (100%) (100%)  (100%)  (100%)
. 1
Negativa 0 0 (9.1%) 0 0 0 0
% células positivas
1-25% 0 0 0 0 0 0 0
1
-500,
25-50% 0 0 0 0 0 (7.7%) 0
3 3 2 1 2
-750,
50-75% (100%)  (20%)  (20%)  (25%) (13.3%) 0 0
12 8 3 13 12 2
- 0,
75-100% 0 80%)  (80%)  (75%) (86.7%) (92.3%)  (100%)
Localizacién
epitelial
Solo estratos 0 1 1 1 0 0 0
inferiores (6.7%) (10%) (25%)
3 14 9 3 15 13 2

Todoslosestratos | 1500y (933%)  (90%)  (75%)  (100%)  (100%)  (100%)

Localizacion

subcelular

1
Membrana 0 0 0 (25%) 0 0 0
Citonlasma 3 15 10 4 15 13 2
P (100%)  (100%) (100%)  (100%)  (100%) (100%) (100%)
Ncleo 0 2 0 1 4 6 0
(13.3%) (25%)  (26.7%)  (46.2%)

MOS: mucosa oral sana; DL: displasia leve; DM: displasia moderada; DS: displasia severa; COCE
BD: COCE bien diferenciado; COCE MD: COCE moderadamente diferenciado; COCE PD: COCE
pobremente diferenciado.
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Figura 15. Expresion IHQ de
GSK-3p. En la mucosa oral
sana (MOS) se observa
expresion moderada
citoplasmética de GSK-34 (4,
B). Las muestras de displasia
leve (DL), moderada (DM) y
severa (DS) presentan
principalmente expresion
citoplasmatica de la proteina
(C, D, E, F, G, H). La
intensidad de expresion se
observa mayor en las
displasias moderada/severa en
comparacion a las leve (E, F,
G, H). En el COCE bien
diferenciado (CBD) la
localizacion de GSK-3f fue en
general citoplasmatica (I, J).
Los COCE moderado (CMD) y
pobremente diferenciado
(CPD) presentaron mayor
localizacion ~ nuclear  en
comparacién a las displasias
(K, L, M, N). Aumentos 10x y
40x.
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Las muestras de COCE moderado/pobremente diferenciado presentaron mayor
localizacion nuclear de GSK-3B en comparacion a las muestras displasia, que presentaron
principalmente una localizacion citoplasmatica del antigeno (figura 16). En cuanto a la
intensidad las muestras de displasia moderada/severa presentaron mayor intensidad en

comparacion a las muestras de displasia leve (tabla 18).

Numero de casos con GSK-3(3
nuclear por grupo de estudio

DISPLASIA LEVE DISPLASIA MODERADA- COCE BIEN DIFERENCIADO COCE MODERADO-
SEVERA POBREMENTE DIFERENCIADO

Figura 16. Localizacion nuclear de GSK-3f4. Numero de casos con localizacion nuclear de
GSK-3p por grupo de estudio. EI grafico muestra el promedio + el error estandar (one-way
ANOVA; * =p <0.05 *** =p < 0.001).

Tabla 18. Comparacion de la intensidad de GSK-3p entre los diferentes grupos de estudio

Comparacion de la intensidad de GSK-3p entre los

diferentes grupos de estudio

DL DM/DS COCE/BD
DM/DS @ ***=p <0.001
COCE/BD s.d s.d
COCE/MD/PD s.d s.d s.d

DL: displasia leve; DM: displasia moderada; DS: displasia severa; COCE BD: COCE bien
diferenciado; COCE MD: COCE moderadamente diferenciado; COCE PD: COCE pobremente
diferenciado. One-way ANOVA; *=p <0.05; ** =p <0.01; ***=p < 0.001; s.d (sin diferencias).



CAPITULO 5: DISCUSION

5 CAPITULO 5: DISCUSION

La activacion aberrante de la via Wnt/B-catenina estd comiunmente asociada a la
progresion de varias patologias. Sin embargo, el rol de la activacion aberrante y la relacion
existente entre sus componentes con el aumento de la expresion de -catenina nuclear en la
carcinogénesis oral no estan completamente claros (13,41). Actualmente es sabido que el
aumento de la expresion de B-catenina nuclear estd asociado a un mayor grado de severidad
de la displasia oral y la pérdida de su expresion de membrana se asocia a invasividad y a un
peor prondstico del COCE (15,18). El objetivo de esta tesis fue determinar la asociacion que
existe entre la deteccion de B-catenina nuclear y la expresion de los ligandos Wnt3a, Wnt5a
y las proteinas del complejo de destruccion APC, Axinay GSK-3p en displasia oral y COCE.

Los resultados de este estudio mostraron que aproximadamente el 77% de los casos
de displasia oral fueron diagnosticados clinicamente como leucoplasia, lo que concuerda con
la literatura (4,5). En cuanto a la caracterizacion por género, los casos diagnosticados como
COCE bien diferenciados ocurrieron mayormente en mujeres (66.7%), y en los casos con
menor grado de diferenciacion predominaron los casos de sexo masculino (60%). Al respecto,
se ha reportado que el COCE se presenta predominantemente en hombres, pero que ha ido
en aumento en las mujeres en el dltimo siglo (3,4,24). Nuestros resultados indicaron que la
edad de los pacientes con COCE fue mayor de 60 (60%), similar a lo reportado en la literatura,

siendo la edad media 64 afios a nivel mundial (23).

En relacion a la expresion nuclear de pB-catenina, Sato et al., fueron los primeros en
demostrar que existe una acumulacion intracitoplasmatica y nuclear de p-catenina en
displasias inducidas por carcindgenos en la mucosa oral de ratas (16). Posteriormente, Ishida
et al., indicaron que la expresion nuclear aumenta durante la progresion de la severidad de
las displasias orales en leucoplasias (17). Reyes et al., fueron los primeros en demostrar que
existe un incremento en la expresion nuclear de B-catenina en las displasias de mayor
severidad, pero no en COCE, sugiriendo a -catenina como un marcador para la deteccion

de la displasia oral (18). Los resultados obtenidos en esta tesis concuerdan con lo ya
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observado, ya que la expresion B-catenina nuclear fue significativamente mayor en los casos
de displasia moderada y severa en comparacion con los casos de displasia de menor grado y
COCE, en donde hubo una marcada disminucion en la expresion de la proteina. Sin embargo,
la causa de la activacion de la via Wnt y la posterior translocacion de B-catenina al ndcleo en

estas lesiones siguen sin ser ampliamente estudiadas.

Se ha asociado la activacion aberrante de la via Wnt/B-catenina con un aumento en la
secrecion de los ligandos Wnt en diferentes tipos de cancer. Especificamente, el ligando
Whnt3a activa la via Wnt/p-catenina y se ha observado que un aumento en la expresion de su
ARNmM estaria relacionado con una mayor susceptibilidad de desarrollar COCE (51), y que
en el frente invasivo de biopsias de carcinoma oral hay niveles aumentados de la expresion
de Wnt3a (6,52). Sin embargo, existen pocos estudios (17) que evallen la expresion y el rol
de Wnt3a y su relacion con f-catenina en la displasia oral. Por otro lado, se ha descrito que
el ligando Wntba puede activar la via Wnt/p-catenina, y que un aumento en los niveles de su
expresion se correlacionaria con la severidad de la displasia, alcanzando los mayores niveles
en COCE, lo que promoveria la migracion e invasion celular. Sin embargo, se cree que no
existiria una relacion directa entre la expresion de Wnt5a y B-catenina nuclear (19,20). Por
lo anterior, en esta tesis se investigd mediante IHQ la asociacion que existe entre la expresion
de los ligandos Wnt3a y Wnt5a con la deteccion nuclear de B-catenina, esperando encontrar
que la alteracion de la expresion de los ligandos Wnt estuviera asociada a la deteccién de
B-catenina nuclear. Los resultados revelaron que hubo expresion citoplasmatica tanto de
Whnt3a como de Wnt5a en el 100% de las células epiteliales en todos los casos de displasia y
COCE. En el caso de Wnt3a, su intensidad fue mucho mayor en los casos de displasia
moderada y severa en comparacion con las displasias leves y COCE. Por otro lado, no se
presentaron diferencias significativas en relacion a la expresion del ligando Wnt5a entre las
distintas muestras del estudio. En concordancia con lo esperado, el aumento en la intensidad
de Wnt3a en las displasias de mayor grado se podria correlacionar con el aumento observado
de B-catenina nuclear en las displasias, indicando una mayor secrecion y actividad del ligando.
En relacion a esto, Ishida et al., demostraron que la expresion de Wnt3a se relaciona con la
carcinogenesis oral temprana, cuya expresion citoplasmatica aumentaba en muestras que
presentaban expresion nuclear de B-catenina (17). Al contrario de Wnt3a, la expresion de

Whntb5a no tendria una relacion directa con la expresion de B-catenina nuclear, por lo que
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podria estar relacionada con la progresion del COCE sin estar asociada a B-catenina nuclear.
Reyes et al., en su estudio mas reciente, fueron los primeros en dilucidar el rol de los ligandos
Whnt en displasias con localizacion nuclear de B-catenina a través de ensayos in vitro,
concluyendo que la secrecion de Wnt3a es necesaria para la localizacion nuclear y funcién
de B-catenina, mientras que la secrecion Wnt5a no parece estar asociada (13). Por lo tanto,
nuestros resultados coinciden con lo reportado y aportan evidencia a nivel de muestras de
biopsias de pacientes respecto a la relacion previamente establecida entre la expresion de los

ligandos Wnt y B-catenina nuclear.

Si bien la activacion aberrante de la via Wnt/B-catenina y la posterior translocacion
nuclear de B-catenina en el cancer se han asociado con mutaciones en los componentes del
complejo de destruccion (63,64,66), las mutaciones de los componentes de esta via son poco
frecuentes en la carcinogénesis oral (21,53,67), por lo que las mutaciones no estarian
asociadas con la acumulacion nuclear de p-catenina en displasia oral (13). Ante la ausencia
de mutaciones que podrian explicar la activacion de la via Wnt en displasia oral, postulamos
que la sobreexpresion de ligando Wnt3a provoca la activacion de la via Wnt mediante su
unién a los receptores de membrana, lo cual estaria afectando los patrones de expresion de
las proteinas del complejo de destruccion de B-catenina, y esto a su vez podria estar asociado
a la deteccion nuclear de la proteina. Para probar nuestra hipotesis, en este estudio detectamos
mediante IHQ la expresidn de los componentes del complejo de destruccién APC, Axina y
GSK-3p en displasia oral y COCE.

B-catenina ejerce su actividad en el nucleo, por lo que es importante entender como
es regulada la distribucion de B-catenina entre el citoplasma y el ndcleo (68). Debido a que
[-catenina carece de secuencias de localizacion o exportacion nuclear (69), son necesarias
proteinas chaperonas que faciliten este transporte. Estudios previos han sugerido que la
exportacion nuclear de B-catenina por APC y Axina jugaria un rol importante en controlar la
sefializacion Wnt. Ambas proteinas, mediante sefiales de exportacion nuclear, promoverian
la exportacion de -catenina hacia el citoplasma (68,70-75). Los resultados de nuestro estudio
revelaron que la localizacion subcelular de APC y Axina fue en todos los casos
citoplasmatica. Se ha visto que las sefiales de exportacion nuclear mantienen los niveles

citoplasmaticos de APC y Axina (68,70,71,75). A nivel de carcinogénesis oral, Tsuchiya et
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al., observaron localizacion citoplasmatica de APC en displasia, mientras que en COCE fue
ademaés nuclear (53), y Chaw et al., observaron que la localizacion fue citoplasmatica y
nuclear en displasia y COCE (48). Por otro lado, a nivel de otros tejidos se ha visto que la
expresion de Axina no mutada tanto en condiciones normales como en cancer es
citoplasmatica (76). Si bien en nuestro estudio no hubo cambios en la localizacion, se
presentaron diferencias en la intensidad de la expresion de APC y Axina. La intensidad de
APC fue significativamente mayor en las displasias moderada/severas en comparacion con
las leves, similar a lo observado por Tsuchiya et al. (53) y Chaw et al (48). Por otra parte, la
intensidad de Axina fue significativamente mayor en las displasias en comparacion con los
COCE, la cual disminuy6 considerablemente en los pobremente diferenciados. A nivel de
otros tejidos, en estudios como los de Nakajima et al., se ha visto que la expresion
citoplasmatica de Axina disminuye en los casos de carcinoma (77); Xu et al., observaron que
los patrones de expresion de Axina se relacionarian con los de B-catenina (76). A nivel oral,
Andrade Filho et al., detectaron que aumento de expresion de Axina en COCE en
comparacion a la mucosa oral sana (51). Sin embargo, no hay evidencia a nivel de displasia

oral, por lo que nuestra tesis aporta evidencia novedosa respecto a la expresion de Axina.

El hecho de que haya una sobreexpresion de estas proteinas en displasia oral al mismo
tiempo que la acumulacion nuclear de B-catenina es evidente, podria estar indicando que la
expresion y funcién de APC y Axina podrian estar influenciadas por el aumento de la
actividad de P-catenina en el nucleo. Al respecto, Chaw et al., sugirieron que la
sobreexpresion de APC podria ser una respuesta biolégica al incremento de la expresién
citoplasmatica y/o nuclear de 3-catenina, en un intento de prevenir la actividad tumorigénica
(48). Por lo tanto, la evidencia avala nuestra creencia de que APC se sobreexpresa en el
citoplasma en respuesta a un aumento de [-catenina nuclear, intentando disminuir la
actividad nuclear de B-catenina desde el citoplasma. Por otro lado, si bien no hay evidencia
respecto a la asociacion de la expresion Axina y B-catenina en displasia oral, al igual que
APC, la sobreexpresion de Axina podria ser una respuesta bioldgica al incremento de la
expresion nuclear de [B-catenina, y, aunque se presentaron casos aislados en nuestros
resultados, no se puede descartar la idea de que la presencia de Axina en el nucleo en las
displasias orales podria relacionarse con que esta estaria actuando como una chaperona de

exportacion/importacion nuclear de B-catenina.
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Se sabe que GSK-3f es un regulador negativo de la via Wnt/B-catenina al fosforilar a
B-catenina y provocar su posterior degradacion via proteosomal (8). Sin embargo, la
activacion de la sefalizacion de Wnt por medio de la union ligando-receptor inhibe la
fosforilacion de GSK-3B, permitiendo la liberacion citoplasmatica de B-catenina (64,65).
Andrade Filho et al., observaron que un aumento en la expresion citoplasmética de GSK-3p
podria estar asociada al COCE (51). Sin embargo, en ningun estudio se han analizado los
patrones de expresion de GSK-3pB en displasia oral y su asociacién con la detecciéon de
[B-catenina nuclear. Los resultados obtenidos en esta tesis mostraron que las muestras de
COCE moderado/pobremente diferenciado presentaron mayor localizacion nuclear de
GSK-3p en comparacion a las displasias, cuya localizacién fue principalmente citoplasmatica.
La literatura plantea que GSK-3f3 también entra y sale del ntcleo para regular la funcion de
[-catenina (78,79). Caspi et al., evidenciaron que, en lineas celulares de cancer de colon,
GSK-3p tiene como funcion nuclear disminuir la actividad de p-catenina, mediante la
formacion de complejos con la proteina que conducen a una disminucion en los niveles de
transcripcion mediados por el complejo B-catenina/TCF (80). De acuerdo a esto, nuestro
estudio seria el primero en evidenciar a nivel de carcinogénesis oral que la presencia de GSK-
3P en el nucleo podria estar relacionada con la pérdida de la expresion de B-catenina nuclear
en COCE, al estar inhibiendo su funcion como co-factor de la transcripcion genética. Como
APC y Axina, la intensidad de GSK-3f fue mayor en las displasias de mayor grado. Del
mismo modo, se podria pensar que hay una sobreexpresion citoplasmatica de GSK-3f en
respuesta al aumento de B-catenina nuclear en las displasias orales moderada/severas. Por lo
tanto, nosotros proponemos que GSK-3B podria tener una doble funcién: regulando a
[-catenina nuclear desde el citoplasma en las displasias orales, ¢ inhibiendo la funcion de -

catenina aun presente en el ndcleo en el COCE.

En base a los resultados expuestos, se puede concluir que la deteccion de B-catenina
nuclear en muestras de displasia oral y COCE estaria asociada con la activacion de la via
mediante el ligando Wnt3a, y que en respuesta a la activacion y acumulacion 3-catenina en
el nucleo, las proteinas del complejo de destruccion aumentarian su expresion al estar

intentando regular los niveles de B-catenina nuclear en las displasias orales.
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Los resultados de este estudio son relevantes ya que aportan informacion para la
comprension de como la alteracion de los componentes de la via Wnt/p-catenina se asocian
a la presencia de B-catenina nuclear en la carcinogénesis oral temprana al establecer por
primera vez asociaciones de estos componentes, sirviendo como punto de partida para
estudios posteriores y su posible uso como dianas terapéuticas de la progresion de la

carcinogénesis oral temprana al COCE.
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De acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacion, se puede concluir lo

siguiente:

1. La presencia de B-catenina nuclear se detectd principalmente a nivel de displasia
moderada/severa, lo que concuerda con lo reportado en la literatura.

2. La expresion Wnt3a se presenté més intensa en las displasias moderada/severas,
aumento que podria relacionarse con una mayor secrecion del ligando, lo que conlleva
a la activacion de la via Wnt y posterior translocacion nuclear de p-catenina.

3. No hubo diferencias significativas respecto a la expresion de Wntba, por lo que
probablemente no estaria relacionada con la activacion de la via y con B-catenina
nuclear.

4. Se presentaron diferencias en la intensidad de APC a nivel de displasias, siendo
mayor en las moderada/severas, lo que podria estar asociado a la expresion nuclear
de B-catenina.

5. La intensidad de Axina fue mucho mayor a nivel de displasia moderada/severa en
comparacion con los COCE. Por esto, la sobreexpresion de Axina podria estar
asociada a la expresion nuclear de B-catenina en la displasia, mientras que la
disminucion de su intensidad en COCE podria estar relacionada a la ausencia de
[-catenina nuclear.

6. Laexpresion de GSK-3p se evidencio nuclear en los casos de COCE, principalmente
en los menos diferenciados, lo que explica la ausencia de B-catenina nuclear, ya que

se ha reportado que en otros canceres GSK-3p en el nucleo inhibe a B-catenina.
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La informacion disponible en las fichas clinicas de los pacientes, registradas y
almacenadas en la Unidad de Biobanco de Patologia Oral que comprenden variables
demograficas (edad, sexo, nacionalidad, fecha de nacimiento y estado civil) y datos personales
(nombres y apellidos, registro Unico tributario (RUT), domicilio, nimero telefonico, profesion
0 actividad y prevision social) fueron anonimizadas, mantenidas en estricta confidencialidad y
secreto profesional, y no fueron utilizadas con fines comerciales o divulgacion a terceros en

ambitos no académicos/cientificos.

Este estudio conté con la aprobacion del comité de ética perteneciente a la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile para el proyecto Role of the endosomal
GTPase Rab5 in the transcriptional activity of f-catenin in oral dysplasia cuya responsable

es Montserrat Reyes.
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APENDICE A: Procesamiento histologico de Hematoxilina-Eosina

A.1 Desparafinado e hidratacion

1. Xiloll 10 min
2. Xilol 1l 10 min
3. Alcohol 100° | 10 min
4. Alcohol 100° 1 10 min
5. Alcohol 95° 10 min
6. Alcohol 70° 10 min
7. Lavar en agua corriente 5 min

A.2 Tincion con Hematoxilina-Eosina

1. Hematoxilina de Harris 3 min

2. Lavar en agua corriente hasta que el agua salga cristalina
3. Azular en Boérax saturado 1 dipping

4. Lavar en agua corriente 2 min

5. Eosina acuosa 5% 5 min

6. Lavado en agua corriente hasta que el agua salga cristalina
7. Alcohol 70° 15 dippings

8. Alcohol 95° 15 dippings

9. Alcohol 100° 1 15 dippings

10. Alcohol 100° 11 15 dippings

11. Xilol | 15 dippings

12. Xilol 1 15 dippings

13. Montaje con Flo-texx (Lerner Laboratories)
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APENDICE B: Técnica de Inmunohistoquimica

B.1 Desparafinado e hidratacion

1. Xilol | 15 min
2. Xilol 1l 15 min
3. Alcohol 100° I 10 min
4. Alcohol 100° 11 10 min
5. Alcohol 95° 10 min
6. Alcohol 70° 10 min
7. Lavar en agua destilada 3 cambios

B.2 Técnica de inmunohistoquimica

1. Recuperacion antigénica en Citrato pH 6.0 o en Tris-EDTA pH 9.0 en olla a presion
eléctrica marca Oster, 44 min.

2. Lavado en agua destilada, 3 cambios.

3. Lavado en PBS 1X, 3 cambios, 5 min c/u.

4. En camara humeda, encerrar las muestras con un lapiz hidr6fobo y dejarlos en
coppling con PBS 1X. Secarlas y dejarlas nuevamente en la cdmara humeda.

5. Incubar con Peroxido de Hidrégeno 3% en metanol a T° ambiente, 15 min.

6. Lavar en PBS 1X en coppling, 3 cambios 5 min c/u.

7. Pre-incubar con Suero de caballo RTU VECTOR NORMAL HOUSE SERUM
(2,5%) marca VECTOR a T° ambiente, 30 min.

8. Mientras las muestras estan siendo pre-incubadas, preparar el anticuerpo primario en
BSA 5% o en Tris-HCI, dependiendo del anticuerpo.

9. Incubar con el anticuerpo primario en la camara himeda a 37°C por 1 hora, 0 a 4°C
Overnight.

10. Lavar en PBS 1X en coppling, 3 cambios 5 min c/u.

11. Incubar con el anticuerpo secundario R.T.U BIOTINYLATED UNIVERSAL
ANTIBODY ANTI-RABBIT/MOUSE IgG marca VECTOR en camara himeda por
30 minutos a 37°C.

12. Lavar en PBS 1X en coppling, 3 cambios 5 min c/u.
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Incubar con peroxidasa-estreptavidina conjugada R.T.U ELITE ABC REAGENT
marca VECTOR en cdmara humeda por 30 minutos a 37°C.

Lavar en PBS 1X en coppling, 3 cambios 5 min c/u.

Incubar con diaminobencidina (DAB), preparado en 1000 pl de IMMPACT DAB
PEROXIDASE SUBSTRATE KIT SK-4105 marca VECTOR por 5 minutos a T°
ambiente.

Lavar en agua corriente, 5 min.

Tenir los nucleos con Hematoxilina de Harris, de 30 segundos a 1 minuto.

Lavar en agua corriente hasta que salga cristalina.

Azular en borax saturado, 1 dipping.

Lavar en agua corriente rdpidamente.

Alcohol 70°, 15 dippings.

Alcohol 95°, 15 dippings.

Alcohol 100° 1, 15 dippings.

Alcohol 100° 11, 15 dippings.

Xilol I, 15 dippings.

Xilol 11, 15 dippings.

Montar con medio de montaje Flo-Texx.



