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RESUMEN

Introduccioén: El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es
una neoplasia epitelial maligna que se presenta frecuentemente entre
la quinta y sexta década de la vida. Su compleja patogénesis incluye
el proceso de angiogénesis y la regulacion del microambiente tumoral
como mecanismos de progresion tumoral. Objetivo: Determinar la
relacién entre las variables clinicas e histolégicas del COCE con la
inmunoexpresion de VEGF, FGF-1, FGFR-1, TGFB-1, TGFBR-II y
CD105. Material y métodos: Nueve casos de COCE; tres bien (BD),
tres moderado (MD) y tres pobremente diferenciados (PD) obtenidos del
Departamento de Patologia y Medicina Bucal, Division de Estudios de
Postgrado e Investigacion. Se aplicé la técnica de inmunohistoquimica
por peroxidasa para identificar la expresion de VEGF, FGF-1, FGFR-
1, TGFB-1, TGFBR-II y CD105. El analisis de inmunoexpresion se
realizo con el programa ImageJ. Se aplicd la prueba de Kruskal-Wallis
y correlacion de Spearman (p < 0.05). Resultados: La inmunoexpre-
sion de VEGF fue mayor en los COCE PD, FGFR-1 fue positivo en
los BD, mientras que FGF, TGFB-1y TGFBR-II fueron negativos. El
analisis de microdensidad vascular (MVD) indicd mayor nimero de
vasos CD105 positivos en los carcinomas BD, seguidos de los PD y
MD. Conclusién: Considerando los resultados obtenidos podemos
concluir que la angiogénesis es un fenémeno constante independiente
del grado de diferenciacion que durante el proceso de transformacion
de una neoplasia requerira la formacion de vasos sanguineos y que este
proceso puede ser modulado por factores de crecimiento tales como los
analizados en este trabajo.

Palabras clave: Factores de crecimiento, microdensidad vascular,
VEGF, FGFR-1.

ABSTRACT

Introduction: Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is a malignant
epithelial neoplasm that frequently occurs between the fifth and sixth
decade of life. Its complex pathogenesis includes the angiogenesis
process and the regulation of the tumor microenvironment as
mechanisms of tumor progression. Objective: To determine the
relationship between the clinical and histological variables of OSCC
with the immunoexpression of VEGF, FGF-1, FGFR-1, TGFB-
1, TGFBR-II and CD105. Material and methods: Nine cases of
OSCC; three well (WD), three moderate (MD) and three poorly
differentiated (PD) obtained from the Oral Medicine and Pathology
Department, Division of Graduate Studies and Research. The
peroxidase immunohistochemistry technique was performed to identify
the expression of VEGF, FGF-1, FGFR-1, TGFB-1, TGFBR-II and
CDI105. The immunoexpression analysis was performed with the ImageJ
software. The Kruskal-Wallis and Spearman correlation test were
performed (p < 0.05). Results: VEGF immunoexpression was higher
in PD OSCC, while FGFR-1 was predominantly positive in WD; FGF,
TGFB-1 and TGFBR-II were negative. Vascular microdensity analysis
(MVD) indicated a greater number of CD105 positive vessels in WD
carcinomas, followed by PD and MD. Conclusion: Considering the
results obtained, we can conclude that angiogenesis is a constant
phenomenon independent of the degree of differentiation; that during
the transformation process of a neoplasm it will require the formation
of blood vessels and that this process can be modulated by growth
factors such as those analyzed in this work.

Keywords: Growth factors, vascular microdensity, VEGF, FGFR-1.

* Cirujana Dentista.
* Profesor, Especialidad Patologia y Medicina Bucal, Division de Estudios de Postgrado e Investigacion.

Facultad de Odontologia, Universidad Nacional Auténoma de México.

Recibido: 26 de agosto de 2020. Aceptado para publicacion: 17 de noviembre de 2020.

Citar como: Legorreta-Villegas I, Trejo-Remigio DA, Ramirez-Martinez CM, Portilla-Robertson J, Leyva-Huerta ER, Jacinto-Aleman LF. Analisis de microden-
sidad vascular y factores de crecimiento en carcinoma oral de células escamosas. Rev ADM. 2020; 77 (6): 287-294. https://dx.doi.org/10.35366/97616

Revista ADM 2020; 77 (6): 287-294 287 www.medigraphic.com/adm



Legorreta-Villegas | y cols. Analisis de microdensidad vascular

INTRODUCCION

ancer es un término que se usa para designar una enfer-

medad que puede presentarse en cualquier parte del
organismo; se caracteriza por la proliferacién anormal y au-
ténoma de células epiteliales o mesenquimales, capaces de
evadir la apoptosis e invadir localmente y a distancia otros
6rganos y tejidos, es decir, metastatizar."? El carcinoma
oral de células escamosas (COCE) es una neoplasia maligna
epitelial. Es mas frecuente en la quinta y sexta décadas de
la vida, por lo general se asocia con factores de riesgo como
el tabaquismo, el consumo de alcohol y la masticacion de
la nuez de betel en el subcontinente asiatico.’

El cancer bucal ocupa el sexto lugar de incidencia de
neoplasias malignas en el mundo. Al menos 95% de las
neoplasias de la cavidad bucal son carcinomas epider-
moides.'* Datos de Globocan en 2018 indicaron que la
prevalencia a cinco anos para cancer oral y de labio es de
913,514 casos, lo que representa 12.0 por cada 100,000
habitantes. En México la prevalencia a cinco afos fue
de 5,647 casos, lo que representa 4.3 casos por cada
100,000 habitantes.” Ademds de los factores de riesgo
clasicos (tabaco y alcohol), el virus del papiloma humano
(subtipos 16 y 18) también ha sido considerado.®

Su carcinogénesis es sumamente compleja, ya que
pueden observarse afecciones en oncogenes, genes supre-
sores tumorales, regulacion de la apoptosis, el reloj bio-
l6gico, angiogénesis, invasién y metdstasis, entre otras.”-®
Dentro de los oncogenes, los factores de crecimiento son
moléculas secretadas que promueven o inhiben la mitosis
o diferenciacion celular. Su funciéon como oncogenes
puede derivar de su sobreexpresiéon o sobreactivacion
propiciando el desarrollo del cncer.”

El factor de crecimiento transformate-p (TGF-B)
desempena un papel importante en el microambiente
extracelular, proliferacién, diferenciacion, apoptosis y
migracion celular.’® Tras la unién del ligando se une al
receptor TBRII, la formacion de complejo heterotetramé-
rico conduce a la senalizacion que induce la sobreproli-
feracion e inhibicion de la apoptosis en la oncogénesis. !

El factor de crecimiento fibroblastico 1 (FGF-1) es
un factor de crecimiento que tiene una amplia distribu-
cién en tejidos normales y neoplasicos. Este factor de
crecimiento ejerce sus actividades biolégicas a través de
receptores de FGF de superficie celular de alta afinidad.'?
Osada y colaboradores han reportado la importancia de
FCF1 y su receptor en el proceso de transicion epitelio
mesénquima, proceso sumamente importante en la tras-
formacion maligna, ya que al ser inhibida su sefalizacién
restaura el fenotipo epitelial de las células neoplasicas.'*

Otra funcién biol6gica importante que participa en el
proceso carcinogénico es la angiogénesis, que se define
como la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir
de vasos preexistentes.'* Es un proceso que implica la
migracion y proliferacién de células endoteliales, la for-
macién y organizacion de estructuras tubulares que con
el tiempo se unirdn, para finalmente madurar en vasos
sanguineos estables.'® Los factores proangiogénicos y
factores de crecimiento son los responsables de este
proceso. Algunos de ellos seran considerados indicado-
res o biomarcadores que relacionan a la angiogénesis
con alguna caracteristica biolégica de la neoplasia. La
evaluacion de la angiogénesis tumoral puede realizar-
se de manera histolégica, radiolégica y seroldgica. La
evaluacion histolégica es la mas comdn y con ella se
efectia la medicion de la angiogénesis y la densidad
microvascular (MVD).'® La MVD se define como el
nimero de vasos pequefos en una determinada area
tumoral.'” Se evalta observando areas seleccionadas al
azar contando las zonas de mayor densidad vascular,
lo cual puede ser correlacionado con la progresion y
el pronéstico de varios tipos de tumores malignos.'” El
objetivo de este trabajo fue determinar la correlacién de
la inmunoexpresion de VEGF, FGF-1, FGFR-1, TGFB-1,
TGFBR-1I; y MVD a través de CD105 con el grado de
diferenciacién del COCE.

MATERIALY METODOS

Poblacién: nueve casos de COCE (tres para cada grado
de diferenciacién) obtenidos del Archivo de Diagnés-
tico Histopatolégico del Departamento de Patologia
y Medicina Bucal. Las muestras fueron seleccionadas
aleatoriamente, eligiendo sélo los casos que tuvieran
los datos clinicos demograficos completos (edad, sexo y
localizacion anatémica) y presentaran suficiente tejido
para su estudio inmunohistoquimico. Acorde con el aviso
de privacidad de la Facultad de Odontologia, UNAM,
los datos obtenidos fueron empleados con la finalidad
de difundir el conocimiento cientifico, respetando el
anonimato del paciente y expediente clinico.'®

Analisis histopatoldgico: se realiz6 una tincién con
hematoxilina y eosina (HyE). El andlisis y confirmacién
del diagnéstico histopatolégico fue efectuado por dos
patélogos bucales.

Ensayo de inmunohistoquimica: El procedimiento
se realizé segun lo reportado.'? Se hicieron nueve cortes
a 4 um de cada caso seleccionado, colocandolos sobre
laminillas previamente sialinizadas. Se realiz6 el proceso
de desparafinacién y rehidratacion en inmersiones en
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xilol y alcohol de manera convencional. Posteriormen-
te se procedié a recuperar los antigenos utilizando un
buffer de citratos al 0.0TM a bafio maria en horno de
microondas a 700W durante cuatro minutos. Se hicieron
tres lavados con buffer de fosfato (PBS) de tres minutos
cada uno, para luego inhibir la actividad de la peroxidasa
endégena con peroxido de hidrégeno al 3% (Amresco,
7722-84-1, Radnor, PA, USA) durante 20 minutos. Se lavé
con PBS y posteriormente se incub6 con PBS-albimina
al 1% (Amresco, 97061-422, Radnor, PA, USA) y Tritén
x-100 al 1% (Amresco, 97062-208, Radnor, PA, USA)
durante 20 minutos cada uno. Se hicieron tres lavados
de PBS de tres minutos. Se incubé toda la noche con los
anticuerpos primarios VEGF (sc-7269), TFGB1 (sc-146),
FGF (sc-55520), FGFR-1 (sc-57132), TGFBRII (sc-17791)
y CD105 (sc-20632); todos de la marca Santa Cruz Bio-
tecnology (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), en
una dilucién 1:200. Como control negativo se sustituyé
el anticuerpo con PBS.

Terminada la incubacién se lavé con TBS (Solucion Tris
buffer) por tres minutos en tres ocasiones. Posteriormente
se incub6 con Super-Enhancer (BioGenex, QD430-XAKE,
Fremont, CA) durante 20 minutos, para después lavar
con TBS. Se incubd con biotin-link HRP (BioGenex,
QD430-XAKE) por 30 minutos. Se lavé con TBS y ense-
guida se revel6 con diaminobencidina (DAB, BioGenex,
QD430-XAKE) durante cinco minutos. Se lavé con agua
durante tres minutos, contratinendo con hematoxilina
de Harris durante dos minutos. Nuevamente se lavé con
agua corriente para después realizar la deshidratacion y

aclarado en inmersiones de alcohol y xilol para montar
el cubreobjetos con resina hidrofébica.

Anédlisis de inmunoexpresion: para cada caso de
COCE se obtuvieron cuatro fotomicrografias a 400 au-
mentos con el microscopio Leica DM750 y el software
programa Leica Las-Ez versién 3.2.0. En cada fotomi-
crografia fue cuantificada la intensidad y la proporcién
de células positivas mediante el software Image) (NIH,
Bethesda MD, USA). La intensidad de inmunoexpresion
fue expresada en unidades opticas (uo). La proporcién
fue calibrada en el software de la siguiente manera: 0)
ausencia, 1) 0 a 10%, 2) 11 a 50% y 3) superior a 50%.

Anélisis de MVD: se tomaron tres fotografias a 200
aumentos de cada caso para el marcador CD105. En cada
campo Optico se realiz6 el conteo de vasos sanguineos.

Andlisis estadistico: para la cantidad de células positi-
vas, intensidad de inmunoexpresién y MVD se obtuvieron
media y desviacion estandar. Se realiz6 el andlisis estadisti-
co no paramétrico Kruskal-Wallis y prueba de correlacién
de Spearman en relacién con el grado de diferenciacién
considerando una p < 0.05 como significativa.

RESULTADOS
Anélisis clinico-histologico
De los nueve casos seleccionados del departamento
de patologia, medicina bucal y maxilofacial, la edad

promedio fue de 55.3 £ 11.7 afos, con rango de edad
de 39 a 75 anos. El sexo femenino fue mas frecuente

Tabla 1: Datos clinico-demogréficos.

Grado de diferenciacion Caso Edad Género Localizacion
Bien diferenciado BD1 57 Femenino Borde lateral de la lengua
BD2 52 Femenino Borde lateral de la lengua
BD3 58 Masculino Mucosa yugal
Moderadamente diferenciado MD1 65 Femenino Piso de boca
MD2 39 Femenino Mandibula
MD3 39 Femenino Mandibula
Pobremente diferenciado PD1 75 Femenino Borde lateral de lengua
PD2 62 Masculino Vestibulo y hemipaladar izquierdo
PD3 51 Masculino Borde lateral de lengua

BD = bien diferenciado, MD = moderadamente diferenciado, PD = pobremente diferenciado.
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Figura 1: Caracteristicas histopatoldgicas. A) Bien diferenciado. B) Moderadamente diferenciado y C) Pobremente diferenciado. 400 x.

(seis casos). Respecto a su localizacion anatémica, cua-
tro casos se presentaron en lengua, dos en mandibula,
uno en piso de boca, uno en mucosa yugal y uno en
paladar (Tabla 1).

El andlisis histolégico mostro caracteristicas propias de
cada grado de diferenciacion; brevemente en los COCEs
bien diferenciados se observé proliferacién neoplasica de
estirpe epitelial compuesta por células poligonales que
forman perlas de queratina; los carcinomas moderada-
mente diferenciados se caracterizaron por formacién
de islas de células con pleomorfismo células y nuclear y
reforzamiento de la membrana basal, mientras que en
el pobremente diferenciado predomind la atipia celular
(Figura 1).

Andlisis de inmunoexpresion

En la inmunoexpresiéon de VEGF se observé mayor
intensidad de inmunoexpresién en los carcinomas PD,
pero mayor proporcién de células positivas en los BD
(Figura 2 A-C). Respecto a la inmunoexpresién de FGFR-
1, se observé mayor intensidad entre los carcinomas
BD y PD que en los MD (Figura 2 D-F); con relacién
a la proporcion de células positivas este marcador fue
abundante en los tres grados de diferenciacion. La
inmunoexpresion de FGF-1, TGFB-1 y TGFBR-Il fue
negativa en los tres grados de diferenciacion (Tabla 2;
Figura 2 G-1).

Andlisis de MVD

El conteo de vasos sanguineos mediante el marcador
CD105 indico un ligero predominio en el promedio de
vasos en los carcinomas BD con 10.5 vasos, 7.4 vasos en
los MD 'y 9.5 vasos en los PD. Nuestro andlisis estadistico
no reportd asociaciones significativas.

DISCUSION

En relacion con su epidemiologia y calidad de vida de
los pacientes que lo padecen, convierte al cancer oral en
un problema de salud pdblica a nivel mundial, el cual
debe ser investigado por mdltiples enfoques, incluido
el estudio celular o molecular. Se ha descrito que el
COCE se presenta con mas frecuencia en pacientes de la
quinta y sexta décadas de la vida.??° La edad promedio
de nuestros pacientes fue de 55.3 + 11.7 afios, lo cual
concuerda con lo reportado. Este fenémeno puede tener
relacién con el tiempo de exposicién ante los factores de
riesgo ambientales cldsicos como el tabaco y el alcohol;
sin embargo, también existen reportes que sugieren que
el COCE se puede presentar en pacientes mds jévenes,
dejando abierta la discusion sobre la bisqueda de otros
factores de riesgo.’!

Respecto a la distribucion por género, seis casos (67 %)
correspondian a mujeres, mientras que tres casos (33%)
eran hombres. Tradicionalmente se ha considerado que
el género masculino se ve mas afectado; no obstante, se
ha reportado mayor frecuencia en el género femenino.?
Este fenémeno puede ser debido a cuestiones conduc-
tuales tales como mayor exposicion a tabaco y alcohol
por el género femenino. De acuerdo con lo descrito en la
literatura, la zona anatdmica afectada con mas frecuencia
es la lengua, lo cual coincide con nuestros resultados. Se
considera que esta zona anatémica es susceptible, ya
que es la primera en entrar en contacto con los factores
de riesgo ambientales tales como tabaco y alcohol, y por
ser donde se reportan con mayor frecuencia lesiones po-
tencialmente malignas y displasia.?'?* Esta caracteristica
reafirma el papel fundamental que tiene la exploracion
oral total con énfasis en zonas de riesgo como la lengua
cuando los pacientes tienen antecedentes de tabaquismo
o de consumo de alcohol.
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En nuestro andlisis inmunohistoquimico se seleccio-
naron factores de crecimiento con mayor efecto teérico
en células del estroma que en células del parénquima
tumoral. Se ha reportado ampliamente el efecto que
tienen factores de crecimiento tales como los miembros
de la familia erbB en la transformacion y crecimiento
tumoral.?*?> No obstante, indagar qué pasa con otras
moléculas principalmente relacionadas con el estroma,
podria aportar informacién adicional sobre la conducta
biol6gica del COCE y mas adin si estos factores se pueden
relacionar directa o indirectamente con la angiogénesis.
Nuestros resultados s6lo indicaron inmunoexpresion
positiva para VEGF y FGFR-1. La inmunoexpresién de

VEGF fue mayor en los COCE pobremente diferenciados,
seguidos de los moderados y bien diferenciados, es decir,
fue inversamente proporcional con el grado de diferen-
ciacién. Este fenémeno nos sugeriria que los carcinomas
pobremente diferenciados cuentan con mas herramientas
para inducir angiogénesis mediante VEGF; no obstante,
existen reportes en los que este fenémeno es un patrén
inverso donde los carcinomas bien diferenciados son
los de mayor inmunoexpresion.?® Esta controversia nos
confirma la necesidad de mas estudios relacionados, ya
que, al ser considerado el candidato més potente para la
induccién de la angiogénesis en el crecimiento tumoral,
éste podria significar un blanco terapéutico a futuro. Otra

Figura 2: Inmunoexpresion de factores de crecimiento en carcinoma oral de células escamosas. A, B y C) VEGF en COCE bien, moderada y
pobremente diferenciados, respectivamente. D, E y F) FGFR-1 en carcinomas bien, moderada y pobremente diferenciados. G) FGF-1 en carci-
noma bien diferenciado. H) TGFB-1 en carcinoma moderadamente diferenciado. 1) TGFBR-II en carcinoma pobremente diferenciado. 400 x.
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Tabla 2: Intensidad y proporcion de inmunoexpresion

(unidades Opticas de intensidad/gradificacion de proporcion).

Modera-
Bien damente Pobremente
diferenciado  diferenciado diferenciado
VEGF 16.7/3 29.8/2 32.312
FGFR-1 19.1/2 8.6/3 17.3/3
FGF-1 0 0 0
TGFB-1 0 0 0
TGFBR-II 0 0 0

VEGF = factor de crecimiento vascular endotelial, FGFR-1 = re-
ceptor de factor de crecimiento fibroblastico-1, TGFB-1 = factor del
crecimiento transformante beta-1, TGFBR-II = receptor del factor de
crecimiento transformante beta-I1.

molécula asociada a la angiogénesis y a otros eventos en la
carcinogénesis es el receptor FGFR-1, el cual es el recep-
tor del factor de crecimiento de fibroblastos. En nuestro
analisis inmunohistoquimico se observé mayor expresion
en los COCE bien diferenciados. Haq y colaboradores
reportaron que la expresion de este receptor en los COCE
es factible.?” La expresion de FGFR-1 se ha correlacionado
con escasa diferenciacién, mayor potencial de invasién y
mal pronéstico en pacientes con COCE, ademas de influir
en la transicién epitelio-mesénquima. La expresion de
FGFR-1 en fibroblastos en el frente invasivo de COCE se
ha correlacionado con casos més invasivos, metastasis en
ganglios linfaticos y de mal prondstico.?® Ensayos in vitro
han demostrado que inhibir esta molécula conduce a
tasas disminuidas de proliferacion e invasion celular, por

lo cual podria ser candidata a terapias dirigidas en fases
clinicas posteriores.??

En nuestro andlisis de la inmunoexpresién de FGF-1,
TGFB-1y TGFBR-Il su expresion fue negativa. Este hallaz-
go fue sumamente interesante, ya que diversos autores
consideran estas moléculas fundamentales en la patogé-
nesis del COCE. Por ejemplo, FGF-1 y miembros de la
familia TGF se han vinculado con el desarrollo tumoral por
un mecanismo autocrino, e induccién de la angiogénesis
tumoral mediante un mecanismo paracrino.?%3!

La angiogénesis es un proceso central para el desa-
rrollo tumoral, por lo cual su medicién ha sido un tema
de investigacién importante y recurrente. Esta puede ser
medida histolégica (directa), radiolégica (indirecta) y se-
rolégicamente con marcadores de actividad angiogénica
(alternativa). La evaluacién histolégica es la mas comdn
y con ella se realiza la medicién de la angiogénesis y
la densidad microvascular (MVD). La MVD puede ser
cuantificada en las areas de mayor neovascularizacion,
llamadas «focos calientes».’ ' La MVD se considera la
herramienta mas representativa y Util para evaluar los
tejidos cancerosos. De hecho, numerosos estudios apo-
yan la hipétesis de que la MVD es un factor predictivo
significativo para la progresion y el pronéstico de varios
tipos de tumores malignos.'”

La endoglina o CD105, que tiene un papel impor-
tante en la regulacién de la angiogénesis, se requiere
para la estructura e integridad normal de la vasculatura
del adulto (Figura 3). Una de sus funciones es regular la
migracion de células endoteliales, favorecer la angiogé-
nesis extraembrionaria normal y desarrollo del corazén
embrionario. Puede regular los cambios de forma de las
células endoteliales en respuesta al flujo sanguineo, que
impulsan la remodelacién vascular y el establecimiento
de la morfologia vascular normal durante la angiogénesis.

Figura 3: Inmunoexpresion de CD105 para determinar microdensidad vascular. A) Carcinoma bien diferenciado. B) Carcinoma moderadamente
diferenciado. C) Carcinoma pobremente diferenciado. 400 x.
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Ademas puede actuar como correceptor de TGF-beta
y participa en la cascada de sefalizacion de TGF-beta/
BMP que finalmente conduce a la activacion de factores
de transcripcion SMAD.??33 La expresion de CD105 es
una de las caracteristicas més llamativas de los vasos
sanguineos recién formados, la cual se puede perder en
vasos mas maduros; ésta es una propiedad que puede
ser explotada dentro del andlisis de MVD.*? En nuestro
andlisis de la MVD observamos leve predominio del
nimero de vasos en los carcinomas bien diferenciados
seguidos de los pobre y moderadamente diferenciados
sin mostrar ninguna diferencia significativa.

CONCLUSIONES

Aunque nuestra muestra fue reducida, estos resultados
piloto nos sugieren que la angiogénesis es un fenémeno
constante e independiente del grado de diferenciacion;
que la transformacion formacion de una neoplasia
requerird la formacién de vasos sanguineos nuevos
durante todo su proceso patogénico y que este proceso
puede ser modulado por factores de crecimiento tales
como lo analizados en este trabajo. No obstante, nos
deja interrogantes sobre cudl serfa su relacion con otras
variables clinicas que han mostrado valor significativo
en el pronéstico de los pacientes tal como la afeccion
de nodo linfaticos o incluso en tamafo del tumor, gra-
dificacion TNM o estadio.

Investigacion realizada gracias al programa UNAM-PAPIIT
IN226720.
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