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Resumen

Introduccion: Los marcadores bioldgicos, “son alteraciones celulares, bioquimicas o
moleculares que se pueden medir y evaluar objetivamente como un indicador de procesos
bioldgicos normales, procesos patogénicos o respuestas farmacoldgicas a una intervencion
terapéutica. Objetivo: Determinar los indices de proliferacion celular en los estadios bien,
moderadamente y pobremente diferenciado de cancer escamocelular de la cavidad oral.
Materiales y Métodos: Corresponde a una investigacion de tipo experimental, por el método de
Inmunofluorescencia, mediante captura de imagenes con la AxioCam | Cm1 acoplada al
Microscopio Axio imager Z2 con enfoque en z motorizado y obtenidas con el objetivo EC Plan-
Neofluar 40x/0.75 M27. Se empleo el juego de filtros Set 49, que detecta la excitacion de 358
nmy la emisién a 463 nm. Con el programa ZEN Digital Imaging se capturaron las imagenes
con 300 dpi de resolucién y en formato TIFF. Resultados: Los mayores diferenciales en
nucleos por pardmetro analizado corresponden a bien diferenciado (63% en N), pobremente
diferenciado infiltrante (18,8% en S), moderadamente diferenciado (71,9% en SR), pobremente
diferenciado infiltrante (7,3% en Sl), bien diferenciado (10% en LR), moderadamente
diferenciado ulcerado e infiltrante (2,2% en li) y bien Diferenciado ulcerado e infiltrante (19%
en I) .Conclusiones: se determinaron 3 tipos de grado histoldgico en la muestra; el cancer
escamocelular bien diferenciado, moderadamente diferenciado y pobremente diferenciado;
identificando una mayor cantidad de nucleos en el carcinoma escamocelular pobremente

diferenciado.

Palabras clave: Lesion Bucal, Bucodental, Carcinoma Escamocelular, Ki67, Ciclo Celular
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Abstract

Introduction: Biomarkers, "are cellular, biochemical or molecular alterations that can be
objectively measured and evaluated as an indicator of normal biological processes, pathogenic
processes or pharmacological responses to a therapeutic intervention. Objective: To determine the
rates of cell proliferation in the well, moderately and poorly differentiated stages of squamous cell
cancer of the oral cavity. Materials and Methods: It corresponds to an experimental research, by
the Immunofluorescence method, by means of image capture with the AxioCam | Cm1 coupled to
the Axio imager Z2 Microscope with motorized z focus and obtained with the EC Plan-Neofluar
40x/0.75 M27 objective. The Set 49 filter set was used, which detects the excitation at 358 nm and
the emission at 463 nm. With the ZEN Digital Imaging program, the images were captured with
300 dpi resolution and in TIFF format. Results: The highest differentials in nuclei per parameter
analyzed correspond to well-differentiated (63% in N), poorly differentiated infiltrating (18.8% in
S), moderately differentiated (71.9% in SR), poorly differentiated infiltrating (7.3% in Sl), well
differentiated (10% in LR), moderately differentiated ulcerated and infiltrating (2.2% in LI) and
well differentiated ulcerated and infiltrating (19% in I). Conclusions: 3 types of histological grade
were determined in the sample; well-differentiated, moderately-differentiated and poorly-
differentiated squamous cell carcinoma; identifying a greater number of nuclei in poorly-

differentiated squamous cell carcinoma.

Keywords: Mouth Injury, Buccal, Squamous Cell Carcinoma, Ki67, Cell Cycle
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Introduccion

La Clasificacion Internacional de Enfermedades de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
define el cancer oral como la neoplasia originada en los labios, cavidad oral, orofaringe,
nasofaringe e hipofaringe. Esta misma organizacién, calcula la incidencia mundial del cancer de
labio y de cavidad bucal desde 4 casos por 100.000 habitantes, hasta 20 casos por 100.000
habitantes en algunas regiones (OMS, 2019)

El cancer oral puede ser el resultado de una lesion primaria u originarse desde otra lesion
tumoral distante o adyacente que conduzca a neoplasias malignas en las estructuras y tejidos de la
cavidad bucal (metastasis). Todos los tipos de cancer en la cavidad oral y la orofaringe se conocen
como cancer oral o cancer de boca; entre ellos se encuentra el cancer epitelial (especialmente
células escamosas), cancer de glandulas salivales, cancer de tejidos blandos, cancer hematolinfoide
y carcinoma odontogeno; el carcinoma de células escamosas (SCC) constituye> 90% de todos los
canceres orales.

El proceso carcinogénico es complejo: intervienen genes y proteinas reguladoras del proceso
neoplasico, desde division y proliferacion celular, hasta destruccion tisular e invasién metastasica.

Algunos de estos genes y proteinas (marcadores bioldgicos) involucrados en estas fases, pueden
ser Utiles como marcadores de la patologia y pueden orientar el diagndstico, prondstico y
tratamiento del Cancer.

Los marcadores biologicos, “son alteraciones celulares, bioquimicas 0 moleculares que se pueden
medir y evaluar objetivamente como un indicador de procesos bioldgicos normales, procesos
patogénicos o respuestas farmacoldgicas a una intervencidn terapéutica; el siguiente proyecto tiene

como objetivo determinar los indices de proliferacion celular para establecer correlaciones con los
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estadios de cancer escamocelular de cavidad oral bien diferenciado, moderadamente diferenciado

y pobremente diferenciado.
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Antecedentes
El cancer de cavidad oral es la neoplasia mas frecuente de Head and Neck Cancer (HNC) y
representa mas de la mitad de los casos de HNC en el pais; de acuerdo a esto el cancer de boca
ocupa el sexto lugar como causa de mortalidad relacionada con el cancer; segun los investigadores
el potencial de la terapia dirigida contra el cancer abre una gran ventana para buscar nuevos
marcadores o indicadores de malignidad en las células madre del cancer de boca, especialmente
en canceres raros; el objetivo de esta investigacion era establecer los marcadores de las células
madre del cancer en los canceres orales (carcinoma oral de células escamosas, los canceres de
glandulas salivales) y establecer el indicador de progresion y/o pronostico del tratamiento de
cancer oral; se determin6 como marcadores mas relevantes a los marcadores de tipo embrionario
(de origen de las células primitivas; entre estos encontramos: El factor de transcripcion OCT4, el
cual tiene un papel importante en la embriogénesis; los factores de transcripcion de la familia POU,
que han sido relacionados en desarrollo neuronal; los factores de transcripcion de la familia
NANOG, estan con otros factores reguladores como el OCT4, SOX2 y KLF4. Estos factores
poseen un amplio espectro en diagnostico, prevencion y tratamiento farmacoldgico (Tahmasebia,

Alikhani, Yazdanian, & Yazdanian, 2020).

Previamente se ha determinado la expresion de diversos biomarcadores moleculares en la
lesién de liquen plano oral, con el fin de entender su comportamiento biolégico; el método aplicado
incluyd un estudio de inmunohistoquimica para una muestra de 40 casos de liquen plano oral
contra BAX, BCL-2, CD-138, Histona 3, Ki-67, MCM3 y p5; se encontrd una mayor expresion
de BAX en contraposicién con BCL-2, sugiriendo un comportamiento proapoptético, respaldado

a su vez por la ausencia de expresion de p53; con respecto a la expresion de los marcadores de
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proliferacion celular fue en todo el tejido lesional observado, sugiriendo asi alteraciones de la
proliferacion; el marcador CD-138 se expres6 de manera intensa y uniforme, determinando una
baja alteracion de las uniones intercelulares para estos casos; los autores concluyeron que la
alteracion en la expresion de las proteinas estudiadas sugiere un trastorno en los mecanismos
proliferativos y apoptoticos, los cuales se asocian con una conducta patologica de la mucosa oral
(Davila, Suarez, Pereira P, & Tomasi, 2019).

En Céancer de Lengua se ha determinado la inmuno expresion de marcadores de proliferacion
celular: Ki-67 y Mcm-2), estos se han correlacionado con la edad de los pacientes y los indicadores
prondsticos; se determind que en pacientes jovenes se presentaron los estadios 111/ 1V (n = 13/65
%), mientras que la mayoria de los pacientes mayores eran estadios I / 1l (n =11/ 61,1 %) (p>
0,05). La media de Ki-67 en pacientes jovenes y mayores fue 42,4% y 44,15%, respectivamente
(p>0,05); la media de Mcm-2n fue mayor en pacientes mayores (63,6 %) que en pacientes jévenes
(55,75 %) (p <0,05). Se determind que los pacientes jovenes presentaron lesiones mas agresivas
que los pacientes mayores, sin embargo la expresién de Mcm-2 fue significativamente mayor en
pacientes mayores que en pacientes jovenes; desde el punto de vista del marcador se determind
que entre el Mcm-2 y Ki-67 (Pereira DS, Amorim B, & Weege N, 2016)

En 2016, Mondragén y Colaboradores (Mondragon, Rodriguez F, & Salazar H, 2016),
correlacionaron la descripcion histoldgica de casos de COCE con la expresion de Ki-67 y ciclina
D1, para lograr dicho objetivo se analizé una muestra comprendida por 12 pacientes con lesiones
sugestivas de cancer oral, los cuales fueron incluidos en el estudio de pacientes con diagndéstico de
COCE, a nivel metodolégico se tomaron biopsias Unicas, procesamiento histotécnico para cortes
en parafina, coloracién con H&E y coloracion inmunohistoquimica con ciclina D1 y Ki-67, de

acuerdo a esto tres pacientes cumplieron con los criterios de inclusién, llamados C1, C2 y C3; la
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clasificacion empleada fue la tipo de COCE segun el American Joint Committee on Cancer; los
resultados indicaron que a nivel histologico, el caso C1 fue clasificado como COCE tipo I, los
casos C2 y C3 tipo I; en la inmunohistoquimica encontramos en C1 Ki-67 positivo y ciclina D1
negativo, para C2, Ki 67 negativo y ciclina D1 positivo y para C3 Ki-67 positivo y ciclina D1
negativo; los autores concluyeron gque los marcadores como Ki-67 y ciclina D1 en diagnosticos de
COCE preestablecidos, pueden influenciar los resultados histolégicos, contribuyendo a un

diagnostico mas acertado asi como los tratamientos a realizar en el paciente.

A nivel regional no se encontraron investigaciones o articulos en referencia al tema de estudio,

lo cual evidencia la importancia de esta propuesta de investigacion.
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1 Planteamiento del Problema
El cancer oral es una patologia que afecta a una parte de la poblacion. Las lesiones pueden
presentarse en forma de pigmentaciones blancas o rojas, lesiones con ulceras, hemorragias. Pueden
ocasionar pérdida d6sea y dental, problemas de deglucién, otitis y en algunos casos desencadenar
la muerte.

En 2012, se registraron 300.373 casos de cancer oral en el mundo, y de acuerdo con la American
Society of Clinical Oncology, en Estados Unidos, cada afio se diagnostican 53,000 casos nuevos
de cancer oral. Siendo los hombres mas propensos que las mujeres en una relacion de 2:1. Ademas,
es el octavo cancer mas frecuente en hombres, con una edad promedio de 62 afios en el momento
del diagnostico, pero se cree que el 25 % de los casos ocurre en personas menores de 55 afios
(nidcr, 2019). Por tal razén, se considera que esta patologia tiene un crecimiento continuo,
afectando de forma negativa la calidad de vida de las pacientes.

Ya las cifras de América Latinay el Caribe se registran 20.633 con una incidencia de 300 casos
por 100.000 habitantes (2.1%) con una mortalidad de 145 por 100.000 habitantes (1.8%) (Bernal
D & Hernandez S, 2018).

De los 101.893 casos de cancer en Colombia, en 2018, 845 corresponden a cancer oral,
posicionandolo como un tipo de cancer relevante en el pais. Durante este mismo periodo

fallecieron 46.057 personas, de las cuales 354 fueron por cancer de cavidad oral (IARC, 2019)
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Tabla 1. Taba de incidencia, mortalidad y prevalencia por tipo de cancer a 2018

5-Year prevalence (all

new cases Deaths ages)
(
Numb  Ra Cum. Numb  Ra %  Cum.

Cancer er nk (%) Risk er nk ) Risk Number Prop.
1

Breast 13380 1 3 4,77 3702 3 8 1,31 39330 156,47
1 6,

Prostate 12712 2 3 6,1 3166 5 9 0,89 27043 111.16
7, 1

Stomach 7419 3 3 1,43 5505 1 2 1,01 9541 19,29
5, 1

Lung 5856 4 7 1,21 5236 2 1 1,05 5341 10,8
5, 7,

Colon 5661 5 6 1,1 3389 4 4 0,5 12932 26,14

Thyroid 5114 6 5 0,94 471 20 1 0,09 17028 34,42

Non-Hodgkin 4, 3,

Lymphoma 4170 7 1 0,8 1676 10 6 0,31 10644 21,52
3, 3,

Cervix Uteri 3853 8 8 1,32 1775 9 9 0,62 10518 41,84
3, 4,

Leukaemia 3126 9 1 0,53 2192 7 8 0,37 8464 17,11
2, 2,

Rectum 2922 10 9 0,59 1016 14 2 0,19 7169 14,49
2. 2,

Ovary 2414 11 4 0,88 1252 11 7 0,47 6126 24,37
2’ 45

Pancreas 2311 12 3 0,45 2142 8 7 0,42 1390 2,81
2’ 45

Liver 2279 13 2 0,43 2216 6 8 0,42 1552 3,14
1, 1,

Melanoma of skin 1907 14 9 0,36 518 19 1 0,09 5328 10,77

Brain, nervous 1, 2,

system 1884 15 8 0,34 1176 12 6 0,21 4759 9,62
1, 1,

Kidney 1793 16 8 0,37 673 17 5 0,14 4220 8,53
1, 1,

Bladder 1660 17 6 0,32 596 18 3 0,17 4392 8.88
1, 2,

Gallbladder 1657 18 6 0,33 1104 13 4 0,21 1742 3.52
1, 0,

Corpus uteri 1583 19 6 0,64 357 22 8 0,14 4283 19.19
1, 1,

Multiple myeloma 1323 20 3 0,29 806 15 8 0,05 2911 5,89
1, 0,

Testis 1284 21 3 0,36 173 25 4 0,13 4480 18,41
0, 1,

Oesophagus 922 22 9 0,18 710 16 5 0,08 803 1,62
0, 0,

Larynx 848 23 8 0,18 418 21 9 0,07 2347 4,74
0, 0,

Lip, Oral Cavity 845 24 8 0,17 354 23 8 0.04 2260 4,57
O, Ol

Hodgkin Lymphoma 743 25 7 0,12 216 24 5 0.04 2425 4,5
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Fuente: IARC (2018)

Otro aspecto que aumenta la problematica de esta enfermedad, es su diagnostico tardio, por lo
tanto es necesario conocer los procesos celulares que se desarrollan en torno a esta patologia con
el fin de poder identificar variaciones en la proliferacion celular dentro de los diferentes estadios
de diferenciacion de la patologia.

1.1 Formulacion del Problema

De acuerdo al anterior contexto se genera la siguiente pregunta de investigacion
¢Esta el indice de proliferacion celular relacionado con el estadio de diferenciacion del Cancer

Escamocelular de Cavidad Oral?
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2 Justificacion

El carcinoma de células escamosas de la cavidad oral es el cancer mas relevante para los
cirujanos dentistas; es uno de los 10 canceres mas comunes en el planeta, con una deteccion clinica
tardia, pobre pronostico, con alternativas terapéuticas de alto costo y desfigurantes.

Esto indica que los procesos de investigacion para conocer la evolucion celular del cancer oral
y evitar de forma preventiva los aspectos relacionados anteriormente, deben conducir a un
conocimiento especifico en la basqueda de evidencia cientifica que permita establecer con claridad
los marcadores a nivel celular que pueden ayudar en el proceso de diagndstico preventivo y de
tratamiento farmacoldgico al paciente.

Por otra parte, el desarrollo del estudio presenta un nivel de importancia e innovacién elevado
para la region y para la Universidad Antonio Narifio, sede Neiva; ya que es escasa la literatura
relacionada con marcadores de proliferacion de cancer oral a nivel regional, por lo tanto el
documento resultante de la investigacion servird como herramienta de consulta y guia para la
comunidad de las areas de la salud en la UAN y otros claustros universitarios con formacién a fin

al area de la salud.
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3  Objetivos
3.1 Objetivo General
Determinar los indices de proliferacion celular en los estadios bien, moderadamente y
pobremente diferenciado de cancer escamocelular de la cavidad oral

3.2 Objetivos Especificos

1. Correlacionar indices de proliferacion celular con el estadio de diferenciacion del cancer de
cavidad oral

2. Establecer cual es el tipo de cancer mas prevalente dentro de la muestra analizada

3. Identificar las caracteristicas sociodemograficas de los pacientes con cancer oral que
acudieron al hospital universitario Hernando Moncaleano en el periodo comprendido entre

2014y 2016
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4  Marco Teorico
4.1 Clasificacion del cancer oral.

4.1.1 El carcinoma de células escamosas

Figura 1. Carcinoma de células escamosas

NotaJCarcinoma oral de células escamosas (Shutterstock)

Fuente: Tomado de Oreamuno (2017)

Es la entidad maligna de mayor frecuencia en la region orofacial (alrededor del 90%), y
aungue su incidencia es menor a la de otros tipos de cancer, su importancia radica en su mortalidad
y las secuelas fisicas y psicoldgicas que origina. Puede presentarse como carcinoma in situ (no
invasivo) o poseer caracteristicas invasivas. Histologicamente los carcinomas invasivos son bien
diferenciados, moderadamente diferenciados, poco diferenciados o indiferenciados (Sidrén A &

Pérez M.L, 2015).
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4.1.2 Carcinoma verrucoso

Figura 2. Carcinoma

Figura 2, Carcinoma verrucoso

Fuente: laboratorio xx
Este tipo de cancer representa entre el 2 — 12% de los carcinomas orales. Es un tumor epitelial
exofitico, bien diferenciado, de evolucién lenta, con gran crecimiento papilar y solo invasivo en
fases tardias. Otros tumores malignos derivados del epitelio son los carcinomas de células
fusiformes y melanomas; con respecto a los del tejido conectivo se tienen los fibrosarcoma,
histiocitoma fibroso maligno, liposarcoma, angiosarcoma, neurosarcoma, rabdomiosarcoma y

leiomiosarcoma (Sidron A & Pérez M.L, 2015).

4.1.3 Metastasis en las partes blandas de la cavidad oral
Las metastasis son poco frecuentes en la mucosa oral, ya que del total de las neoplasias del
organismo sélo el 1% aproximadamente metastatizan en la cavidad oral. Los tumores primarios

suelen estar localizados en pulmén, rifién e higado (Garcia G & Bascones M, 2009)
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4.2 Epitelio de la Cavidad Oral

Las estructuras anatdmicas que rodean la cavidad oral se encuentran cubiertas principalmente
por una membrana que esta formada por epitelio plano estratificado, que puede ser queratinizado
0 no queratinizado, dependiendo de la zona anatdmica, este desempefia dos funciones importantes:
de barrera, para evitar paso de factores patdgenos externos y de cubierta para el tejido (Lobos N,
2019)

Al presentarse alguna alteracion en el tejido, es resultado de un trastorno a nivel celular,
especificamente en su proliferacidn que al ser descontrolada y sin funcién acaba por destruir, hurtar
nutrientes y ocupar espacio en la region, todo esto es generado por factores etioldégicos como el
consumo de tabaco, efectos de la radiacion actinica, infecciones, deficiencias nutricionales,
enfermedades orales preexistentes y cofactores.

Es importante aclarar que la malignidad y diagnostico se determina a través de una
exploracion histopatolégica que también mide el potencial metastasico y estd intimamente
relacionado con la magnitud de diferenciacion que presentan las células tumorales y también la
similitud entre la arquitectura del tejido y epitelio, de tal forma que se clasifican en tres grupos;,
bien diferenciado ya que los tumores producen grandes cantidades de queratina y presentan
algunos rasgos de maduracién; moderadamente diferenciado en el cual el tumor produce poca
cantidad de queratina y el epitelio es aln reconocible; y, finalmente el pobremente diferenciado,
tumores carentes de queratina, que han perdido su patrén estructural, sin cohesion de las células y

con anomalias extensas de estas (MINSALUD, 2007) .
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4.3 Ciclo celular

Figura 3. Ciclo celular

Ciclinas y Ki67: reguladores del ciclo celular

G, Expresion de Ki67 durante el Ciclo
PR N Celular
[ 2 "
Gy
Punto de Control 0 K .Ciclina A ‘ Ciclina E
M/G
! \ @ciclina B @ciclinaD

M Ciclo Celular s Punto de Control

G,/S
/ G, S

Punto de Control
G,/M

Expresion de Kic7 <@

Fuente: Creado con BioRender.com por los autores Septiembre de 2020

Concentration

El ciclo celular posee varias etapas por las que transcurre la vida de la célula. Una célula

"nace" a partir de la division de su predecesora, pasa por una secuencia donde crece, duplica su

tamano y, finalmente, se divide en dos células hijas que iniciaran de nuevo el ciclo. Esto es lo que
ocurre a las células que proliferan (Megias, Molist, & Pombal, 2017).

El ciclo celular de los distintos tipos celulares dentro de un tejido o de un organismo debe

estar fuertemente controlado y coordinado. En la edad adulta disminuyen las tasas de proliferacion

celular, ajustandose a las necesidades de reparacion, mantenimiento o supervivencia del organismo

(Megias, Molist, & Pombal, 2017).
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4.4  Fases del ciclo celular
En condiciones normales, el proceso de division celular es precedido de una serie de

acontecimientos denominados mitosis y el periodo de tiempo entre una mitosis y la siguiente se
denomina interface. Periodo durante el cual la célula se prepara para la posterior division durante
la mitosis. (Figura 3). Podemos destacar los siguientes eventos durante el proceso de division
celular:

1) Lafase M que comprende la division nuclear o mitosis y la citoplasmica o citocinesis.

2) La fase G1 sigue a la citocinesis y se corresponde con el intervalo entre el final de la

fase M y el inicio de la sintesis de DNA.
3) A continuacion esta la fase S en la que la célula duplica su contenido de DNA.
4) El ciclo termina con la fase G2 que abarca desde el final de S al principio de una nueva

mitosis.

La duracion de las distintas fases del ciclo varia considerablemente entre tipos celulares. Si una
célula en el ser humano completara su ciclo en 24 horas; de ellas, 11 corresponden a la fase G1, 8
a 'S, 4 a G2y aproximadamente 1 a M (National Human Genome Research Institute, 2019).

Por otro lado hay células con baja tasa de divisién celular, como es el caso del tejido nervioso.
que pueden salir de la fase G1 para entrar en otra etapa del ciclo Illamada GO en que, aunque se
mantienen metabdlicamente activas, no se dividiran a menos que sean apropiadamente estimuladas
por sefiales extracelulares; durante la interface las células transcriben genes, sintetizan proteinas y
crecen en tamafio. Tanto la fase G1 como la G2 conceden un tiempo adicional para que se realice
la duplicacion de los organulos citoplasmaticos; si en la interface solo se duplicaré el contenido de

DNA, las células hijas resultantes serian en cada divisién mas pequefias.



27

El primer signo visible de que una célula esta a punto de entrar en mitosis es la condensacion
de los cromosomas en el nucleo, acontecimiento que marca el final de la fase G2 (National Human
Genome Research Institute, 2019)

4.4.1 Fase M: la division celular
El ciclo celular de las células eucariotas culmina con la division celular en dos células hijas,
que comprende la division nuclear o mitosis y la division citoplasma o citocinesis; La mitosis es
una secuencia continua de acontecimientos que clasicamente se divide en cinco etapas; la profase
en la cual los cromosomas replicados se condensan y el huso mitético comienza a formarse fuera
de la membrana nuclear.
1) Laprometafase se caracteriza por la desaparicion de dicha membrana.
2) La metafase a lo largo de la cual los cromosomas se colocan en el ecuador del huso
mito6tico formando la placa mitética.
3) Laanafase en la que las dos cromatidas hijas se separan y emigran hacia polos opuestos
de la célula guiadas por los microttbulos que componen el huso mitético.
4)  La telofase que es el final de la mitosis, en ella se forma una membrana nuclear
alrededor de cada grupo cromosémico resultante de la anafase.

Estas cinco etapas junto con la citocinesis o divisién citoplasmica forman la fase M del ciclo

celular (megias, 2016)
e Profase

La mayoria de las células animales tienen una estructura en su citoplasma llamada centrosoma
integrada por un par de centriolos rodeados por un material pericentriolar electrodenso y amorfo
que es el centro organizador de microttbulos del que, al inicio de la profase, emergen microtibulos

a modo de radiaciones que constituyen el denominado “aster” (Rodriguez G, 2010).
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En la fase S del ciclo el centrosoma se duplica, y al comenzar la profase los dos centrosomas
hijos se separan y migran a polos opuestos de la célula. Cada centrosoma arrastra su propio sistema
de microtdbulos en la migracion y, de la interaccion de ambos sistemas, resulta el huso mitotico
también llamado huso acromatico. Ademas en esta fase desaparecen los nucléolos y se inicia la
condensacion de la cromatina en forma de cromosomas, integrados por dos cromatidas que son
filamentos de DNA unidos por el centrémero. Las cromatidas van reduciéndose y engrosando a
medida que progresa la profase debido a la espiralizacion creciente de la molécula de DNA
(Rodriguez G, 2010).

Durante la profase, en los cromosomas, aparece una estructura proteica llamada cinetocoro que
sera la encargada de que se produzca la union de los cromosomas al huso. Cada cromosoma
replicado consiste en dos cromatidas hijas unidas entre si a lo largo de su longitud que poseen una
zona de constriccion que se corresponde con una secuencia especializada de DNA Ilamada
centrémero. Cada centrémero o constriccidn primaria del cromosoma, posee dos cinetocoros, uno
a cada lado del mismo (Rodriguez G, 2010).

Los cinetocoros experimentan atraccion por los microttbulos del huso y esta atraccion hace
que los cromosomas avancen hacia el huso mitético y queden conectados a €él. Cada cromatica
establece conexién con uno de los polos del huso a través de los Ilamados microtibulos
cromosOmicos o cinetocoricos (en contraposicion a los microttbulos polares que conectan ambos

centrosomas confluyendo en la zona ecuatorial) (Rodriguez G, 2010).

e Prometafase
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En esta etapa del ciclo las proteinas encargadas de estabilizar la membrana nuclear denominadas
laminas nucleares sufren una fosforilacion por accion de una quinasa que es Cdk mitotica, Cdk 1,
Ilamada también p34cdc2. Como resultado, la envoltura se transforma en pequefias vesiculas
desapareciendo como tal. Este hecho hace posible el contacto fisico entre el huso mitdtico y los
cromosomas duplicados, hasta entonces separados por la membrana.

Los cromosomas migran al ecuador de la célula. Se forma el huso mitético integrado por los
micros tubulos de ambos centrosomas que estan en contacto con los cromosomas. Dicho contacto
se realiza a través del cinetocoro, estructura proteica que envuelve a los cromosomas a nivel de
sus centromeros. Cada cromatica establece conexidn con uno de los polos a traves de los llamados
microttbulos cromosémicos o cinetocdricos (en contraposicion con los microtdbulos polares que
conectan ambos centrosomas confluyendo en la zona ecuatorial) (Rodriguez G, 2010).

e Metafase

La condensacién cromosomica alcanza el maximo desapareciendo por completo la envoltura
nuclear y los microtdbulos del cinetocoro se disponen paralelamente al huso. Los cromosomas
alcanzan el ecuador del huso mitético formandose la placa metafisica. La naturaleza de las fuerzas
que llevan a los cromosomas hasta ese punto no son del todo conocidas, pero parece que en este
proceso estan implicados una serie de movimientos que experimentan los microtdbulos de
estiramiento y contraccion en los que intervienen mecanismos moleculares como incorporacién de
tubulinas en los microttbulos que unen los cromosomas al polo mas proximo, y desprendimiento
de tubulinas en aquellos microtubulos en relacion con el polo més alejado de los cromosomas. Una
vez ahi los cromosomas oscilan ajustando continuamente su posicion reflejo de la tension a la que
se ven sometidos que tiene como fin su perfecta alineacion.

e Anafase
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Al comienzo de esta fase por la accion de enzimas proteoliticas se rompen las conexiones
existentes entre las dos cromatidas hijas que componen cada cromosoma duplicado. Cada una de
ellas avanza, traccionada por los microtibulos asociados al cinetocoro gque se acortan perdiendo
moléculas de tubulina, hacia los polos opuestos de la célula de manera sincronica. El resultado del
proceso son dos conjuntos de cromosomas situados uno en cada polo de la célula que daran lugar
a los nucleos de las células hijas (Rodriguez G & Frias V, 2014).

e Telofase

La Gltima etapa de la mitosis se inicia cuando los cromosomas hijos alcanzan los respectivos
polos. Los microtibulos de los cinetocoros desaparecen. La membrana nuclear se ensambla
alrededor de cada grupo de cromosomas formandose los nucleos de las células hijas. Para ello, es
necesario que proteinas del tipo de laminas de la envoltura nuclear que se fosforilaron durante la
profase se defosforilen. Los cromosomas condensados se des condensan, se han formado dos
nuevos nucleos y solo resta la citocinesis para completar la division (Rodriguez G & Frias V,
2014).

e Citocinesis

El primer signo visible de la citocinesis en células animales es la aparicion de un pliegue en la
membrana citoplasmatica. Esta invaginacion se produce en un plano perpendicular al eje
longitudinal del huso mitético. Durante la anafase se forma un anillo contractil, compuesto de
actina y miosina, en relacion a la invaginacion de la membrana, esta estructura es transitoria

(Rodriguez G & Frias V, 2014).
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45  Marcador Ki-67

El Ki-67 es una proteina nuclear no histénica expresada en las células durante las fases activas
del ciclo celular (G1,S,G2,M), y ausente en las células en estado de reposo (GO0), por lo tanto, el
anticuerpo monoclonal ki- 67 permite la deteccion inmunohistoquimica de células que completan
un ciclo y su expresion proporciona una medida directa de la fraccion de crecimiento celular; de
igual forma, el Ki-67 puede emplearse, como marcador celular, para medir la fraccion de
crecimiento en los tejidos normales y en las neoplasias malignas. Estudios previos han demostrado
que los altos indices de Ki-67 observados en carcinomas orales de células escamosas estaban
correlacionados con la gravedad de la enfermedad y con un prondstico malo.

La capa basal del epitelio oral es la zona donde en condiciones normales se ubica el
compartimento celular en proliferacién, mientras que la capa suprabasal incluye las zonas de
maduracion celular. La deteccion de Ki-67 en la capa suprabasal es un marcador objetivo de la

presencia de displasia epitelial.
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5. Metodologia

5.1. Enfoque de la investigacion

Esta investigacion es de tipo experimental, en la cual se tienen diferentes grupos donde se
comparan parametros cuantificables. Por medio de la ejecucion del proyecto se pretende dar
solucion a los interrogantes sobre la correlacion entre los indices de proliferacion celular con la
agresividad del tumor.
5.2. Areay linea de investigacion de la universidad

Area de investigacion: Ciencias de la Salud.

Linea: Ciencias Odontoldgicas.
5.3. Poblacién y muestra

Los casos se seleccionaron entre 2014 y 2016. El nimero de pacientes fue de 24 hombres y 9
mujeres para un total de 33 pacientes, el periodo de finalizacion de observacion clinica fue hasta

diciembre de 2016, totalizando 36 meses.

5.4.Materiales y Métodos

Aunque para cada caso de tumor, se tiene el registro de tamafio, invasion, estatus de los nédulos.
En esta fase el trabajo se centra en relacionar la morfologia nuclear con estadios de diferenciacion
del tumor; Bien Diferenciado, Moderadamente Diferenciado y Pobremente Diferenciado,
destacando la infiltracion del tumor y la queratinizacion.

Para su valoracion histolégica, todas las biopsias fueron fijadas en formol tamponado, e
incluidos en Paraplast de forma rutinaria, con ayuda del micrétomo fueron obtenidos cortes de 5m,

los cuales fueron contrastados con la tincion Hematoxilina-Eosina (H&E).
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Para el Analisis Nuclear Morfométrico se utilizé el programa FIJI, de libre distribucion, en el
cual se instalo el aplicativo NI, propuesto por (Filippi C, Oliveira, Jurkovski, & Callegari J, 2012).
Este permite la obtencion de la informacién morfométrica de los ndcleos, al cuantificar area
nuclear y cuatro parametros de irregularidad, que generan el indice Nuclear de irregularidad (N11);
porcentaje de nucleos normales (N); irregulares (I); pequefios regulares (SR); pequefios (S)

pequefios e irregulares (SI); largos y regulares (LI), y largos e irregulares (LR).

5.5.Criterios de inclusion

Se seleccionaron los pacientes que fueron atendidos en el Hospital Universitario Hernando
Moncaleano con cancer en cavidad oral como faringe, laringe, lengua, epiglotis en el afio 2014-
2016, se excluyeron los pacientes con cancer de labio ya que esta relacionado con la exposicion
solar y otros factores.
5.6.Procesamiento del Material

Una vez realizada la cirugia se procedié a la fijacion en solucion de formol tamponado al 4%
durante 24h, posteriormente se realizé la deshidratacion del tejido en concentraciones de alcohol
ascendente hasta llegar al 100%, enseguida se sometié a diafanizacion en bafios de xilol, para
concluir en bafios de parafina. Finalmente se realiz6 la inclusion. Una vez formados los bloques
de parafina se cortaron a un espesor de 5 un y fueron repescados en laminas portaobjetos, de forma
rutinaria se realizo el proceso de desparafinacion, finalmente una vez los cortes fueron rehidratados

se uso la tincidn rutinaria de Hematoxilina y Eosina para observar la morfologia general del tejido.
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5.7.Capturay Analisis de Imagenes

La toma de las imagenes se realizo en el Laboratorio de Biologia Celular de la Facultad de
Salud de la Universidad Surcolombiana. Para tal fin se us6 el Microscopio Imager Z2, marca Carl
Zeiss, Alemania, con camara AxioCam | Cm1, del mismo fabricante. Usando el software ZEN

Imaging Software.

5.8.Inmunohistoquimica

Los cortes de 5 um fueron desparafinados de forma rutinaria y posteriormente rehidratados. Se
realizd la recuperacion antigénica en tampon 10 mM citrato buffer, pH 6.0 durante 15 minutos en
olla de presion eléctrica. Las laminas se incubaron en H>O> 1% por 15 minutos, para bloquear la
peroxidasa enddgena. En seguida se us6 BSA 3% por una hora para bloquear la union inespecifica.
Las secciones se incubaron overnight a 4°C con el anticuerpo primario monoclonal anti-Ki67
desarrollado raton (Clone-MIB5; Dako Cytomation Inc., Carpenteria, CA, USA), en una dilucion
1:100 en BSA 1%. Los controles negativos se incubaron solamente con BSA 1% sin el anticuerpo
primario. Se usé el anticuerpo secundario policlonal antimouse desarrollado en conejo, acoplado
a la enzima HRP (peroxidasa de rabano). La reaccion fue revelada con el complejo Revelador
Dako EnVision. Para esto se combind 1 ml de tampdn sustrato con 1 gota (20mL) de cromdgeno

liquido DAB (Diaminobenzidina) (DakoCytomation Inc., Carpenteria, CA, USA). (Figura 4y 5)
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Figura 4. Resumen de la reaccion de Inmunohistoquimica para el marcador Ki67

Polimero de HRP (Peroxidasa de ‘ ’ DAB (Diaminobenzidina)
Rabano)
Anticuerpo Secundario (anti IgG de raton . ® Precipitado
acomplada a HRP)
0 Marron
Anticuerpo Primario (anti-Ki67 desarrollado \
en raton)
, _ \ Portaobjetos con muestra de
Antigeno (Ki67) /" Carcinoma Escamocelular
/ / \

L |

[ J

Fuente: Creado con BioRender.com por los autores Septiembre de 2020
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Figura 5. Proceso de Inmunohistoquimica

Proceso de Inmunohistoquimica. Resumen del material usado: laminas (A) desparafinizacién (B) maquina de presion eléctrica
(C); solucién de recuperacién antigénica (D); Anticuerpo primario Anti- Ki67 (E); Anticuerpo secundario acoplado a HRP (F) y
Revelador con Diaminobenzinida (G)

Fuente: Laboratorio
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5.9.Cuantificacion de celular Ki67 positivas

Los indices de proliferacion fueron obtenidos contabilizando los nucleos de las células Ki67-
positivas y Ki67-negativas (Tefiidas con Metil Green) a una magnificacion de 400X. Un total de
3 laminas por grupo fueron seleccionadas y sometidas a reacciones inmunohistoquimicas.
Aproximadamente un total de 2000 células fueron contadas por cada grupo de investigacion.

Para el Analisis Nuclear Morfométrico se empled el programa F1JI, de libre distribucién, en el
cual se instalo el aplicativo NI, propuesto por (Filippi-Chielay colaboradores, 2011). Este permite
la obtencidn de la informacion morfo métrica de los nucleos, al cuantificar area nuclear y cuatro
parametros de irregularidad, que generan el indice Nuclear de irregularidad (NII); porcentaje de
nucleos normales (N); irregulares (I); pequefios regulares (SR); pequefios (S) pequefios e

irregulares (S1); largos y regulares (LI), y largos e irregulares (LR).

5.10. Inmunofluorescencia

La tincion DAPI, con afinidad por &cidos nucleicos, fue usada para la identificacion de los
nucleos celulares. Para esto, las laminas fueron desparafinizadas y lavadas con dos repeticiones de
xilol refrigerado de 1 min, enseguida se realizaron, 3 cambios de etanol al 95% , y 3 cambios de
solucion salina tampén tris (TBS).

Se aplico entonces el DAPI (mounting medium Abcam ab104139) (1 pg/mL) por 5 min, ,
seguido de dos cambios de TBS, posteriormente cubierto con cubreobjetos y llevados al
microscopio dotado con lampara de fluorescencia. Las imagenes fueron capturadas con la
AxioCam ICm1 acoplada al Microscopio Axio imager Z2 con enfoque en z motorizado y

Obtenidas con el objetivo EC Plan-Neofluar 40x/0.75 M27. Se empled el juego de filtros Set

49, que detecta la excitacion de 358 nm y la emision a 463 nm. Con el programa ZEN Digital
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Imaging se capturaron las imagenes con 300 dpi de resolucién y en formato TIFF como se indica

en la figura 6.

Figura 6. Imagen mediante técnica fluorescencia.

Fuente: AxioCam | Cm1 acoplada al Microscopio Axio imager Z2
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6. Resultados
6.1.Correlacionar indices de proliferacion celular con el estadio de diferenciacion del
cancer de cavidad oral (Marcacion con Técnica de Inmunofluorescencia y Analisis con

el programa FI1JI1)

Figura 7. Marcacion para el anticuerpo ki67 en Carcinoma Escamocelular Moderadamente diferenciado
queratinizante ulcerado e infiltrante.

298297 _294
73" 7310

=
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3 -

Fuente: AxioCam | Cm1 acoplada al Microscopio Axio imager Z2
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La marcacion con Inmunofluorescencia evidencio los nucleos en los grupos experimentales
cancer escamocelular bien diferenciado, moderadamente diferenciado y pobremente diferenciado
(Figura 7), notandose, una mayor cantidad de nucleos en el carcinoma escamocelular pobremente
diferenciado (Figura 7C). Al tabular estos datos se observa un aumento en los nucleos en division
celular a medida que el Cancer avanza hacia el estadio pobremente diferenciado. De forma similar
también son detectados nucleos apoptéticos en mayor porcentaje. (Tabla 1)

Los parametros de irregularidad son: El indice Nuclear de irregularidad (NII); porcentaje de
nucleos normales (N); irregulares (I); pequefios regulares (SR); pequefios (S) pequefios e

irregulares (S1); largos y regulares (LI), y largos e irregulares (LR).

Figura 8. Proceso division celular para parametrizacion

E Bien diferenciado Pobremente diferenciado

Fuente: Propio
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Carcinoma N s SR sI LR | LI I | ToTAL
Escamocelular

. . . 63% 2% 12% 1% 10% 2% 10%

Bien Diferenciado 272) ®) (52) @) 43) (10) 43) 431
[0)

Bien Diferenciado 56% 5% 2(86/)" 1% 1% 1% 19% 3

Ulcerado e Infiltrante (266) (22) 6) (5) @) (88)

g‘jgrgt'ifsirz enciado 137% | 139% | 655% | 43% | 1% | 16% 450

Infiltrante (67) (68) (321) 21) (5) 8)

Bien Diferenciado 1.0%

Queratinizante e 17.7% 15.8% 53.1% 3.5% '(3)0 ) 9% 311

Infiltrante de Células (55) (49) (165) (12) (28)

Grandes

Bien Diferenciado.

SLEUTEELEG 386% | 53% | 472% | 03% | 26% | 59% 203

Crecimiento (117) (16) (143) (1) 8 (18)

Endofitico, Ulcerado

Moderadamente 11.2% 10.4% 71.9% 2% i i 4.5% 356

Diferenciado (40) (37) (256) @) (16)

Moderadamente 9.8%

. . 29.7% 48.8% 1.8% 1.2% 2.2% 6.4%
Diferenciado Ulcerado (49) 498
e Infiltrado (148) (243) 9) (6) (11) (32)
Pobremente o o 58.5 o
Diferenciado (e?ég & (1782)8 Pl % |, (;:) . . “ony | 389
Infiltrante (224) >

Promedio 125.4 40.1 187.5 10.9 8.8 3.5 31.8
DS 96.5 23.6 89.6 9.1 14.1 5.0 25.1
n 1003 321 1500 87 70 28 254

Fuente: Elaboracion propia

Con respecto a los parametros analizados al comparar las desviaciones estandar con su promedio,
los datos de mayor dispersion son los parametros LR Y L1I.

6.2.Analisis histoldgico

A diferencia del tejido regular estratificado plano queratinizado caracteristico de la cavidad oral
(Figura 7A), en las muestras analizadas se encontraron una serie de alteraciones correspondientes
con la progresion de la enfermedad. EI tumor bien diferenciado mostro caracteristicas similares a

la arquitectura del tejido normal, también se observaron perlas de queratina (Figura 7B). En el caso
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del moderadamente diferenciado (Figura 7C) se observaron algunas regiones con queratina pero
aqui ya es evidente el cambio de los nucleos de las células, alteraciones morfoldgicas en el tejido
y perdida de uniformidad del mismo, proceso que es ain mas evidente en el tumor pobremente

diferenciado (Figura 7D) como se indica en la figura 7.

Figura 9. Tipos alteraciones carcinoma

Nota, Fotografias en microscopia dptica de 20x de aumento, de cortes histoldgicos de la cavidad oral. A) Tejido
normal de la cavidad oral, lengua B) carcinoma escamocelular bien diferenciado (CEBD) C) Carcinoma

escamocelular moderadamente diferenciado (CEMD) y D) Carcinoma Escamocelular Pobremente Diferenciado
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6.2 Marcacion Inmunohistoquimica para Ki67

Las reacciones de Inmunohistoquimica mostraron la marcacion positiva en algunos de los
nucleos del tejido, se observaron nucleos en proliferacion en el epitelio y estroma (flechas, Figura
8A). En el carcinoma escamocelular moderadamente diferenciado también se encontraron algunas

perlas de queratina (asterico, Figura 8B).

Figura 10.. Marcacién inmunohistoquimica

Fuente: Laboratorio
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6.3.Caracteristicas sociodemograficas

De las muestras seleccionados se encontré que el promedio de edad de los pacientes
diagnosticados con cancer escamo celular fue de 63 afios de edad; el rango etario de la muestra
varia entre 38 y 93 afios.

Con respecto a la distribucién del sexo de la muestra la Figura 11 muestra la siguiente
tendencia:

Figura 11 Sexo de la muestra

73%

27%

Fuente: Propia

El 73 % de la muestra corresponde al sexo masculino y el 27 % al sexo femenino, de lo cual se
establece una marcada participacion de muestras masculinas.

Con respecto al rango de edad de la muestra, esta se encuentra entre los 38 y 93 afios, con un

promedio de edad de 63 afios.
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Tabla 2. Diagnostico patoldgico, edad, género y lugar anatémico de las muestras seleccionadas por

conveniencia para identificar caracteristicas histolgicas del carcinoma escamo celular.

queratinizante infiltrante.

Cas | Diagndsticos histopatoldgico Edad | Gen Lugar Anatdmico
0

1 Carcinoma escamo celular moderadamente diferenciado | 80 M Laringe
de la regi6n glética izquierda con extension supraglotica e
infraglotica

2 Carcinoma escamo celular pobremente diferenciado 64 M Base de lengua,
infiltrante ganglios y epiglotis

3 Carcinoma escamo celular bien diferenciado 47 M Lengua

4 Carcinoma escamo celular moderadamente diferenciado. 75 M Laringe

5 Carcinoma escamo celular bien diferenciado, ulcerado, 74 M Laringe
infiltrante, que compromete la supra glotis, glotis y su
glotis.

6 Carcinoma escamo celular moderadamente diferenciado 63 M Laringe
infiltrante.

7 Carcinoma escamo celular sarcomatoie. 33 F Lengua

8 Carcinoma escamo celular infiltrante de células grandes, 56 M Lengua vy paladar
queratinizante,moderadamente diferenciado blando

9 Carcinoma  escamo  celular  moderadamente 54 F Lengua
diferenciado ulcerado infiltrado.

10 Carcinoma escamo  celular  bien  diferenciado 79 M Lengua
queratinizante.

11 Carcinoma escamo celular bien diferenciado 66 M Lengua

12 Carcinoma escamo celular de células grandes no 66 M Cavidad oral y ganglio
queratinizante mandibular

13 Carcinoma escamocelular infiltrante de células 72 F Laringe
grandes, querarinizante, bien diferenciado.

14 Carcinoma escamocelular bien diferenciado 55 M Laringe

15 Carcinoma escamocelular moderadamente 54 M Amigdala izquierda
diferenciado, infiltrante.

16 Carcinoma escamocelular moderadamente 52 M Laringe
diferenciado, infiltrante.

Carcinoma  escamocelular  bien  diferenciado 49 M Lengua: bode lateral

17 queratinizante ulcerado e infiltrante. izquierdo

18 Carcinoma escamocelular infiltrante de crecimiento 43 M Lengua
endofitico, ulcerado de células escamosas grandes,
queratinizante, bien diferenciado

19 Carcinoma escamocelular moderadamente 87 F Lengua
diferenciado, ulcerado, infiltrante.

20 Carcinoma escamocelularmoderadamente 41 M Lengua
diferenciado.

21 Carcinoma escamocelular de la lengua, ulcerado, que 63 M Lengua
infiltra

22 Carcinoma escamocelular bien diferenciado, ulcerado, 58 M Lengua
infiltrante.

23 Carcinoma escamocelular pobremente diferenciado no 60 M Amigdala derecha
queratinizante.

24 Carcinoma  escamocelular  bien  diferenciado 92 M Amigdala izquierda
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25 Carcinoma escamocelular moderadamente 62 M Hipofaringe
diferenciado

26 Carcinoma escamocelular moderadamente 47 F Amigdala
diferenciado

27 Comisura anterior y Glotis: Carcinoma escamocelular 66 M Comisura anterior y
queratinizante moderadamente diferenciado glotis: Laringe

28 Carcinoma escamocelular pobremente diferenciado 76 M Lengua
abscesado.

29 Carcinoma  escamocelular  bien  diferenciado 48 F Hemilengua derecha
queratinizante ulcerado infiltrante.

30 Carcinoma escamocelular moderadamente 56 F Hemilengua
diferenciado queratinizante ulcerado infiltrante.

31 Carcinoma escamocelular bien diferenciado. 72 M Cuerda vocal derecha 'y

laringe

32 Carcinoma  escamocelular  bien  diferenciado 67 M Hemilengua lzquierda
queratinizante e infiltrante.

33 Carcinoma  escamocelular  bien  diferenciado 65 F Hemilengua izquierda

queratinizante infiltrante.

Fuente: Autor 2020
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7. Discusién

Estudios previos mostraron resultados similares al aumento de apoptosis en el Cancer de peor
prondstico (Jain, Maheshwari, Alam, Mehdi, & Sharma, 2009); al igual que el estudio realizado
en la presente investigacion se establecié un aumento en apoptosis (SR), lo que indica una
validacion de los estudios anteriores.

El anélisis de la expresion de Ki-67 se usa para determinar el indice de proliferacion de las
células en tejido normal y en muestras de tumor, estudios previos han demostrado que los altos
indices de Ki-67 estaban correlacionados con la gravedad de la enfermedad y con un peor
prondstico (lamaroon, Khemaleelakul, Pongsiriwet, & Pintong, 2003), este planteamiento valida
el hecho de que en la investigacion realizada, se identifico mediante el mercador estadios elevados

de nucleos Apoptdticos y normales.
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8. Analisis y Conclusiones

La marcacion con Inmunofluorescencia evidencio los nucleos en los grupos experimentales de
grado histolégico de cancer escamocelular bien diferenciado, moderadamente diferenciado y
pobremente diferenciado; de acuerdo a esto se identificd una mayor cantidad de nucleos en el
carcinoma escamocelular pobremente diferenciado.

En el carcinoma escamocelular bien diferenciado el 63% de los nucleos fueron normales (N),
mientras que en el diferenciado ulcerado e infiltrante solo el 56% fueron normales, para el caso
de bien diferenciado queratinizante e infiltrante el 13,7% fueron normales, con respecto al bien
diferenciado queratinizante e infiltrante de células grandes el 17,7% de las células fueron
normales, al igual que bien diferenciado queratinizante e infiltrante de crecimiento endofitico,
ulcerado el 38,6 %; en lo que respecta al grado histolégico moderadamente diferenciado y
moderadamente diferenciado ulcerado e infiltrante el porcentaje de nucleos normales fue de
11,2% y 29,7% respectivamente; en el grado histoldgico pobremente diferenciado infiltrante el
porcentaje de nucleos normales fue del 9.9%; el mayor diferencial de nucleos normales se
presento en el carcinoma bien diferenciado.

En el carcinoma escamocelular bien diferenciado el 2% de los nucleos fueron pequefios (S),
mientras que en el diferenciado ulcerado e infiltrante este valor fue del 5%, para el caso de bien
diferenciado queratinizante e infiltrante de células el 13,9 % de los nucleos fueron pequefios, de
igual forma el 15,8% de los nucleos pequefios se presentaron en el bien diferenciado
queratinizante e infiltrante de células grandes; con respecto al bien diferenciado queratinizante e
infiltrante de crecimiento endofitico ulcerado este valor fue de 5,3 %; en lo que respecta al grado
histoldgico moderadamente diferenciado y moderadamente diferenciado ulcerado e infiltrante el

porcentaje de nucleos normales fue de 10,4% Yy 9,8% respectivamente; en el grado histoldgico
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pobremente diferenciado infiltrante el porcentaje de nucleos normales fue del 18.8%; el mayor
diferencial de nucleos pequefios se presentd en el carcinoma pobremente diferenciado infiltrante.

En el carcinoma escamocelular bien diferenciado el 12% de los nucleos fueron pequefios
regulares (SR), mientras que en el diferenciado ulcerado e infiltrante este valor fue del 20%,
para el caso de bien diferenciado queratinizante e infiltrante de células el 65,5% de los nucleos
fueron pequefios regulares, de igual forma el 53,1% de los nucleos pequefios regulares se
presentaron en el bien diferenciado queratinizante e infiltrante de células grandes; con respecto
al bien diferenciado queratinizante e infiltrante de crecimiento endofitico ulcerado este valor fue
de 47,2 %; en lo que respecta al grado histologico moderadamente diferenciado y
moderadamente diferenciado ulcerado e infiltrante el porcentaje de nucleos pequefios regulares
fue de 71,9% vy 48,8% respectivamente; en el grado histologico pobremente diferenciado
infiltrante el porcentaje de nucleos pequefios regulares fue del 58,5%; el mayor diferencial de
nucleos pequefios regulares se presentd en el carcinoma moderadamente diferenciado.

En el carcinoma escamocelular bien diferenciado el 1% de los nucleos fueron pequefios e
irregulares (SI), mientras que en el diferenciado ulcerado e infiltrante este valor fue del 1%, para
el caso de bien diferenciado queratinizante e infiltrante de células el 4,3%% de los nucleos
fueron pequefios e irregulares, de igual forma el 3,5% de los nucleos pequefios e irregulares se
presentaron en el bien diferenciado queratinizante e infiltrante de células grandes; con respecto
al bien diferenciado queratinizante e infiltrante de crecimiento endofitico ulcerado este valor fue
de 0,3 %; en lo que respecta al grado histolégico moderadamente diferenciado y moderadamente
diferenciado ulcerado e infiltrante el porcentaje de nucleos pequefios e irregulares fue del 2% y

1,8% respectivamente; en el grado histologico pobremente diferenciado infiltrante el porcentaje



50

de nucleos pequefios e irregulares fue del 7,3%; el mayor diferencial de nucleos pequefios e
irregulares se presento en el carcinoma pobremente diferenciado infiltrante.

En el carcinoma escamocelular bien diferenciado el 10% de los nucleos fueron largos e
irregulares (LR), mientras que en el diferenciado ulcerado e infiltrante este valor fue del 1%,
para el caso de bien diferenciado queratinizante e infiltrante de células el 1%% de los nucleos
fueron largos e irregulares, de igual forma el 1% de los nucleos largos e irregulares se
presentaron en el bien diferenciado queratinizante e infiltrante de células grandes; con respecto
al bien diferenciado queratinizante e infiltrante de crecimiento endofitico ulcerado este valor fue
de 2,6 %; en lo que respecta al grado histolégico moderadamente diferenciado no se presentaron
nucleos largos e irregulares, mientras que en el moderadamente diferenciado ulcerado e
infiltrante el porcentaje de nucleos largos e irregulares fue del 1,2%; en el grado histologico
pobremente diferenciado infiltrante no se presentaron nucleos largos e irregulares ; el mayor
diferencial de nucleos largos e irregulares se presento en el carcinoma bien diferenciado .

En el carcinoma escamocelular bien diferenciado el 10% de los nucleos fueron largos y
regulares (L1), mientras que en el diferenciado ulcerado e infiltrante, el bien diferenciado
queratinizante e infiltrante de células ,grandes, el bien diferenciado, queratinizante e infiltrante
de crecimiento endofitico ulcerado, asi como en el grado histolégico moderadamente
diferenciado no se presentaron nucleos largos y regulares, mientras que en el moderadamente
diferenciado ulcerado e infiltrante el porcentaje de nucleos largos y regulares fue del 2,2%; en
el grado histol6ogico pobremente diferenciado infiltrante no se presentaron nucleos largos y
regulares ; el mayor diferencial de nucleos largos y regulares se presento en el carcinoma

moderadamente diferenciado ulcerado e infiltrado.
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Los parametros de irregularidad son: El indice Nuclear de irregularidad (N11); porcentaje de
nucleos normales (N); irregulares (I); pequefios regulares (SR); pequefios (S) pequefios e

irregulares (S1); largos y regulares (LI), y largos e irregulares (LR).

Con respecto al tipo de cancer , las mayores prevalencias en la muestra corresponde a
carcinoma escamo celular bien diferenciado (44%), seguido de carcinoma escamo celular
moderadamente diferenciado (38%), carcinoma escamo celular pobremente diferenciado (9%), y
carcinoma escamocelular de células grandes de lengua y sarcomatoide (3%)

A nivel sociodemografico se identificd una mayor participacién del sexo masculino frente al
femenino; por otro lado el rango etario general de dicha poblacion se ubico entre los 38 y 93

afnos de edad., con una media de 63 afos.
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9. Recomendaciones

Se debe contar un ndmero suficiente de células y se debe tener en cuenta la heterogeneidad del

tumor, con el fin de tener un mayor espectro en el analisis.

Se debe tener cuidado para distinguir los linfocitos de los cuerpos apopt6ticos y no incluir
neutrdfilos u otros leucocitos en el recuento.
Ampliar los estudios a poblaciones muéstrales de mayor tamafio, con el fin de tener un amplio

analisis experimental.
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