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Resumen

El objetivo principal de este estudio fue evaluar la inmunoexpresion de la Fosfohistona
H3 (PHH3) en el carcinoma oral de células escamosas, a través de la correlacion con la
inmunoexpresion de Ki-67, el indice de actividad mitotica (1Am), la graduacion

histoldgica de la oms, pardmetros clinico-morfoldgicos y la tasa de sobrevida.

La muestra de estudio estuvo constituida por 62 casos de carcinoma oral de células
escamosas diagnosticados en el Laboratorio de Anatomia Patologica de la Facultad de
Odontologia de la UdelaR. En cada uno de ellos se realiz6 técnica de inmunohistoquimica
para los anticuerpos Ki-67 y PHH3 (serina 10). Se utilizo el software Image J para el indice
de actividad mitotica y la cuantificacion de los biomarcadores, definiendo el porcentaje
de positividad y de figuras mitéticas cada 1000 células tumorales. Con el fin de comparar
la expresion de PHH3, Ki-67 y el 1AM con los pardmetros clinico-morfolégicos se utilizé t
de Student y ANOVA, mientras que para indagar sobre el grado de relacion lineal entre
ellos se empled el coeficiente de correlacién lineal de Pearson. El andlisis de sobrevida
se realizd a través de curvas de sobrevida de Kaplan y Meier y para la comparacion de las

mismas se utilizé el modelo de Cox.

Los resultados mostraron una correlacion significativa entre la expresion de la PHH3
(p 0,016) y el 1AM (p 0,031) con el tiempo de sobrevida. Sin embargo, no se encontrd una
relacién similar con el Ki-67 (p 0,295). Si bien pudimos constatar una asociacion
estadistica entre el grado histolégico y la inmunoexpresién de Ki-67 (p 0,004), la PHH3

no mostré una relacion similar (p 0,564).

Destacamos que no encontramos estudio previo que haya analizado en carcinoma oral de
células escamosas la relacion entre PPH3 y tiempo de sobrevida. En base a los resultados
obtenidos, consideramos importante continuar investigando este tépico, con un protocolo
de inmunohistoquimica estandarizado y en una gran cohorte de casos. También seria
interesante correlacionar su expresion con el estadio TNM y parametros histoldgicos
adicionales como la graduacion del frente de invasion tumoral (FIT), la gemacion tumoral

y la profundidad de invasion (Dol).

Palabras claves: carcinoma oral de células escamosas, Fosfohistona H3, Ki-67,

proliferacion celular.
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Abstract

The main objective of this study was to evaluate the immunoexpression of
Phosphohistone H3 (PHH3) in oral squamous cell carcinoma, through the correlation with
the immunoexpression of Ki-67, the mitotic activity index (MAI), histological grading

WHO, clinical-morphological parameters and survival rate.

The study sample consisted of 62 cases of oral squamous cell carcinoma diagnosed in the
Pathological Anatomy Laboratory of the UdelaR School of Dentistry. In each of them, an
immunohistochemical technique was performed for Ki-67 and PHH3 (serine 10)
antibodies. Image J software was used for the mitotic activity index and biomarker
quantification, defining the percentage of positivity and mitotic figures per 1000 tumor
cells. To compare the expression of PHH3, Ki-67 and MAI with the clinical-morphological
parameters, Student's t-test and ANOVA were used. Pearson's linear correlation
coefficient was used to investigate the degree of linear relationship between them.
Survival analysis was performed through Kaplan and Meier survival curves and the Cox

model was used for their comparison.

The results showed a significant correlation between the expression of PHH3 (p 0.016)
and MAI (p 0.031) with survival time. However, a similar relationship was not found with
Ki-67 (p 0.295). Although we were able to confirm a statistical association between
histological grade and Ki-67 immunoexpression (p 0.004), PHH3 did not show a similar
relationship (p 0.564).

We emphasize that we did not find a previous study that has analyzed the relationship
between PHH3 and survival time in oral squamous cell carcinoma. Based on the results
obtained, we consider it important to continue investigating this topic, with a standardized
immunohistochemical protocol and in a large cohort of cases. It would also be interesting
to correlate its expression with TNM stage and additional histological parameters such as

grading tumor invasion front (TIF), tumor budding, and tumor depth of invasion (Dol).

Keywords: oral squamous cell carcinoma, Phosphohistone H3, Ki-67, cell proliferation.
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Capitulo 1 | Introduccion

1.1. Justificacion y planteamiento del problema de investigacion

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es un tumor sélido maligno que se origina
a partir del epitelio estratificado escamoso de la mucosa oral (Am et al., 2018; Ledo et al.,
2017; Speight & Farthing, 2018). Se caracteriza por presentar diferentes grados de
diferenciacion histoldgica y un elevado potencial invasivo y metastasico (Am et al., 2018;
Ledo et al., 2017; Speight & Farthing, 2018).

El cock representa el cancer mas comunmente diagnosticado en la region de cabeza y
cuello, el sexto tumor maligno mas frecuente a nivel mundial y el 95 % de todas las
neoplasias malignas que se producen en la cavidad oral (Acero-mondragon & Rodriguez-
farias, 2016; Almangush et al., 2020; Blatt et al., 2017; Chang et al., 2019; Farooq &
Bugshan, 2020; Ghanizada, Jakobsen, Grgnhgj, & von Buchwald, 2019; Lopes et al.,
2017; Miranda Galvis et al., 2018; Padma, Sundaresan, Kalaivani, & Thilagavathi, 2019).
Anualmente, en el mundo, son diagnosticados mas de 300.000 nuevos casos de COCE y
fallecen aproximadamente 128.000 personas por causa del mismo (Brockton et al., 2017,
Chen, Hsiao, Chang, & Chang, 2021; Contreras-Ramirez, Donoso, Venegas, & Rivera,
2015; Majumdar, Patil, Sarode, Sarode, & Rao, 2017).

El cock es una neoplasia agresiva con un comportamiento bioldgico impredecible y un
prondstico desfavorable (Gadbail et al., 2021; Lopes et al., 2017). La agresividad de esta
neoplasia maligna se evidencia en que a pesar de las estrategias terapéuticas disponibles
en la actualidad, que incluyen su extirpacion quirargica, ya sea en forma exclusiva o en
combinacion con radioterapia, quimioterapia y/o inmunoterapia, la tasa de sobrevida y de
recurrencia a los 5 afios es deficiente, sobreviviendo solo el 50 % de los pacientes
diagnosticados y tratados; situacion que no ha mejorado en las Gltimas cinco décadas
(Chaudhari, Shukla, Tamhane, Acharya, & Bhake, 2018; lvina, Semkin, Khabadze, &
Babichenko, 2019; Majumdar et al., 2017; Oliveira et al., 2015; Wunschel et al., 2021,
Q. S. Xu et al., 2018; Z. Yang et al., 2019). De hecho, se constata a nivel mundial, un
elevado numero de fallecidos, aun en aquellos casos diagnosticados y tratados
quirdrgicamente en un estadio temprano de la enfermedad (Rezazadeh, Ebrahimi,
Andisheh-tadbir, Ashraf, & Khademi, 2017).
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Con la finalidad de mejorar la baja tasa de sobrevida de los pacientes con COCE, una linea
importante de investigacion se encuentra abocada a la identificacién de biomarcadores
moleculares de valor pronostico (Alicandri-ciufelli, 2016; Almangush et al., 2017;
Bartolomeo et al., 2016; Blatt et al., 2017; Jing et al., 2019; Z. Yang et al., 2019).

La proliferacion celular es un proceso bioldgico esencial, clave en el crecimiento y
conservacion de la homeostasis tisular (Gadbail et al., 2021; Van Diest, Brugal, & Baak,
1998). Asimismo, la pérdida del control de este proceso, fue reconocido por Hanahan y
Weinberg (2000, 2011) como un sello distintivo del cancer (Hallmark of Cancer), debido
a su rol fundamental en el desarrollo de las neoplasias malignas (Chitra, Boaz, N, Lewis,
& K.s., 2019; Feitelson et al., 2016; Hanahan & Weinberg, 2011; Ladstein, Bachmann,
Straume, & Akslen, 2012; Takkem et al., 2018).

De hecho, en varios tipos de cancer humano, la evaluacién de la proliferacion celular se
considera un pardmetro histolégico muy importante, tanto en la definicion del
comportamiento bioldgico tumoral, particularmente del potencial de recidiva local y
metastasico, como en la determinacion del pronostico individualizado a cada paciente
(Chitra et al., 2019). En este sentido, con la finalidad de poder cuantificar este parametro
en cada tumor en particular, se han desarrollado diferentes métodos y marcadores de
proliferacion, entre ellos, los méas utilizados son el indice de actividad mitética (1AM) y la
inmunoexpresion de Ki-67, pero a ambos se les objeta el presentar una importante
variabilidad intra e interobservador (Chitra et al., 2019; Khieu et al., 2019; J.-Y. Kim et
al., 2017; Lea et al., 2021).

Sin embargo, en el cock, la evaluacion de la proliferacion tumoral no forma parte del
sistema de estadificacion actual (Almangush et al., 2020). No obstante, constituye una
linea de investigacion, como tantas otras, justificada en parte por la pobre tasa de
sobrevida que presentan los pacientes diagnosticados, ain en estadios tempranos de la
enfermedad y por la necesidad de poder identificar aquellos casos que tienen un mayor
riesgo de recurrencia (Gadbail et al., 2021; D. W. Kim et al., 2019; Takkem et al., 2018).
Realidad que no ha mejorado en los ultimos afios, a pesar de los avances en las técnicas
de diagnostico y modalidades de tratamiento, que pone en cuestionamiento el sistema de
estadificacion vigente como responsable de tratamientos insuficientes o innecesarios, al
no poder reflejar adecuadamente el comportamiento biolégico de cada COCE en particular
(Gadbail et al., 2021; D. W. Kim et al., 2019).

14



Si bien, hasta ahora no se ha podido determinar un panel de marcadores moleculares con
valor pronostico en el cock; aquellos utilizados para evaluar la capacidad proliferativa
tumoral son considerados por algunos autores como buenos candidatos, complementarios
a la evaluacion prondstica basada en parametros convencionales (Bhuyan, Sarangi, Das,
Das, & Nayak, 2018; Takkem et al., 2018). En base a esta linea de investigacion fue
desarrollado este trabajo, con el objetivo principal de conocer el comportamiento del
biomarcador PHH3 en el cocE, utilizando como pardmetros de comparacion el Ki-67 y el

IAM.

El interés por el estudio del anticuerpo Fosfohistona H3 (PHH3), reconocido como un
biomarcador de proliferacion celular y especifico de células en mitosis, surge luego de
analizar la bibliografia, donde observamos que el mismo, en comparacion con otros
biomarcadores de proliferacion celular, ha sido poco estudiado (Hao et al., 2018; Ramani,
Taylor, Miller, Sowa-Avugrah, & May, 2015). Sin embargo, en los ultimos afios ha
aumentado el ndmero de investigaciones que lo tienen como objeto de estudio en
diferentes tumores malignos, recalcandose en algunas de ellas, ciertas ventajas de PHH3
como marcador de proliferacién celular con respecto al Ki-67 (Khieu et al., 2019; J.-Y.
Kim et al., 2017; Ohashi et al., 2018). Asi, una de las principales caracteristicas que lo
destacan, es el presentar una inmunomarcacion clara y bien contrastada, limitada a las
células que se encuentran en la fase M del ciclo celular, mientras que las células en
interfase no lo expresan o lo hacen minimamente (Khieu et al., 2019; J.-Y. Kim et al.,
2017; Ohashi et al.,, 2018). Ademas, estudios recientes han demostrado que la
inmunocuantificacion de este biomarcador tiene valor pronéstico en diferentes tumores
malignos sélidos (Bedekovics et al., 2018; Chow et al., 2017; Hao et al., 2018; J.-Y. Kim
etal., 2017; Laflamme et al., 2020; Olar, 2015; Siriweera & Zardawi, 2016). No obstante,
el comportamiento de PHH3 en el cOCE ha sido escasamente estudiado y particularmente
su relacion con la tasa de sobrevida, uno de los objetivos especificos de este trabajo, no

ha sido hasta ahora objeto de investigacion.

En cambio, en el cock, a diferencia del anticuerpo PHH3, uno de los biomarcadores de
proliferacion celular que si ha sido ampliamente estudiado es el Ki-67 (Ahmad et al.,
2020; Bhuyan et al., 2018; Chaudhari et al., 2018; Cortegoso et al., 2017; Gadbail et al.,
2021; Jing et al., 2019; Padma et al., 2019; Takkem et al., 2018). Sin embargo, los

estudios sobre el valor de la expresion de este biomarcador en la determinacion de la
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sobrevida de los pacientes con cOCE han mostrado resultados contradictorios (Lopes et
al., 2017; Xie et al., 2016).

En este contexto, es que surge nuestro principal objetivo de investigacion, cuyo eje central
es la evaluacion del biomarcador PHH3 en el COCE, escasamente estudiado en esta
patologia. Para ello, utilizamos como parametros de comparacion, la inmunoexpresion de
Ki-67 y el 1AM, dos clasicos en la determinacion de la capacidad proliferativa de las
neoplasias malignas.

1.2. Objetivos

Objetivo general

e Determinar y evaluar la inmunoexpresion de la PHH3 en el COCE, a
través de la correlacion con la inmunoexpresion de Ki-67, el 1Am, la
graduacién histoldgica de la oms, parametros clinico-morfoldgicos y
la tasa de sobrevida.

Objetivos especificos

o Identificary localizar la expresion de los biomarcadores Ki-67 y PHH3

en el cock.

e Correlacionar entre si la inmunoexprsion positiva de los

biomarcadores Ki-67 y PHH3 en el COCE.

e Correlacionar la inmunoexpresion positiva de los biomarcadores con

los parametros clinico-morfolégicos del cock.
e Correlacionar el 1AM con la inmunoexpresion de Ki-67 y PHH3.

e Correlacionar la inmunoexpresién positiva de los biomarcadores con

la sobrevida de los pacientes.
1.3. Metodologia

Se realizd un estudio descriptivo, retrospectivo y transversal, tanto para la identificacion
y localizacion de los biomarcadores objeto de estudio, como para la correlacion de estos
con el 1AM y los pardmetros clinicos-morfoldgicos del coce. En cambio, para el analisis
de la tasa de sobrevida en relacion a la inmunoexpresion de Ki-67 y pHH3, el disefio del

estudio fue longitudinal y analitico.
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La muestra estuvo constituida por 62 cocke diagnosticados en el Laboratorio de Anatomia
Patoldgica de la Facultad de Odontologia de la UdelaR, en el periodo comprendido entre
enero de 2007 y diciembre de 2015. EIl tipo de muestreo fue no probabilistico por

conveniencia.

En este trabajo las variables independientes consideradas fueron: a) graduacion
histoldgica del cock segun la clasificacion propuesta por la oms (2017); b) paciente vivo
0 muerto, en este Ultimo caso se considero el tiempo de sobrevida desde el momento del
diagnostico histologico; c) edad; d) género y e) localizacion topogréfica agrupada.
Mientras que el 1AM, el indice de expresion de Ki-67 y el indice de expresion de PHH3
fueron las variables dependientes.

Se realizo el procesamiento inmunohistoquimico (IHQ) para los anticuerpos Ki-67 y PHH3
(serina 10). Las laminas histolégicas, tanto de hematoxilina-eosina (H-E) para la
determinacion del 1AM, como de HQ para los biomarcadores Ki-67 y PHH3, fueron
digitalizadas previo a su analisis. Para la cuantificacion de las variables dependientes se

utilizo el software Image J.
1.3.1. Andlisis estadistico

El anélisis estadistico consistié en la comparacion de la expresién de los marcadores
considerados mediante estadisticas descriptivas (medias y desvio estandar), para las
variables continuas y distribucion de frecuencias para las variables categéricas. Para
comparar la expresién de los marcadores segun sexo, edad, localizacion y grado
histoldgico, cuando se trataron de dos grupos, se utilizé la comparacion de medias basada
en la Prueba t de Student para muestras independientes. Asimismo, en los casos donde se
compararon tres 0 mas grupos, se empled el modelo de Andlisis de Varianza (ANOVA)
(Anscombe, 1948).

Adicionalmente se confeccionaron diagramas de dispersién para indagar sobre el grado
de correlacion lineal entre las tres variables dependientes, calculando en cada caso el
coeficiente de correlacion lineal de Pearson. El andlisis de sobrevida se llevé a cabo
mediante la confeccion de curvas de sobrevida, construidas siguiendo la metodologia de
Kaplan y Meier (1958), mientras que las comparaciones de las mismas se realizaron
mediante el modelo de Cox (1972).

Todas las pruebas se llevaron a cabo con un nivel de significacion del 5 %. El analisis se

realizado mediante el paquete estadistico R (R Core Team, 2019), en particular el analisis
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de sobrevida, se llevé a cabo a través de los procedimientos incluidos en la libreria
survival (Emura, Matsui, & Rondeau, 2000).

1.4. Principales resultados obtenidos

En este trabajo pudimos identificar una relacion estadisticamente significativa entre el
grado histolégico del coce y la inmunoexpresion de Ki-67 (p 0,004). Asi, en los cOCE
bien diferenciados se observo una menor expresion de Ki-67 (media 28,97), elevandose
en los coce moderadamente diferenciados (media 41,27) y alcanzando la mayor
expresion en los coce pobremente diferenciados (media 43,37). Sin embargo, con el
biomarcador PHH3 no se hallé una relacion similar (p 0,564). Tampoco se pudo demostrar
una correlacion estadisticamente significativa entre los biomarcadores estudiados y las

variables independientes, sexo, edad y localizacion.

Al correlacionar las variables Ki-67 y PHH3, registramos una relacion significativa
(p 0,041) entre ellos. En general, el grado de expresion del anticuerpo PHH3 fue
marcadamente menor que el de Ki-67, con una media de 1,34 (DE 0,62) y 38,14
(DE 14,44) respectivamente. Adicionalmente, el anticuerpo PHH3 se caracterizd porque
ademas de presentar un rango estrecho de inmunomarcacion, la intensidad de la tincion
fue fuerte y se correlaciond positivamente con la morfologia de los nucleos segun las
diferentes etapas de la mitosis. En cambio, el anticuerpo Ki-67 demostré un rango de
expresion amplio, con patrones e intensidad de tincidn variable y en algunos casos,

ademas, se observo inmunoexpresion positiva por parte de células estromales.

Al analizar la relacion entre los biomarcadores y el 1AM, no se encontrd suficiente
evidencia que indique una correlacion significativa con el Ki-67 (p 0,194). En cambio, en
funcién del coeficiente de correlacién calculado (r 0,450), con un p-valor < 0,001, si se
observo una asociacién estadisticamente significativa entre el 1AM y la PHH3. Ademas,
como se describe en la bibliografia, con respecto a la determinacion del 1AM en laminas
de H-E; el anticuerpo PHH3 nos permitio identificar méas facilmente las figuras mitoticas
(F™m) positivas y los campos con mayor densidad mitdtica, pudiendo por lo tanto constatar

su rol como marcador especifico de mitosis.

En cuanto al analisis de sobrevida, se observo el evento de fallecimiento en 48 pacientes,
el tiempo mediano de sobrevida global estimado fue de 1,51 afios (0,92; 2,69) y la tasa
de sobrevida a los cinco afos, sin considerar el estadio de la enfermedad, fue del 27 %
(0,18; 0,41).
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Asimismo, del estudio de la posible asociacion entre cada marcador (Ki-67, PHH3 € 1AM)
y la sobrevida de los pacientes, de forma bivariada y multivariada, observamos una
asociacion significativa entre el tiempo de sobrevida y la expresion de PHH3 (p 0,016).
También registramos una relacion significativa y similar con el 1AM (p 0,031),
constatandose que, a mayores valores de este, asi como de la inmunoexpresion de PHH3,
menor es el tiempo de sobrevida. En cambio, para el KI-67, no se encontr6 asociacion

estadisticamente significativa (p 0,295) con la sobrevida.

Este trabajo estd organizado en seis capitulos. Primeramente, capitulo 1, la presente
Introduccion. En el capitulo 2, Estado de la cuestion: consideraciones teoricas y
antecedentes, se fundamenta la importancia de la pérdida del control de la proliferacion
celular como un sello distintivo de la transformacion neoplasica y en ese contexto, como
marcadores de la capacidad proliferativa tumoral, son presentadas las variables
dependientes de este estudio: PHH3, Ki-67 e 1AM. También se define al cocE y se
describen sus rasgos principales en cuanto a etiologia, epidemiologia, caracteristicas
clinico-patologicas y graduacién histolégica. En el capitulo 3, Metodologia, se detalla el
disefio metodoldgico empleado para la ejecucion de este trabajo de investigacion. En el
capitulo 4, Resultados, son presentadas las principales observaciones y asociaciones con
valor estadistico obtenidas. En el capitulo 5, Discusién, son analizados los resultados de
nuestro trabajo, en base a los obtenidos por investigaciones previamente publicadas y
fundamentos teoricos planteados. También se formulan las principales limitaciones de la
investigacion. Finalmente, en el capitulo 6, Consideraciones finales, se destacan los
principales conceptos y resultados; en particular, el estudio del biomarcador PHH3 en el

COCE Y su correlacion con la sobrevida, topico original de este trabajo.

19



Capitulo 2 | Estado de la cuestidn: consideraciones tedricas y antecedentes

Este capitulo describe el marco conceptual que fundamenta el estudio de los
biomarcadores Ki-67 y PHH3 en el cocte. En primer lugar, se realizan algunas
consideraciones sobre la pérdida de control de la proliferacion celular como un evento
clave en el desarrollo de las neoplasias malignas (8 2.1). Ademas, con el fin de
conceptualizar a los biomarcadores estudiados y al 1AM como indicadores del grado de
proliferacion celular, se repasan los conceptos principales del ciclo celular (2.1.1). En
segundo lugar, se exponen las caracteristicas fundamentales del coce (8 2.2); en un
primer apartado se describen las principales consideraciones en cuanto a su etiologia,
epidemiologia y caracteristicas clinico-patoldgicas (2.2.1) y en un segundo apartado, se
detallan los criterios definidos por la oms (2017) para su graduacion histopatoldgica
(2.2.2). En tercer lugar, se realizan algunas consideraciones generales sobre los métodos
de evaluacion de la proliferacion celular (8 2.3), en particular se desarrollan las
caracteristicas que definen, fundamentan y limitan la utilizacion del Ki-67 (2.3.1), del
1AM (2.3.2) y de la PHH3 (2.3.3) en las neoplasias malignas, especificamente en el COCE.

2.1. La pérdida del control de la proliferacion celular: un evento clave en el

desarrollo de las neoplasias malignas

El cancer es una enfermedad que ha estado presente en el transcurso de la historia de
humanidad (Molina Romero, Laserna Mendieta, Varo Sanchez, Alonso-Cerezo, & Orera
Clemente, 2018). Con el devenir de los afios, debido a la mejora en la esperanza de vida
del ser humano, su prevalencia ha aumentado progresivamente, transformandose en un
problema de salud publica a nivel mundial y un desafio importante para la medicina
moderna (Hao et al., 2018; Molina Romero et al., 2018).

Los diferentes tipos de cancer humano son el resultado de la acumulacion de alteraciones
genéticas y epigenéticas, responsables del comportamiento biolégico maligno, debido a
gue modifican vias de sefalizacion especificas, implicadas en el desarrollo y en el
establecimiento de las caracteristicas fenotipicas tumorales (Butler, Mackay, Denniston,
& Daley, 2016; Hanahan & Weinberg, 2011; Rivera & Venegas, 2014; Sasahira & Kirita,
2018). Este proceso de multiples pasos, fue resumido por Hanahan y Weinberg (2000,
2011) en los denominados “Sellos distintivos del cancer” (Hallmarks of cancer),
clasificacion que intenta englobar el conjunto de caracteristicas y eventos comunes a los

diferentes tipos de cancer, que determinan su comportamiento, crecimiento y capacidad
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metastasica (Butler et al., 2016; Hanahan, 2022; Hanahan & Weinberg, 2000, 2011;
Rivera & Venegas, 2014; Sasahira & Kirita, 2018).

La misma ha sido modificada por sus autores con el devenir del conocimiento cientifico
(Hanahan, 2022; Hanahan & Weinberg, 2000, 2011). Actualmente incluye diez
caracteristicas, de las cuales se tipifican como distintivas en el desarrollo del cancer: a) la
autosuficiencia en el mantenimiento de la sefializacion proliferativa, b) la capacidad para
evadir los mecanismos supresores del crecimiento tumoral, c¢) el poder para resistir la
muerte celular, d) el presentar inmortalidad replicativa, €) la capacidad para inducir de
forma sostenida la angiogénesis, f) la capacidad de invasion y metéstasis, g) la capacidad
de reprogramacion del metabolismo energético celular y h) la facultad por parte de las
células tumorales de poder evadir de forma activa la respuesta inmune del huésped (Butler
etal., 2016; Hanahan, 2022; Hanahan & Weinberg, 2000, 2011; Rivera & Venegas, 2014;
Sasahira & Kirita, 2018).

Como estas caracteristicas distintivas por si solas no abarcan todos los mecanismos
moleculares y celulares precisos que permiten el desarrollo tumoral y progresion maligna,
se incluyen en la clasificacion otras dos, denominadas habilitadoras: i) la inestabilidad
gendmicay j) el contexto inflamatorio desencadenado por el sistema inmune del huésped
en respuesta al tumor (Butler et al., 2016; Hanahan & Weinberg, 2000, 2011; Sasahira &
Kirita, 2018). No obstante, recientemente Hanahan (2022), en una nueva revision, plantea
cuatro caracteristicas adicionales emergentes que podrian ser incluidas a este modelo: k)
desbloqueo de la plasticidad fenotipica, I) reprogramacién epigenética no mutacional, II)
microbiomas polimérficos y m) células senescentes. Las cuales, al igual que las
anteriores, son caracteristicas presentes en la carcinogénesis de los diferentes tipos de
tumores malignos del cuerpo humano (Hanahan, 2022). En la figura 1 son

esquematizados los sellos distintivos del cancer anteriormente enumerados.

La proliferacion celular es un proceso biologico fundamental, altamente regulado, clave
en el crecimiento y desarrollo, asi como en el mantenimiento de la homeostasis tisular
(Gadbail et al., 2021; Van Diest et al., 1998; Watanabe et al., 2010). Como ha sido
anteriormente establecido, la pérdida del control de este proceso, es reconocido como un
caracteristica distintiva del cancer, esencial en el desarrollo y en la progresion de las
neoplasias malignas (Bhuyan et al., 2018; Chitra et al., 2019; Dantas et al., 2021,
Feitelson et al., 2016; Hanahan & Weinberg, 2011; Ladstein et al., 2012; Marangon Junior
et al., 2018; Takkem et al., 2018).
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FIGURA 1. Sellos distintivos del cancer. A la izquierda, las caracteristicas distintivas y
habilitadoras del cancer descriptas por Hanahan y Weinberg (2011). A la derecha, esquema que
incorpora los sellos distintivos emergentes y caracteristicas habilitadoras adicionales propuestas
por Douglas Hanahan (2022). Adaptado de Hanahan, D. (2022). Hallmarks of cancer: New
Dimensions. Cancer Discovery, 12(1), 31-46.

De hecho, en oncologia, para el estudio, diagnostico y tratamiento de diferentes
neoplasias malignas, se utiliza el grado de proliferacion celular como un parametro
importante, que refleja el comportamiento bioldgico, condiciona el prondstico y define el
plan de tratamiento individualizado a cada paciente en particular (J.-Y. Kim et al., 2017;
Siriweera & Zardawi, 2016; Sudarshini et al., 2018; Watanabe et al., 2010; Xie et al.,
2016). Para su valoracion, se han identificado diferentes antigenos moleculares, que al
ser expresado por las células en proliferacion activa — aquellas que se encuentran
transcurriendo por las fases Gi, S, G2 y M del ciclo celular — pueden ser utilizados como

potenciales biomarcadores predictores de la proliferacion sostenida (Blatt et al., 2017).

A continuacion, se describen los conceptos fundamentales del ciclo celular, esenciales
para poder conceptualizar a los biomarcadores Ki-67, PHH3 y al 1AM como indicadores

del grado de proliferacion celular.
2.1.1. Ciclo celular

Las células neoplasicas malignas presentan alteraciones en los mecanismos de control y
regulacién del ciclo celular, responsables de la proliferacion celular descontrolada y la
replicacion excesiva del ADN (Feitelson et al., 2016; Williams & Stoeber, 2012). Por
consiguiente, la péerdida del control del ciclo celular por parte de las células tumorales
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ocasiona mayor inestabilidad genémica y promueve nuevas mutaciones (Feitelson et al.,
2016; Williams & Stoeber, 2012).

El ciclo celular es definido como la serie de eventos moleculares secuenciales que tienen
lugar en una célula y que conducen a su division en dos células hijas (Bavle, 2014;
Eastman & Guo, 2020). Con el fin de preservar la integridad genética, al tiempo que
aumenta el nimero de células, la progresion del ciclo celular es altamente regulada
(Eastman & Guo, 2020; Feitelson et al., 2016).

Como se pude observar en la figura 2, el ciclo celular se encuentra constituido por cuatro
fases secuenciales, Gi, s, G2 Y M, siendo las mas importantes, la fase s donde se produce
la replicacion del ADN y la fase M donde la celula se divide en dos células hijas (Bavle,
2014; Eastman & Guo, 2020; Williams & Stoeber, 2012). Durante la fase G1, que precede
a la fase s, la célula aumente de tamafio y se caracteriza por ser el Unico periodo del ciclo
celular, donde la misma es sensible a sefiales de crecimiento externas, tanto positivas
como negativas (Bavle, 2014; Eastman & Guo, 2020; Feitelson et al., 2016; Williams &
Stoeber, 2012). Mientras que en la fase G, instancia posterior a la fase s, la célula se
prepara para entrar en el proceso de mitosis (Bavle, 2014; Eastman & Guo, 2020;
Feitelson et al., 2016; Williams & Stoeber, 2012).

Las fases Gi1, S y G2 constituyen el periodo de sintesis del ciclo celular, también Ilamado
interfase, durante el cual el ADN se replica y el resto de los componentes celulares se
producen en cantidades suficientes, para poder satisfacer las necesidades de las dos
células hijas resultantes (Mcintosh, 2016). Todos los elementos sintetizados durante la
interfase, son reorganizados durante la fase m, de forma tal, que después de la citocinesis,
cada una de las células hijas se encuentren completamente dotadas de los elementos
necesarios para crecer y dividirse nuevamente (Bavle, 2014; Eastman & Guo, 2020;
Mcintosh, 2016)

Después de la fase M, cada célula hija puede pasar a la fase G: (reiniciando un nuevo ciclo
celular) o abandonar el ciclo en forma reversible o irreversible. Asi, Go representa un
estado de quiescencia, en el que las células se han retirado reversiblemente del ciclo de
division celular, en respuesta a una alta densidad celular o a la privacién de mitégenos
(Bavle, 2014; Eastman & Guo, 2020; Williams & Stoeber, 2012). Alternativamente, las
células pueden retirarse irreversiblemente del ciclo celular, al adquirir un estado de

diferenciacion terminal o senescente (Williams & Stoeber, 2012). La progresion a través
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del ciclo celular es impulsada por la familia de quinasas dependientes de ciclina y sus
reguladores, las ciclinas (Feitelson et al., 2016; Williams & Stoeber, 2012).
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FIGURA 2. Ciclo celular de una célula eucariota normal. Durante la interfase la célula crece
continuamente, durante la fase M se divide. La replicacion del ADN se produce durante la fase S.
Adaptado de Lomanto, L., Ortiz, O., Breton, C., Gomez, A., & Mesa, V. (2003). El ciclo
celular. Medunab, 6 (16), 21-29.

2.2. Carcinoma oral de células escamosas

El cock es un tumor so6lido maligno que se origina a partir del epitelio estratificado
escamoso de la mucosa oral (Am et al., 2018; Le&o et al., 2017; Speight & Farthing,
2018). Se caracteriza por presentar diferentes grados de diferenciacion histoldgica y un
elevado potencial invasivo y metastasico (Am et al., 2018; Ledo et al., 2017; Speight &
Farthing, 2018).

2.2.1. Etiologia, epidemiologia y caracteristicas clinico-patoldgicas del

carcinoma oral de células escamosas

El cock representa el cancer mas cominmente diagnosticado en la region de cabeza y
cuello, el sexto tumor maligno mas frecuente a nivel mundial y el 95% de todas las
neoplasias malignas que se producen en la cavidad oral (Acero-mondragén & Rodriguez-
farias, 2016; Almangush et al., 2020; Blatt et al., 2017; Chang et al., 2019; Farooq &
Bugshan, 2020; Ghanizada et al., 2019; Lopes et al., 2017; Miranda Galvis et al., 2018;
Padma et al., 2019). Anualmente, en el mundo, son diagnosticados mas de 300.000

nuevos casos de cock y fallecen aproximadamente 128.000 personas por causa del mismo
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(Brockton et al., 2017; Chen et al., 2021; Contreras-Ramirez et al., 2015; Majumdar et
al., 2017).

El cocE es una neoplasia agresiva con un comportamiento bioldgico impredecible y un
prondstico desfavorable (Gadbail et al., 2021; Lopes et al., 2017). La agresividad de esta
neoplasia maligna se evidencia en que a pesar de las estrategias terapéuticas disponibles
en la actualidad, que incluyen su extirpacion quirurgica, ya sea en forma exclusiva o en
combinacion con radioterapia, quimioterapia y/o inmunoterapia, la tasa de sobrevida y de
recurrencia a los 5 afios es deficiente, sobreviviendo solo el 50 % de los pacientes
diagnosticados y tratados; situacion que no ha mejorado en las Ultimas cinco décadas
(Chaudhari et al., 2018; lIvina et al., 2019; Majumdar et al., 2017; Oliveira et al., 2015;
Wunschel et al., 2021; Q. S. Xu et al., 2018; Z. Yang et al., 2019). De hecho, se constata
a nivel mundial, un elevado namero de fallecidos, atn en aquellos casos diagnosticados
y tratados quirirgicamente en un estadio temprano de la enfermedad (Rezazadeh et al.,
2017).

La etiologia del cock es multifactorial, siendo considerados como los principales factores
de riesgo en la carcinogénesis oral, el tabaco y el alcohol (Chaudhari et al., 2018; Chen
et al., 2021; dos Santos Costa et al., 2018; Gatoo & Dar, 2018). Aproximadamente el 75
al 90 % de los cocE se encuentran asociados al uso de tabaco (Gatoo & Dar, 2018). De
hecho, los pacientes que consumen tabaco, tienen 20 a 40 veces mas riesgo de desarrollar
una neoplasia maligna de cabeza y cuello, que aquellos pacientes que no asocian este
habito (Gatoo & Dar, 2018). Otros factores de riesgos que han sido vinculados a la
etiologia del cock son: el virus del papiloma humano (subtipos 16 y 18), las dietas pobres
en frutas y verduras, la higiene bucal deficiente y la masticacion de la nuez de betel
(Ahmad et al., 2020; Am et al., 2018; Gatoo & Dar, 2018; Holmes & Wenig, 2019; Leite
et al., 2018; Rivera & Venegas, 2014). Asimismo, para el coce de labio, el principal

factor de riesgo es la exposicion a la luz ultravioleta (Am et al., 2018; Leite et al., 2018).

El cock es més prevalente en el sexo masculino — probablemente, debido a una mayor
exposicion a factores de riesgo —. Ademas, su incidencia aumenta con la edad,
presentandose con mayor frecuencia después de la quinta déecada de la vida (Ahmad et
al., 2020; dos Santos Costa et al., 2018; Kang, Kiess, & Chung, 2015; Leite et al., 2018;
Rivera & Venegas, 2014). Sin embargo, aproximadamente el 0,4 al 3,6 % de los coce

ocurren en pacientes jovenes (menores de 40 afios) (dos Santos Costa et al., 2018;
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Miranda Galvis et al., 2018). De hecho, es destacar que se observa a nivel mundial, una
tendencia al alza de la incidencia de esta enfermedad en este grupo etario (dos Santos
Costa et al., 2018; Miranda Galvis et al., 2018; Pereira, Barroso, Nonaka, Pinto, & de
Souza, 2016; Thomson, 2018). En la poblacion joven la evidencia sugiere que los factores
de riesgos tradicionales tienen menos peso, siendo méas importante la predisposicion
genética y la influencia de factores nutricionales y bioldgicos, como la infeccion por el
virus del papiloma humano, especialmente del subtipo 16 (Holmes & Wenig, 2019; Leite
et al., 2018; Miranda Galvis et al., 2018; Oliveira et al., 2015).

Si bien, el cock se puede desarrollar en cualquier sitio de la cavidad bucal, se topografia
con mayor frecuencia en bordes laterales de lengua y piso de boca (Kintawati & Pramesti,
2019; Leite et al., 2018; Rodrigues et al., 2020). Con menor regularidad se presenta en

encia, reborde alveolar, trigono retromolar y mucosa yugal (Z. Yang et al., 2019).

El prondstico del cock se relaciona a parametros clinicos e histopatoldgicos, como el
tamafio tumoral, la presencia de ganglios linfaticos metastasicos, el grado de
diferenciacion tumoral, la invasion de estructuras adyacentes, la localizacion y el
tratamiento realizado (Almangush et al., 2020; Chang et al., 2019; Gonzalez & Beovide,
2020; Majumdar et al., 2017). El sistema de estadificacion TNM del inglés TNM Staging
System, donde T significa tamafio o extension del tumor primario, N compromiso de
ganglios linfaticos regionales y M presencia de metastasis a distancia, es un método
universal de estadificacion de la enfermedad del paciente con cancer y constituye un
factor prondstico importante para la toma de decisiones terapéuticas (Gonzalez &
Beovide, 2020; Oliveira et al., 2015; Steigen et al., 2020; Sundermann, Uhlmann,
Hoffmann, Freier, & Thiele, 2018; Wunschel et al., 2021).

Morfolégicamente el cocE se observa como una proliferacién neoplésica epitelial
maligna, conformada por nidos, cordones e islotes que invaden el conjuntivo y que
recuerdan en mayor o menor grado al epitelio escamoso de la mucosa de origen (El-
Naggar, Takata, Slootweg, Chan, & Grandis, 2017; Gonzalez & Beovide, 2020; Speight
& Farthing, 2018). Actualmente la graduacion histopatoldgica del coce se realiza en base
a la clasificacion histoldgica de la oms y al frente de invasién tumoral (EI-Naggar et al.,
2017; Gonzélez & Beovide, 2020).
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2.2.2. Graduacion histopatologica del carcinoma oral de células escamosas

La Clasificacion de tumores de cabeza y cuello de la oms en su cuarta edicion (2017),
mantiene para el coce la clasificacion histopatoldgica que utiliza como criterio de
tipificacion el grado de semejanza observado entre el paréngquima tumoral y el epitelio
escamoso oral de origen (Almangush et al., 2020; El-Naggar et al., 2017; Speight &
Farthing, 2018; B. Xu et al., 2021). En funcién de la cual, la oms reconoce tres variantes
histopatoldgicas en el coce: bien diferenciado, moderadamente diferenciado y
pobremente diferenciado (Almangush et al., 2020; EI-Naggar et al., 2017; Speight &
Farthing, 2018; B. Xu et al., 2021). Broders en 1920 definié los parametros que guian
esta clasificacion, considerando como tales: grado de queratinizacion, atipia cito-nuclear
y patron infiltrativo (Almangush et al., 2020; EI-Naggar et al., 2017; Speight & Farthing,
2018).

Si bien, la oms continda utilizando esta clasificacion histopatoldgica basada en criterios
clasicos, reconoce que la misma por si sola no ofrece una buena correlacion prondstica
(Almangush et al., 2020). Con la finalidad de mejorar su precision predictiva, se han
evaluado parametros histoldgicos adicionales como el grosor del tumor, el patrén de
crecimiento, la graduacion del frente invasivo tumoral, la gemacion del tumor (grupos
invasores de cuatro o menos células tumorales en el frente invasivo) y la profundidad de
invasion (pol) (Almangush et al., 2020; Wunschel et al., 2021). Este ultimo, ha sido
incluido en el sistema TNM actual (octava edicion) para tumores malignos de la cavidad
oral (Almangush et al., 2020; Chang et al., 2019; Mupparapu & Shanti, 2018; Rodrigues
et al., 2020; Steigen et al., 2020; Tirelli et al., 2018; Wunschel et al., 2021).

2.2.2.1.Carcinoma oral de células escamosas bien diferenciado

Se clasifica como un coce bien diferenciado, aquel conformado por un parénquima
tumoral constituido por células escamosas poliédricas con desmosomas evidentes,
ostensible estratificacion, marcada produccion de queratina y minimo pleomorfismo
celular y nuclear (Am et al., 2018; Chaudhari et al., 2018; Speight & Farthing, 2018; B.
Xu et al., 2021). Las células tumorales se disponen en islas de diferentes formas y
tamanos, siendo caracteristica la presencia de un estrato basal semejante al del epitelio
normal delimitando cada una de ellas (Am et al., 2018; Chaudhari et al., 2018; Speight &
Farthing, 2018; B. Xu et al., 2021).
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Con frecuencia, en el coce bien diferenciado, se observa en el centro de los nidos
tumorales, acimulos arremolinados de queratina, denominados perlas de queratina o
cebolletas corneas (Am et al., 2018; Chaudhari et al., 2018; Speight & Farthing, 2018; B.
Xu et al., 2021). Cada una de ellas, se encuentra constituida por células escamosas de
citoplasma eosindfilo y nucleo picnotico o en proceso de cariolisis (Am et al., 2018;
Chaudhari et al., 2018; B. Xu et al., 2021). Otra caracteristica que define al coce bien
diferenciado, es la presencia de un patrén de invasion cohesivo, constituido por grandes
proyecciones ramificadas de epitelio neoplasico que penetran en el tejido conectivo
subyacente (Speight & Farthing, 2018).

2.2.2.2.Carcinoma oral de células escamosas moderadamente diferenciado

Los coce moderadamente diferenciados muestran un mayor grado de atipia celular, con
menor grado de queratinizacion; las cebolletas corneas son infrecuentes, no asi la
queratinizacion individual (Am et al., 2018; Chaudhari et al., 2018; Speight & Farthing,
2018; B. Xu et al., 2021). Asimismo, suelen presentar un frente invasivo menos cohesivo,
constituido por cordones de células tumorales que infiltran de forma difusa los tejidos
subyacentes (Am et al., 2018; Chaudhari et al., 2018; Speight & Farthing, 2018; B. Xu et
al., 2021).

La atipia citologica, con pleomorfismo nuclear y celular, nucleos hipercromaticos y
nucleolos prominentes, siempre esta presente en el coce moderadamente diferenciado,
pudiendo incluso llegar a ser muy importante (Am et al., 2018; Chaudhari et al., 2018;
Speight & Farthing, 2018; B. Xu et al., 2021). Ademas, con frecuencia, se observan
mitosis atipicas (Am et al., 2018; Chaudhari et al., 2018; B. Xu et al., 2021).

2.2.2.3.Carcinoma oral de células escamosas pobremente diferenciado

El coce pobremente diferenciado presenta escasa semejanza con el epitelio escamoso
normal, pero aun es posible reconocer la naturaleza epitelial de las células que constituye
el parénquima tumoral (Speight & Farthing, 2018). Suele mostrar una atipia celular
considerable, con marcado pleomorfismo celular y nuclear (Chaudhari et al., 2018;
Speight & Farthing, 2018).

En el coce pobremente diferenciado se observa un patron de invasién no cohesivo,
conformado por finos cordones, pequefias islas y células individuales que infiltran

ampliamente el tejido conectivo (Speight & Farthing, 2018). Adicionalmente, las figuras
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mitdticas son prominentes y muchas de ellas atipicas (Chaudhari et al., 2018; Speight &
Farthing, 2018)

Dentro del espectro constituido por el grado de diferenciacion, en el peor extremo, se
ubica el cock indiferenciado o anaplasico (Speight & Farthing, 2018). Esta denominacion
se utiliza para tipificar aquellos tumores constituidos por un parénquima tumoral cuya
naturaleza epitelial no es posible identificar en laminas histoldgicas tefiidas con H-E,
siendo necesario la realizacion de técnicas de 1HQ para tipificar la lesion (Speight &
Farthing, 2018).

2.2.3. Frente de invasion tumoral

El frente de invasion tumoral (FIT) corresponde al area méas profunda del tumor, donde se
observa la invasion de los tejidos circundantes (Rivera & Venegas, 2014). Las células del
FIT tienen caracteristicas moleculares diferentes en comparacion con las que constituyen
las areas superficiales, siendo considerado como el area mas representativa del tumor
(Rivera & Venegas, 2014). Morfologicamente, el FiT refleja diversas interacciones
moleculares que son cruciales para la progresion del cancer: aumento de la angiogénesis,
alteracion de las moléculas de adhesion, sobreproduccion de enzimas que degradan la
matriz extracelular y aumento de la expresién de proteinas relacionadas con la
proliferacion celular (M Bryne, 1998; Magne Bryne, Koppang, Lilleng, & Kjaerheim,
1992; Cortegoso et al., 2017).

ElI FiT se tipifica en funcion de cuatro caracteristicas histoldgicas: grado de
queratinizacion, pleomorfismo nuclear, infiltracion linfocitica y patron de invasion (p1)
(M Bryne, 1998). De estos, el pI se considera un buen factor pronostico (Chitra et al.,
2019; Rivera & Venegas, 2014).

2.3. Métodos de evaluacion del grado de proliferacion celular

Frente al diagnostico de una neoplasia maligna, es fundamental poder establecer su
prondstico, definido en tiempo de sobrevida y sobrevida libre de recidiva; asi como el
mejor plan terapeutico para cada caso en particular (Hao et al., 2018). Actualmente, el
prondstico y el plan de tratamiento del paciente diagnosticado con COCE se establecen en
funcién de parametros clinicos e histopatolégicos (Almangush et al., 2020; Chang et al.,
2019; Majumdar et al., 2017).
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Con la finalidad de mejorar la baja tasa de sobrevida de los pacientes con COCE, una linea
importante de investigacion, se encuentra abocada a la identificacion de biomarcadores
moleculares de valor pronostico (Alicandri-ciufelli, 2016; Almangush et al., 2017;
Bartolomeo et al., 2016; Blatt et al., 2017; Jing et al., 2019; Z. Yang et al., 2019). Los
mismos, deben tener la capacidad para predecir el comportamiento del tumor y contribuir
al manejo clinico efectivo de la enfermedad (Alicandri-ciufelli, 2016; Almangush et al.,
2017; Bartolomeo et al., 2016; Blatt et al., 2017; Jing et al., 2019; Z. Yang et al., 2019).

De acuerdo con la definicion de la oMs, un biomarcador es una sustancia, estructura o
proceso, que debe reunir dos caracteristicas fundamentales: el ser medible y el poder de
predecir en mayor o menor grado el curso o la incidencia de una enfermedad (Molina
Romero et al., 2018). En las ultimas tres décadas se han desarrollado méas de 100
biomarcadores 1HQ de valor pronostico para el cock, siendo los mas estudiados: p53,
Ki-67, pl16, factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y ciclina D1 (Almangush et
al., 2017). En la figura 3 son presentados los biomarcadores més estudiados en el coce

de lengua.

La evidencia cientifica actual define al grado de proliferacion celular como un indicador
de la agresividad bioldgica tumoral, fundamento que sustenta la utilizacion de
biomarcadores inmunohistoquimicos de proliferacion para la determinacion del
prondstico individual y la definicion del protocolo terapéutico mas adecuado a cada
paciente en particular (Bhuyan et al., 2018; Chitra et al., 2019; Gadbail et al., 2021; Lopes
et al.,, 2017; Xie et al., 2016). Los marcadores de proliferacion utilizados para la
determinacion del pronostico tumoral son clasificados en tres categorias principales en
funcién de los distintos eventos asociados al fenémeno proliferativo: 1) marcadores de
fraccion de crecimiento; 2) marcadores especificos de fase del ciclo celular y 3)
marcadores de tiempo del ciclo celular, que miden la velocidad a que tienen lugar la
proliferacion (Gonzalez-Moles, Ruiz-Avila, Gil-Montoya, Esteban, & Bravo, 2010).
Como los mismos evaluan diferentes aspectos del mismo fendmeno, se considera que no

tienen todos el mismo significado bioldgico (Gonzalez-Moles et al., 2010).

En este sentido, en los tumores malignos, el grado de proliferacion celular es
habitualmente establecido a través de la inmunomarcacion de Ki-67 y del 1AM, sin
embargo, ambos metodos presentan limitaciones de reproducibilidad, lo que representa
un problema en su utilizacion (Khieu et al., 2019; J.-Y. Kim et al., 2017; Lea et al., 2021)

30



p53
Ki-67
piG
VEGF
Cyclin D1
E-cadherin
Chas
a-SMA/CAF
MMP-2
Podoplanin
MMP-2
EGFR
RVl
CA X
Belz
p21
COx-2
Bax
fi-catemin
Vimentin
HIF-1a
GLUT
STAT3
Snail
p62
kaspin
Laminin-5 42
EpoR
C-arbB-2
CD44
CDa
AgNOR

o 2 4 6 8 10 12 14 18 18 20 22

MNumbear of studies

Biomarker

FIGURA 3. En esta imagen se muestran los biomarcadores considerados de valor prondstico en el
COCE de lengua que han sido objeto de estudio en tres o méas publicaciones. Adaptado de
Almangush, A., Heikkinen, I., Makitie, A. A., Coletta, R. D., Laarg, E., Leivo, I., & Salo, T.
(2017). Prognostic biomarkers for oral tongue squamous cell carcinoma: A systematic review and
meta-analysis. British Journal of Cancer, 117(6), 856-866.

2.3.1. Ki-67

El antigeno Ki-67, codificado por el gen MKI167 (10g26.2), es una proteina nuclear no
histonal que se presenta unida al ADN (Cuylen et al., 2016; Dias et al., 2021; Gadbail et
al., 2021; Jing et al., 2019; L1, Jiang, Chen, & Zheng, 2015; Sales Gil & Vagnarelli, 2018;
Takkem et al., 2018). Asimismo, se encuentra conformado por 3256 aminoéacidos, que en
funcién de su disposicion, se reconocen dos isoformas, de 345 y 395 kDa (Cuylen et al.,
2016; Dias et al., 2021; Gadbail et al., 2021; Jing et al., 2019; Li et al., 2015; Sales Gil &
Vagnarelli, 2018; Takkem et al., 2018). Ademas, este antigeno, se destaca por el hecho
de encontrarse presente en todas las fases activas del ciclo celular (Gy, s, G2 y M), estando
ausente solamente en las células en reposo (Go) (Bhuyan et al., 2018; Kintawati &
Pramesti, 2019; Li et al., 2015; Watanabe et al., 2010).

La proteina Ki-67 es sintetizada de forma continua desde el inicio de la fase s hasta las
primeras etapas de la fase M, disminuyendo su concentracion fuertemente en las instancias

finales de la misma— durante la anafase y telofase — (Dias et al., 2021; Li et al., 2015).
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De hecho, se le adjudica a esta proteina funciones importantes para la integridad celular,
tanto en la interfase como en la mitosis (Cuylen et al., 2016; Dias et al., 2021; Sales Gil
& Vagnarelli, 2018; Sun & Kaufman, 2018). En este sentido, juega un rol clave en la
conformacién de la capa pericromosdmica (estructura que previene la agregacion de los
cromosomas condensados) en las primeras instancias de la fase M, mientras que en la
interfase es responsable del mantenimiento de la integridad de la heterocromatina (Cuylen
etal., 2016; Dias et al., 2021; Sales Gil & Vagnarelli, 2018; Sun & Kaufman, 2018).

El anticuerpo monoclonal Ki-67 fue descripto inicialmente por Gerdes et al. (1983) en el
nacleo de células de linfomas de Hodgkin; su empleo a través de técnicas de IHQ, permite
identificar a la proteina Ki-67 en muestras tisulares (Gadbail et al., 2021; Gerdes, Schwab,
Lemke, & Stein, 1983; Sun & Kaufman, 2018; Takkem et al., 2018). Las células en
proliferacion activa, es decir las que se encuentran transcurriendo por el ciclo celular,
inmunoexpresan este anticuerpo, variando en intensidad y localizacion, en funcion de la
fase del ciclo celular y del historial de cada célula individual (Li et al., 2015; Sales Gil &
Vagnarelli, 2018; Sun & Kaufman, 2018; Xie et al., 2016):

a) Intensidad de la inmunoexpresion del anticuerpo Ki-67: se ha observado
niveles de inmuoexpresion bajos durante las fase G y S, aumentando en forma
progresiva y alcanzando su pico maximo al comienzo de la fase M; para disminuir
fuertemente en las instancias finales de la division celular (Dias et al., 2021; Jing
et al., 2019; Li et al., 2015; Miller et al., 2018; Sales Gil & Vagnarelli, 2018).
Asimismo, es de destacar que los niveles iniciales de Ki-67 en G; se encuentra
condicionado por el tiempo de permanencia en Go, asi, cuanto mayor es el tiempo
que una célula permanece quiescente, menor es el nivel de inmunoexpresion de
Ki-67 al ingresar nuevamente en ciclo (Dias et al., 2021; Jing et al., 2019; Li et
al., 2015; Miller et al., 2018; Sales Gil & Vagnarelli, 2018). En la figura 4 se
puede observar como varia la concentracion de la proteina Ki-67 en funcion del

tiempo de permanencia de la célula en Go.

b) Inmunolocalizacién del anticuerpo Ki-67: durante la interfase del ciclo celular,
la proteina Ki-67 se localiza en los compartimientos fibrilares densos de la corteza
nucleolar, en cambio, durante la fase M, se identifica en la periferia de los
cromosomas (Dias et al., 2021; Sun & Kaufman, 2018; Takkem et al., 2018). En
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la figura 4 se puede observar como varia la localizacion de la proteina Ki-67 en
las diferentes fases del ciclo celular.

La cuantificacion de la inmunoexpresion de Ki-67 se realiza a traves del indice de
etiquetado, definido como porcentaje de celulas positivas en una poblacién celular de
namero conocido (Dias et al., 2021; Gadbail et al., 2021; Lopes et al., 2017). Los valores
elevados de este indice, en cada tumor en particular, son asociados a un mayor riesgo de
recaiday a una menor tasa de sobrevida (Dias et al., 2021; Li et al., 2015; Molina Romero
et al., 2018; Nazar, Naz, Mahmood, & Hashmi, 2020; Sales Gil & Vagnarelli, 2018).

Desde su identificacion, el anticuerpo Ki-67 es reconocido por la mayor parte de la
comunidad cientifica como el biomarcador prototipo de proliferacion celular, debido a
que permite reconocer la fraccion total de células en proliferacion, es decir, la proporcién
de células tumorales que se encuentran en ciclo celular (Cortegoso et al., 2017; Dias et
al., 2021; Gadbail et al., 2021; Gonzalez-Gonzélez et al., 2016; Gonzalez-Moles et al.,
2010; Jing et al., 2019; Marangon Junior et al., 2018; Nazar et al., 2020; Sales Gil &
Vagnarelli, 2018; Takkem et al., 2018). De hecho, es utilizado de forma rutinaria en el
estudio de la agresividad tumoral, en la determinacion del potencial maligno de las
lesiones epiteliales, como parametro de clasificacion tumoral y como indicador
pronostico (Cortegoso et al., 2017; Dias et al., 2021; Gadbail et al., 2021; Gonzéalez-
Gonzélez et al., 2016; Jing et al., 2019; Nazar et al., 2020; Sales Gil & Vagnarelli, 2018;
Takkem et al., 2018).

Adicionalmente, multiples estudios han demostrado que el anticuerpo Ki-67 es un
biomarcador confiable de agresividad tumoral, predictor de supervivenciay parametro de
clasificacion en cancer de pulmén, mama, sistema nervioso central y préstata (Lopes et
al., 2017; Takkem et al., 2018). Sin embargo, a pesar de que el anticuerpo Ki-67 es el
biomarcador inmunohistoquimico de proliferacion celular mas usado; varios autores
destacan limitaciones en su utilizacion, en cuanto a fiabilidad y reproducibilidad,
particularmente en tumores con gran heterogeneidad genética (J.-Y. Kim et al., 2017).

En este sentido, los detractores del anticuerpo Ki-67 como biomarcador de proliferacion
celular, le objetan una importante variabilidad interobservador (Elmaci, Altinoz, Sari, &
Bolukbasi, 2018; Khieu et al., 2019; van Steenhoven et al., 2020). Ademas, observan que
el indice de etiquetado Ki-67 tiende a sobreestimar el grado de proliferacion tumoral,

debido a que es expresado por células que se encuentran en varias fases del ciclo celular,
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muchas de ellas con destino incierto — no todas las celulas que expresan Ki-67 en Gz
progresan a la fase M del ciclo celular — (Khieu et al., 2019; J.-Y. Kim et al., 2017;
Puripat & Loharamtaweethong, 2019). Asimismo, destacan que el Ki-67 también es
inmunoexpresado por las células inmunitarias que infiltran el parénquima tumoral (Khieu
etal., 2019; J.-Y. Kim et al., 2017; Puripat & Loharamtaweethong, 2019).
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FIGURA 4. Localizacién y gradiente de concentracion de Ki-67 durante el ciclo celular. (A) Las
células en division continua presentan niveles maximos de Ki-67 durante la transicion de fase G,/
M, disminuyendo luego de forma gradual a medida que la célula progresa a través del ciclo celular,
observandose los niveles méas bajos en la transicion de fase Gi/ S. La localizacion de Ki-67
también cambia a lo largo del ciclo celular, las imagenes muestran la marcacion de Ki-67 en
células HeLa en diferentes etapas del ciclo celular (Ki-67 en rojo, nucleos en azul). (B 'y C) Los
niveles de expresion de Ki-67 durante el ciclo celular guardan relacion con el tiempo que las
células han permanecido en Go. En consecuencia, al reingresar al ciclo celular una célula que pasé
un corto periodo de tiempo en reposo (B) tendra mayor concentracion de Ki-67 que una célula
que haya permanecido un tiempo mayor en Go (C). Abreviatura: t, el tiempo que una célula se
encuentra en reposo (Go). Adaptado de Sales Gil, R., & Vagnarelli, P. (2018). Ki-67: More Hidden
behind a ‘Classic Proliferation Marker’. Trends in Biochemical Sciences, 43 (10), 747-748.

En cuanto al comportamiento de este biomarcador en patologia buco-maxilofacial, se han

publicado varios trabajos que evalGan su inmunoexpresion en mucosa oral, displasia
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epitelial oral y cock; en ellos, con frecuencia, se destaca una posible correlacion entre el
grado de alteracion epitelial y la topografia e intensidad de la inmunomarcacion, (Ahmad
etal., 2020; Jing et al., 2019; Padma et al., 2019; Takkem et al., 2018). Asi, en el epitelio
de la mucosa oral normal los niveles de Ki-67 son bajos y se topografia basicamente en
los queratinocitos basales, mientras que, en el cock, la inmunoexpresién es mayor
(Ahmad et al., 2020; Bhuyan et al., 2018; Chaudhari et al., 2018; Dash, Mahapatra, &
Mishra, 2020; Gadbail et al., 2021; Gonzalez-Moles et al., 2010; Jing et al., 2019; Padma
et al., 2019; Takkem et al., 2018). Ademas, diferentes trabajos describen una relacién
significativa entre el grado de diferenciacion histologica de este tumor y la cuantificacion
de Ki-67, observandose los niveles mas altos en los tumores con menor grado de
diferenciacion histologica (Ahmad et al., 2020; Chaudhari et al., 2018; Dash et al., 2020;
Gadbail et al., 2021; Gonzalez-Moles et al., 2010; Jing et al., 2019; Padma et al., 2019;
Takkem et al., 2018).

En el cock, los estudios sobre el valor de la expresion de Ki-67, particularmente de la
relacién entre la expresion de este biomarcador y la sobrevida, han mostrado resultados
contradictorios (Lopes et al., 2017; Xie et al., 2016). En este sentido, por un lado, varios
autores describen haber observado en el cOCE, una asociacion estadisticamente
significativa entre los niveles altos de expresion de Ki-67 y los periodos menores de
sobrevida general, sobrevida libre de recurrencia y sobrevida libre de metastasis (Jing et
al., 2019; Lopes et al., 2017). Inclusive, autores como Gadbail et al. (2021) precisan que
esta asociacion es significativamente mayor que la observada con los parametros
clinico-patoldgicos de uso habitual, como ser el grado histopatolégico y el estadio TNM.
Por otro lado, autores como Gonzélez-Moles et al. (2010), descartan el valor pronostico
del Ki-67 en el cock, debido a que en el tumor —como ocurre en los tejidos normales—
coexisten diferentes poblaciones celulares resultantes de la division asimétrica de células
madres. Razdn por la cual, este biomarcador identificaria solamente una fraccion de las
células neoplésicas —las que se encuentran en ciclo— responsables del crecimiento
maligno persistente y no aquellas que han adquirido una diferenciacién terminal, de las
que surgen celulas con capacidad de invasion y metéstasis (Gonzalez-Moles et al., 2010).
Estas ultimas serian las que condicionarian mas fuertemente el pronostico y la sobrevida
(Gonzalez-Moles et al., 2010).
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2.3.2. Indice de actividad mitotica

El indice de actividad mitotica (1Am) representa el método més antiguo para la
determinacion de la capacidad proliferativa de las neoplasias malignas (Elmaci et al.,
2018; van Steenhoven et al., 2020). Se obtiene a través de la identificacion y recuento de
figuras mitdticas (FM) normales y atipicas en ldminas histoldgicas tefiidas con H-E y
observadas con microscopia Optica o en formato digital (Elmaci et al., 2018; van
Steenhoven et al., 2020). Es importante establecer las diferencias entre el 1AM y el
recuento de actividad mitdtica (conocido también como conteo proliferante), en este
sentido, el primero se establece a través del recuento de Fm en una poblacion celular de
namero conocido, mientras que el segundo se refiere al nimero de FM presentes en una
superficie de diez campos de gran aumento (un CGA corresponde a 1,6 mm?) (Elmaci et
al., 2018; van Steenhoven et al., 2020).

El 1Am refleja el nmero incrementado de FM que es habitual observar en las neoplasias
malignas, siendo reconocido por el Colegio de Pat6logos Americanos y la Union
Internacional para el Control del Cancer como el mejor marcador de proliferacién celular
(Kim et al., 2017). Sin embargo, el 1AM presenta limitaciones de precision y
reproducibilidad intra e interobservador, debido a lo dificil que puede resultar incluso
para patélogos entrenados, la identificacion de areas mit6ticamente activas y la
diferenciacion de células en mitosis de aquellas que muestran nucleos con morfologia
similar (denominadas en algunas publicaciones como mitotic-like figures), como ser las
células apoptéticas (Chow et al., 2017; Donovan et al., 2021; Jin, Huang, Nasim, Yang,
& Lee, 2019; Khieu et al., 2019; J.-Y. Kim et al., 2017; Lea et al., 2021; Olar, 2015).

Mitosis: figuras mitéticas normales y atipicas

La mitosis, también denominada cariocinesis, ocurre durante la fase m del ciclo celular,
donde la cromatina previamente replicada se condensa y adhiere a las fibras del huso
mitotico (Bavle, 2014; Donovan et al., 2021; Ohashi et al., 2018; Tandon, Singh, Brave,
& Sreedhar, 2016). Posteriormente, en esta fase, se produce el desplazamiento de las dos
copias cromosémicas hacia lados opuestos, para finalizar con la obtencién de dos nuevos
nacleos de células hijas genéticamente iguales (Bavle, 2014; Donovan et al., 2021,
Ohashi et al., 2018; Tandon et al., 2016).

Mientras que el término mitosis se utiliza para referirse a la fase del ciclo celular donde

ocurre el proceso de cariocinesis, la denominacion de Fm es empleada para referirse a las
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estructuras morfoldgicas que adopta la cromatina durante esta fase y que son
identificables con microscopia optica (Donovan et al., 2021). Las Fm se definen como
agregados nucleares constituidos por bastones cortos o picos de cromosomas — Van
Diest et al. (1998) fueron los primeros en describirlas como extensiones “peludas” —,
carentes de membrana nuclear, la cual se pierde al inicio de la mitosis, especificamente
durante la profase (Chitra et al., 2019; Donovan et al., 2021; Tandon et al., 2016; Van
Diest et al., 1998).

Una caracteristica distintiva de las neoplasias malignas, es la presencia de FM atipicas; 0
sea, aquellas con morfologia que dista en mayor o menor media de la observada en las
FM consideradas normales (Ohashi et al., 2018). Debido a que en el 1AM se contabilizan
ambas, es fundamental conocer las caracteristicas que las tipifican y diferencian entre si,
y a estas, de las denominadas mitotic-like figures (Donovan et al., 2021). Para ello, es
importante considerar que la morfologia de las FM tanto normales como atipicas varia en
funcién de las diferentes fases secuenciales de la mitosis, reconociendo como tales y en
orden de presentacion: profase, prometafase, metafase, anafase y telofase (Donovan et
al., 2021). Las mismas, con excepcion de la profase, por presentar una morfologia nuclear
caracteristica, son reconocibles en las muestras tisulares procesadas de forma rutinaria y
observadas con microscopia Optica (Donovan et al., 2021; Sudarshini et al., 2018; Tandon
et al., 2016). La figura 5 corresponde a una imagen obtenida y modificada de un articulo
realizado por Donovan et al. (2021), en la que se puede observar FM normales (A-D) y FM

atipicas (E-H).
Fases de la mitosis normal. Caracteristicas morfoldgicas

a) Profase: es la primera etapa de la mitosis, donde los cromosomas se compactan y
se constituye el huso mitotico, al cual se adhieren los primeros para ser guiados
durante las fases posteriores (Bavle, 2014; Donovan et al., 2021). Debido a que
los cromosomas no se encuentran densamente agregados en forma de bastones y
a que la membrana nuclear se pierde recién en instancias avanzadas de esta fase,
habitualmente en muestras tisulares observadas con microscopia 6ptica no son
identificadas FM en profase (Donovan et al., 2021).

b) Prometafase: en esta etapa, las FM se observan como bastones y picos 0Scuros
agrupados que sobresalen a la observacion microscépica (Donovan et al., 2021).

Durante la prometafase tardia, los cromosomas se organizan brevemente en un
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solo anillo en forma de corona, conocido como roseta cromosdémica (Donovan et
al., 2021). En la figura 5 (A) se muestra una FM en prometafase, observada con
microscopia éptica.

c) Metafase: las FM en esta fase se caracterizan por estar constituidas por
cromosomas alineados a lo largo de la placa ecuatorial, siendo visualizadas como
una placa lineal, banda o anillo de bastones cromosémicos, que se proyectan hacia
la superficie (Bavle, 2014; Donovan et al., 2021). En la figura 5 (B) se pueden
observar las caracteristicas morfologicas de la metafase previamente descriptas.

d) Anafase: como se puede ver en la figura 5 (C), las FM en esta fase son facilmente
reconocibles en preparaciones histologicas, por su morfoldgica caracteristica
(Bavle, 2014; Donovan et al., 2021). En esta etapa, podemos observar que las FM
se encuentran constituidas por los cromosomas hermanos separados de la linea
media, equidistantes de los extremos opuestos de la célula (Bavle, 2014; Donovan
etal., 2021).

e) Telofase: es la fase terminal de la mitosis, donde se forma el surco de escision, se
reconstruyen las envolturas nucleares y aparecen los nucleolos (Bavle, 2014;
Donovan et al., 2021). Una vez completada la misma, ocurre la citocinesis,
entendida como la separacion fisica en dos células hijas de los componentes
citoplasmaticos (Donovan et al., 2021). La morfologia caracteristica de las Fm en

telofase se presenta en la figura 5 (D).

Como se ha mencionado anteriormente, las neoplasias malignas se caracterizan por
presentar FM atipicas (Matsuda et al., 2016; Ohashi et al., 2018). Las variaciones con
respecto a la morfologia catalogada como normal en las FMm, se debe a que, con frecuencia,
las neoplasias malignas presentan inestabilidad cromosoémica, disfuncion de telomeros y
aneuploidia, que ocasionan alteraciones en el proceso de divisién celular y por lo tanto
variaciones en la morfologia mitética (Ohashi et al., 2018). Se consideran como FM
atipicas: a) las mitosis multipolares, b) mitosis anulares, c) mitosis bipolares asimétricas,
d) mitosis con puente en anafase y e) mitosis con cromosomas o fragmentos
cromosomicos rezagados (Donovan et al., 2021; Matsuda et al., 2016; Ohashi et al.,

2018). En la figura 5 (E-H) se presentan diferentes tipos de FMm atipicas.

Debido a la dificultad que puede representar a veces la identificacion de las FM y con la
finalidad de mejorar la reproducibilidad del 1am, se han desarrollado biomarcadores

especificos para antigenos presentes exclusivamente durante la mitosis; uno de ellos es el
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anticuerpo para la proteina PHH3 (Chow et al., 2017; Donovan et al., 2021; J.-Y. Kim et

al., 2017).

FIGURA 5. Figuras mitdticas normales y atipicas en muestras tisulares tefiidas con H-E. (A-D)
Figuras mitéticas normales: A. Prometafase. B. Metafase. C. Anafase. D. Telofase. (E-H) Figuras
mitoticas atipicas: E. Mitosis multipolar. F. Mitosis asimétrica en anafase. G. Puente en anafase.
H. Mitosis con cromosomas o fragmentos cromosémicos rezagados. Adaptado de Donovan, T.
A., Moore, F. M., Bertram, C. A., Luong, R., Bolfa, P., Klopfleisch, R., ... Meuten, D. J. (2021).
Mitotic Figures—Normal, Atypical, and Imposters: A Guide to Identification. Veterinary
Pathology, 58 (2), 243-257.

2.3.3. Fosfohistona H3

Las histonas son proteinas simples y de pequefio tamafio, que enrollan de forma ordenada,
progresiva y eficiente la doble hélice de ADN (Gonzélez Romero, Ausio, Méndez, & Eirin
Lopez, 2011; Khorasanizadeh, 2004). Por consiguiente, estas proteinas permiten que el
ADN pueda ser contenido en el interior del ndcleo de las células eucariotas, a la vez que
proporcionan la base estructural para la conformacién de la fibra de cromatina (Gonzalez
Romero et al., 2011; Khorasanizadeh, 2004).

Se denomina nucleosoma a la subunidad elemental y repetitiva de la fibra de cromatina,
constituida por las histonas en asociacion con el ADN (Cutter & Hayes, 2015; de Freitas
Filho et al., 2018; Escargueil, Soares, Salvador, Larsen, & Henriques, 2008;
Khorasanizadeh, 2004; Kono & Ishida, 2020; Koyama & Kurumizaka, 2018). En cada
uno de ellos, las histonas se disponen en el centro, a modo de nucleo, en torno al cual, se
enrolla la molécula de ADN (Cutter & Hayes, 2015; Kono & Ishida, 2020).

En este sentido, en cada nucleosoma se identifican ocho moléculas de histonas,
pertenecientes a cinco tipos distintos: H1, H2A, H2B, H3 y H4 (Cutter & Hayes, 2015;
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Escargueil et al., 2008; Gonzélez Romero et al., 2011; Khorasanizadeh, 2004; Koyama &
Kurumizaka, 2018; H. Yang, Jin, Dan, & Chen, 2020). Las mismas se organizan
espacialmente en un nucleo tetramérico estable, constituido por las denominadas histonas
centrales (H2A, H2B, H3 y H4), flanqueado por la histona enlazadora H1 (Cutter &
Hayes, 2015; Escargueil et al., 2008; Gonzalez Romero et al., 2011; Khorasanizadeh,
2004; Koyama & Kurumizaka, 2018; H. Yang et al., 2020). En la figura 6 se muestra a

través de una representacion gréafica la estructura atomica del nucleosoma.

Asimismo, al igual que ocurre con la histona H2, en las células eucariotas superiores se
han reconocido varios subtipos de histonas H3; tipificadas en funcion de su estructura y
del momento del ciclo celular en que son sintetizadas como H3.1, H3.2, H3.3 y CENP-A
(proteina H3 centromero especifica) (EImaci et al., 2018; Kallappagoudar, Yadav, Lowe,
& Partridge, 2015). De esta manera, mientras las histonas H3.1 y H3.2 son producidas e
incorporadas a la cromatina replicada durante la fase s del ciclo celular, la histona H3.3
se encuentra presente en las distintas fases del ciclo celular y es almacenada en la célula
de manera independiente a la sintesis del ADN (Elmaci et al., 2018). De acuerdo a su
estructura, la histona H3.2 se distingue de H3.1 por presentar un aminoacido extra
(Ser96), mientras que H3.3 se diferencia por presentar cuatro aminoacidos adicionales
(Ser31, Ala87, 11e89 y Gly90) con respecto a H3.1 y H3.2 (Kallappagoudar et al., 2015).

Las histonas tienen la potencialidad de experimentar cambios quimicos, responsables del
aumento o disminucién en la fuerza de atraccion entre los componentes del nucleosoma,
lo que se traduce en modificaciones en el grado de empaquetamiento de la cromatina y
en la accesibilidad por parte de los factores de transcripcion al ADN (Escargueil et al.,
2008; Gonzalez Romero et al., 2011). Estas variaciones en la intensidad de union entre
las histonas y el ADN son las que permiten la concrecidn de los procesos de expresion,
reparacion y replicacion génica (Escargueil et al., 2008; Gonzalez Romero et al., 2011).
De hecho, es a través de la acetilacion, metilacion o fosforilacion de las histonas, que los
diferentes sucesos modificadores intrinsecos y/o extrinsecos producen cambios en la
expresion génica (de Freitas Filho et al., 2018; Elmaci et al., 2018). En este sentido, se
considera que la activacion transcripcional se encuentra asociada a la fosforilacion de la
histona H3 (Elmaci et al., 2018).

Pero por otro lado, la fosforilacion de la histona H3 a nivel de serina 10 y 28, también se
encuentra asociada a otro proceso fundamental y estructuralmente opuesto, como es la
compactacién de la cromatina durante la division celular (Elmaci et al., 2018). Asi, es a
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partir de este suceso, que la célula es habilitada para ingresar en la fase m del ciclo celular
(Hendzel et al., 1997; Lai et al., 2019; Olar, 2015). Ademas, este evento molecular parece
ser clave para la correcta alineacion de los cromosomas en la placa metafésica y en el
proceso de transicion de la metafase a la anafase (Elmaci et al., 2018; Hendzel et al.,
1997; J.-Y. Kim et al., 2017; Lai et al., 2019; Olar, 2015).

Histona
enlazadora H1

Tetramero H3-H4 Dimero H2A-H2B

FIGURA 6. A. Estructura atdmica del nucleosoma en forma de disco, constituida en su centro por
un octémero de histonas, alrededor del cual el ADN da 1,7 vueltas. Cada hebra del ADN se
encuentra representada por un tono de azul diferente. B. (1) Tetrdmero de histonas H3 (verde) y
H4 (amarillo) constituido por la asociacion de dos dimeros H3-H4. B. (2) Dimero de histonas
H2A (rojo) y H2B (rosado). B. (3) Histona enlazadora H1. Adaptado de: Khorasanizadeh, S.
(2004). The Nucleosome: From Genomic Organization to Genomic Regulation. Review. Cell
Press, 116 (23), 259-272.

La fosforilacion de la histona H3 se inicia de manera no aleatoria en la heterocromatina
pericentromica en la fase G tardia y a medida que avanza la mitosis, se extiende a todo
el cromosoma, completdndose en la profase avanzada y manteniéndose durante la
metafase (Hendzel etal., 1997; Lai et al., 2019; Olar, 2015). En la anafase tardia comienza
el proceso de desfosforilacion de la histona H3, que finaliza en la telofase temprana,
previo a la descondensacién de la cromatina (Elmaci et al., 2018; Hendzel et al., 1997; J.-
Y. Kimetal., 2017; Lai et al., 2019; Olar, 2015).
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En funcidn de que los niveles mayores de fosforilacion de la histona H3 en serina 10 y 28
son alcanzados durante la condensacion de la cromatina en la fase M del ciclo celular, y
con el objetivo de identificar a las células en mitosis, Hendzel et al. (1997) desarrollaron
un anticuerpo que reconoce como antigeno a la histona H3 fosforilada (PHH3)
(Bedekovics et al., 2018; Ohashi et al., 2018; Puripat & Loharamtaweethong, 2019). En
este sentido, como la histona H3 siempre se encuentra fosforilada durante la mayor parte
de la fase m del ciclo celular y es positiva para el anticuerpo PHH3, mientras que en la
interfase las células no expresan este anticuerpo (o lo hacen minimamente); se reconoce
al anticuerpo PHH3 como un biomarcador 1HQ especifico de mitosis (Khieu et al., 2019;
J.-Y. Kim et al., 2017; Ohashi et al., 2018).

Varios autores consideran que la inmunomarcacion tanto de la histona H3 fosforilada en
serina 10 (PHH3-S10) como de la histona H3 fosforilada en serina 28 (PHH3-S28),
representa un metodo rapido, sencillo y sensible para la evaluacion de la actividad
mitética (Puripat & Loharamtaweethong, 2019). De hecho, multiples trabajos publicados,
reconocen la utilidad de estos anticuerpos para la obtencién de un IAM mas preciso y con
menor variabilidad interobservador (Hao et al., 2018; Jin et al., 2019; Laflamme et al.,
2020).

Asimismo, las ventajas que son reconocidas y que validan la utilizacion del anticuerpo
PHH3 por técnicas de IHQ para el reconocimiento de las Fm y el calculo del 1AM, son las
siguientes: a) permite obtener una tincion clara y bien contrastada de las Fm; b) ofrece
una caracteristica unica de reconfirmacion de la Fm, a traves de la asociacion de la
positividad de la tincion con la morfologia que adopta la cromatina condensada; ¢) no se
inmunoexpresa en las denominadas mitotic-like figures (cuerpos apoptoticos, imagenes
artefactuales, células necroéticas, restos cariorréxicos y células morfolégicamente
distorsionadas); d) se marcan FM que no se pueden identificar en secciones tefiidas con
H-E Yy e) permite reconocer mas facilmente las areas de mayor actividad mitética, es decir,
los denominados puntos calientes tumorales (Bedekovics et al., 2018; Chow et al., 2017,
Elmaci et al., 2018; Jin et al., 2019; Khieu et al., 2019; J.-Y. Kim et al., 2017; Laflamme
et al., 2020; Ohashi et al., 2018; Olar, 2015; Puripat & Loharamtaweethong, 2019; van
Steenhoven et al., 2020; Winther, Arnli, Salvesen, & Torp, 2016).

Dado que el biomarcador PHH3 se inmunoexpresa intensamente en la fase G, tardia 'y en
la fase M del ciclo celular, es reconocido por varios autores, como un biomarcador
especifico de proliferacion celular (Hao et al., 2018; Ramani et al., 2015). Asimismo,
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estudios recientes han demostrado el valor prondstico que tiene este biomarcador en una
gran variedad de tumores malignos solidos (Bedekovics et al., 2018; Chow et al., 2017;
Hao et al., 2018; Hendzel et al., 1997; J.-Y. Kim et al., 2017; Laflamme et al., 2020; Olar,
2015; Siriweera & Zardawi, 2016). Particularmente, diferentes autores, han reconocido
en cancer de mama, ginecoldgico, cutaneo y urogenital, la existencia de una correlacion
significativa entre la expresion de PHH3 con la estadificacion clinica y la supervivencia
global (Bedekovics et al., 2018; Hao et al., 2018; Jin et al., 2019; J.-Y. Kim et al., 2017).

Ademas, en base a la informacion recogida en la bibliografia, en los Gltimos afios, se ha
desarrollado una linea de investigacion que tiene como objetivo comparar el valor como
marcador de proliferacion celular del anticuerpo PHH3 con respecto al Ki-67 en diferentes
neoplasias (Khieu et al., 2019; Lea et al., 2021; van Steenhoven et al., 2020; Winther et
al., 2016). De hecho, se ha analizado si el biomarcador PHH3 puede superar las
limitaciones observadas con el Ki-67, como ser la importante variabilidad
interobservador y la tendencia a sobrestimar la capacidad proliferativa tumoral (Khieu et
al., 2019; J.-Y. Kim et al., 2017; Winther et al., 2016). Asi, se puede encontrar en varios
estudios, luego de analizar diferentes variables, parametros que orientan a un
comportamiento mas especifico como indicador de proliferaciéon celular del marcador
PHH3 con respecto al Ki-67 y al 1AM (Elmaci et al., 2018; J.-Y. Kim et al., 2017; Lea et
al., 2021; Ramani et al., 2015; van Steenhoven et al., 2020).

El buen desempefio del anticuerpo PHH3 como marcador de proliferacion celular, segun
lo argumentado en la bibliografia —a diferencia del biomarcador Ki-67— se deberia a
gue su inmunoexpresion se encuentra limitada a las células que se hallan en el tramo final
de G2y en la fase m del ciclo celular (Elmaci et al., 2018; J.-Y. Kim et al., 2017; Lea et
al., 2021; Ramani et al., 2015; van Steenhoven et al., 2020). Ademas, se destacan otros
argumentos a favor de su buen comportamiento como marcador de proliferacion celular,
en comparacion con los marcadores clasicos, como por ejemplo, su mayor sensibilidad
en la identificacion de mitosis y su menor variabilidad interobservador (Khieu et al., 2019;
J.-Y. Kimetal., 2017; van Steenhoven et al., 2020).

Finalmente, en el cock, el biomarcador PHH3 ha sido poco estudiado; asi lo demuestra la
bibliografia, donde solamente hemos encontrado dos articulos que refieren al analisis de
este marcador en el tumor maligno maés frecuente de la cavidad oral. En uno de ellos,

Sudarshini et al. (2018) evaluaron el rol del anticuerpo PHH3 como marcador especifico
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de Fm; para ello compararon el nimero de mitosis PHH3 positivas por técnicas de IHQ con
aquellas localizadas en laminas tefiidas con H-E y cristal violeta al 1 %. Este trabajo, que
se limito a comparar el conteo proliferante obtenido con las diferentes técnicas
histoldgicas en lesiones con displasia epitelial y en cock, concluye que el anticuerpo PHH3

es un biomarcador especifico de Fm (Sudarshini et al., 2018).

El otro articulo encontrado que estudia a la PHH3 en COCE, es el de lvina et al. (2019), en
este trabajo los autores analizaron la expresion de PHH3, Ki-67 y citoqueratina 15, en
hiperplasias epiteliales, lesiones con displasia epitelial y coce. En el mismo no se hallaron
resultados significativos con respecto a la PHH3 en los diferentes procesos patolégicos
epiteliales estudiados (lvina et al., 2019). Por lo tanto, consideramos, que el estudio de la
posible asociacién entre la inmunoexpresion del biomarcador PHH3 y la tasa de sobrevida
de los pacientes con coce —uno de los objetivos especificos de nuestro trabajo— se
constituye como un tépico original, al no encontrar articulos que refieran especificamente

al mismo.
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Capitulo 3 | Metodologia

Este capitulo describe el conjunto de métodos y materiales utilizados para la ejecucion
del proyecto de investigacion, asi como para el analisis de los resultados. Inicialmente se
presentan las consideraciones éticas que rigieron su realizacion (§ 3.1), el disefio del
estudio (8 3.2) y los criterios considerados para la obtencion de la muestra (8 3.3).
Posteriormente, mediante tablas se definen las variables dependientes e independientes
con su respectiva operacionalizacion (8 3.4). Ademas, se explica el proceso de revision
histoldgica de los casos seleccionados y los principios utilizados para la calibracion intra
e interobservador (8 3.5). A continuacion, se desarrolla la metodologia empleada para la
obtencion del 1AM (8§ 3.6), para el procesamiento IHQ (§ 3.7) y para la evaluacion IHQ (8
3.8). Finalmente se detallan los métodos utilizados para el analisis estadistico (§ 3.9), la

financiacion (8 3.10) y la declaracion de conflicto de intereses (§ 3.11).

La ejecucion de este trabajo de investigacion fue realizada en el Laboratorio de Anatomia
Patologica en coordinacion con el Laboratorio de Patologia Molecular de la Facultad de
Odontologia de la UdelaR.

3.1. Consideraciones éticas

El proyecto se encuentra registrado en la Unidad de Investigacion de la Facultad de
Odontologia y fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Odontologia de la
UdelaR (Expediente 091900-000351-19. Resolucién No. 3 del 2 de julio de 2020) (Anexo
1).

Con la finalidad de garantizar la seguridad y confidencialidad de los datos personales, en
ninguna instancia, durante la ejecucion del proyecto fueron utilizados los nombres y
apellidos de los pacientes seleccionados. En su lugar, le fue asignado a cada uno de ellos
un codigo para su identificacion (titulado en la planilla electronica como nimero de caso)
(Apeéndice 1). Ademas, se limito a la persona responsable del proyecto el acceso a toda

informacidn que pudiera identificar a los pacientes seleccionados.
3.2. Disefio del estudio

Se realizd un estudio descriptivo, retrospectivo y transversal, tanto para la identificacion
y localizacion de los biomarcadores objeto de estudio, como para la correlacion de estos

con el 1AM y los parametros clinicos-morfoldgicos del coce. En cambio, para el analisis
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de la tasa de sobrevida en relacion a la inmunoexpresion de Ki-67 y pHH3, el disefio del
estudio fue longitudinal y analitico.

3.3. Obtencidn de la muestra

La poblacion de estudio estuvo constituida por 137 casos de cocE, diagnosticados en el
Laboratorio de Anatomia Patoldgica de la Facultad de Odontologia de la UdelaR, en el
periodo comprendido entre enero de 2007 y diciembre de 2015. A partir de esta, se obtuvo
la muestra de estudio, conformada inicialmente por 70 coce que fueron seleccionados en
base al cumplimiento de los criterios de inclusion y exclusion propuestos. Luego del
procesamiento IHQ fueron excluidos ocho casos por falta de antigenicidad, quedando
conformada finalmente la muestra de estudio por 62 cock. El tipo de muestreo fue no

probabilistico por conveniencia.

Se revisaron las fichas clinico-patoldgicas de cada uno de los casos seleccionados,
ingresando en la planilla electronica disefiada para la ejecucion del proyecto, las variables
correspondientes a género, edad, localizacion del tumor, fecha del diagndstico
anatomopatoldgico y diagnostico histopatologico (en el Apéndice 1 se presenta la planilla
electronica utilizada). En este estudio, la fecha del diagnostico anatomopatoldgico fue

considerada como la fecha de inicio de la enfermedad.

La sobrevida del paciente se definié como el tiempo transcurrido entre el diagndstico
histopatolégico inicial y la muerte por cancer. La fecha de defuncion, para los casos que
fallecieron por cancer, fue aportada por el Registro Nacional de Cancer (RNC) al 10 de
setiembre de 2021.

3.3.1. Criterios de inclusion

Los cocE primarios, localizados en lengua (cara dorsal y/o ventral), piso de boca, mucosa
yugal, paladar duro y blando, encia, area retromolar y mucosa labial, para ser incluidos
en nuestra muestra de estudio debian contar con datos clinico-morfologicos completos,
incluyendo edad, género, localizacion, grado histopatologico de la lesion, fecha de
diagnostico y nimero de cédula de identidad.

El nimero de cédula identidad fue definido como criterio de inclusion y su ausencia como
criterio de exclusion, debido a que es a partir de éste, que el RNC puede determinar si un
paciente se encuentra vivo o ha fallecido por la enfermedad, y en este Gltimo caso, con la

fecha de defuncion, calcular la tasa de sobrevida.
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3.3.2. Criterios de exclusion

En este trabajo fueron excluidos los casos que presentaban extensas areas de necrosis y/o
deficiente preservacion estructural histolégica. Tampoco fueron incluidos aquellas
muestras tisulares cuyos bloques de parafina contuvieran material tisular insuficiente.
Ademas, no fueron considerados aquellos cock con ficha clinico-patoldgica incompleta,
sin registro de alguno de los siguientes datos: edad, género, localizacion y/o cédula de
identidad.

Durante la seleccion de la muestra, se constatd en algunos casos, qué para un mismo
paciente, habia méas de una biopsia, obtenida en diferentes momentos temporales,
correspondientes a la recidiva de una misma lesion de coce. Puntualmente, en estos
pacientes, se resolvid incluir la fecha de diagndstico de la primera biopsia, para la
sobrevida y el bloque de parafina de la ultima, para el diagnostico histopatolégico y

analisis 1HQ.
3.4. Operacionalizacion de las variables

En la tabla 1 son definidas cada una de las variables independientes analizadas con su

respectiva operacionalizacion.

En la tabla 2 son definidas cada una de las variables dependientes analizadas con su

respectiva operacionalizacion.

3.5. Revision histoldgica y calibracion

Una vez definida la muestra de estudio, se procedio a verificar o rectificar la graduacion
histoldgica de cada uno de los casos segun la clasificacion propuestas por la oms (2017)
para el coce (EI-Naggar et al., 2017). Asi, a traves del estudio histolégico de las laminas
teflidas con H-E y en funcidn de los criterios originalmente definidos por Broders (1920),
cada uno de los tumores fue tipificado como bien diferenciado, moderadamente
diferenciado y pobremente diferenciado (Almangush et al., 2020; EI-Naggar et al., 2017,
Speight & Farthing, 2018; B. Xu et al., 2021). En la figura 7 se puede observar la
morfologia correspondiente a los diferentes grados de diferenciacion histologica del

COCE.
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TABLA 1

Operacionalizacion de las variables independientes

Variable independiente Operacionalizacion

Grado 1 (bien diferenciado) 2

Carcinoma oral de células escamosas

i . .
Grado histolégico Grado 2 (moderadamente diferenciado)

Grado 3 (pobremente diferenciado) 2

En los pacientes vivos, se considero el lapso
de tiempo transcurrido desde el inicio de la
enfermedad hasta la finalizacion del estudio ®

Paciente vivo o muerto / sobrevida

En los pacientes muertos, se considero el
lapso de tiempo transcurrido entre la fecha de
diagnostico y la de muerte por cancer

Edad Afos cumplidos al momento del diagnéstico

Se registr6 como variable dicotémica:

Genero femenino (0) y masculino (1)

lengua (dorso, bordes laterales, ventral y
extensiones a piso de boca)

mucosa bucal (encia, reborde alveolar y

N extensiones, trigono retromolar y mejilla
Localizacién agrupada 9 y Mej

piso de boca

paladar (duro, blando y extensiones a
pilares)

Nota: 2 Categorias de clasificacion para el COCE seglin oms (2017). ® La fecha de finalizacion del estudio
fue el 10 de setiembre de 2021.

Posteriormente, todas las laminas histoldgicas objeto de estudio, tanto las tefiidas con H-E
como las obtenidas por técnica de 1HQ, fueron pasadas a formato digital con el sistema de
adquisicion y procesamiento de imagenes Motic VM 3.0 Digital Slide Scanning System.
A su vez, para su analisis, se utilizo el software Motic VM 3.0 — Motic Digital Slide
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Assistant (version 1.0.7.46, Copyright Motic China Group Co., Ltd.2017). Tanto para el
calculo del 1AM como para la cuantificacion de las células positivas para Ki-67 y PHH3,
se realizd captura de imagen de las areas consideradas mas representativas a 40x de
magnificacion. La figura 8 corresponde a una captura de pantalla, donde se muestra parte
de los recursos que ofrece el software Motic VM 3.0 —Motic Digital Slide Assistant para

el andlisis histologico de Idminas digitales.
TABLA 2

Operacionalizacion de las variables dependientes

Variables dependientes Operacionalizaciéon

indice de actividad mitotica (IAM) (ndmero de mitosis + 1000 células) x 100 @

(numero de células Ki-67 positivas + 1000

Indice de expresion de Ki-67 células) x 100 °

(nmero de mitosis PHH3 positivas + 1000

Indice de expresion de PHH3 células) x 100 °

Nota: 2 En todos los casos, se realiz6 la cuantificacién en 1000 células tumorales.

FIGURA 7. Morfologia de los distintos grados de diferenciacion histoldgica del COCE. A. COCE
bien diferenciado (H-E. Magnificaciéon 10x). B. coce moderadamente diferenciado (H-E.
Magnificacién 10x). C. cock pobremente diferenciado (H-E. Magnificacion 10x).

La calibracion interobservador en el reconocimiento de las FM y de las células positivas
por 1HQ para los anticuerpos Ki-67 y PHH3, se realizé entre la responsable del trabajo y la
Dra. Natalia Gonzalez (asistente de la Catedra de Anatomia Patoldgica de la Facultad de
Odontologia de la UdelaR). Para ello, fueron seleccionadas 30 imagenes a 40x de
aumentos, de las cuales, diez correspondian a ldminas tefiidas con H-E, diez a laminas de

IHQ para Ki-67 y las restantes, a laminas de I1HQ para PHH3 (J.-Y. Kim et al., 2017).
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FIGURA 8. El software Motic VM 3.0 — Motic Digital Slide Assistant permite evaluar las ldminas
histolégicas en formato digital de una forma muy similar al uso del microscopio 6ptico. En esta
imagen, se muestra la lamina digital de un COCE moderadamente diferenciado de reborde

alveolar tefiido con H-E y visualizado con el software Motic DS Assistant, magnificacion 1.5x.

Con el fin de establecer el grado de concordancia interobservador, previo al conteo, las
examinadoras analizaron y acordaron los criterios morfol6gicos necesarios tanto para la
identificacion de las FM, como para el reconocimiento de las células positivas a los
biomarcadores estudiados en las laminas de IHQ. Las observadoras realizaron sus
cuantificaciones de manera independiente, sin conocimiento de las cifras establecidas por
la otra. Asimismo, para establecer el grado de concordancia intraobservador, pasados 30
dias, se volvié a realizar el andlisis y la cuantificacion de las mismas imagenes. Se utilizo
el coeficiente de correlacion interclase (cci) para el calculo del grado de concordancia
interobservador [CCI: (Ki-67 = 0,85) (PHH3 = 0,86)] e intraobservador [CCI: (Ki-67 =
0,98) (PHH3 = 0,86)] (Cortés-Reyes, Rubio-Romero, & Gaitan-Duarte, 2010).

3.6. Indice de actividad mitética

Para el calculo del 1am se utilizaron las laminas digitales tefiidas con H-E. En cada caso,
con el sofware Motic VM 3.0 — Motic Digital Slide Assistant (version 1.0.7.46, Copyright
Motic China Group Co., Ltd.2017) a 10x de magnificacion, se seleccionaron las areas con
mayor densidad de células tumorales, evitando zonas con alteraciones tisulares, con
importantes exudados inflamatorios o con pliegues tisulares (Ohashi et al., 2018; Tandon

et al., 2016). Posteriormente, a 20x de magnificacion se eligieron los campos con mayor
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densidad mitotica y a 40x de magnificacion, se realizé la individualizacion de las Fm
(normales y atipicas) y la captura de imagen para su posterior anélisis con el software
Image J (1.52v, Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA) (Ohashi et al., 2018;
Tandon et al., 2016).

La identificacion de las Fm se realizd de acuerdo con las caracteristicas morfoldgicas
descriptas por Van Diest et al. (1998), reconociendo como tales: a) coagulos oscuros de
cromosomas con frecuentes extensiones superficiales, visibles al mover el micrométrico
y de configuracion variable en funcién de las distintas fases mitoticas (prometafase,
metafase, anafase o telofase); b) ausencia de envoltura nuclear y c) citoplasma basdéfilo
(Chitra et al., 2019; Tandon et al., 2016; Van Diest et al., 1998). En la figura 9 se pueden
observar las diferentes morfologias compatibles con FM normales, que puede adoptar el
nucleo celular a media que la célula transcurre por las distintas fases de la mitosis. Estas

imagenes fueron obtenidas durante el anélisis histologico de nuestra muestra de estudio.

b ‘f"" 2 """ﬁ'o," R g‘?; , r"’ﬁ.\v
2 < 3 : - Q i ' !vr_ - . 1
\\' 'g.k @ 3 ™3 - -‘J':, ’ “
N % 2 3 %y
e o 5' nY ‘; ':
}3 A Qa,;‘\;)'«' g & Q ‘j‘c\),. ‘ ' *f‘
e T4 . BN ,"\ ".._‘\ﬂ < d'
% . { E; ” (-b‘}: = A '-‘}',‘4 ,’ “\ ' » ,‘Q . 'ﬂ’ » D \ - ‘
‘ o 1S e > SN LR ¥ D et

FIGURA 9. Figuras mitdticas normales observadas en laminas digitales de COCE, tefiidas con H-E,

a una magnificacién de 40x. A. Prometafase. B. Metafase. C. Anafase. D. Telofase.

Como se ha mencionado previamente, para el cdlculo del 1am fueron contabilizadas tanto
FM normales como atipicas. En este estudio, se identificaron como mitosis atipicas todas
aquellas reconocidas como Fm, pero con morfologias que diferian en mayor o menor
medida a las consideradas normales. De esta manera, fueron incluidas como F™ atipicas,
las mitosis multipolares, anulares (en anillo), asimétricas y con puente en anafase
(Matsuda et al., 2016; Ohashi et al., 2018). Asimismo, fueron excluidas del conteo,
aquellas morfologias nucleares cuestionables, como los nucleos picnéticos o apoptoticos
(Elmaci et al., 2018; Matsuda et al., 2016; Ohashi et al., 2018). En la figura 10 se muestran
diferentes FMm atipicas registradas durante el andlisis histologico de las laminas digitales

teflidas con H-E de los COCE objeto de estudio.
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FIGURA 10. Figuras mitéticas atipicas en COCE observadas en laminas digitales, tefiidas con H-E,
a una magnificacion de 40x. A. Mitosis tripolar. B. Puente que une los cromosomas paralelos en

anafase. C. Mitosis en anillo (flecha). D. Mitosis asimétrica.

Para establecer el 1AM en cada uno de los casos, con la herramienta de conteo manual del
software Image J (1.52v, Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA), se
contaron las FM normales y atipicas presentes en 1000 células tumorales. El valor
obtenido fue registrado como porcentaje de mitosis cada 1000 células tumorales, a través
de la formula: 1AM = [(nGmero de mitosis + 1000 células) x 100] (Kadoo et al., 2018).

3.7. Procesamiento Inmunohistoquimico

El procesamiento 1HQ fue realizado en el Laboratorio de Patologia Molecular de la
Facultad de Odontologia de la UdelaR, por la Dra. Gabriela Vigil (asistente del
Laboratorio de Patologia Molecular de la Facultad de Odontologia de la UdelaR) y la
responsable del trabajo. Para ello se siguid el protocolo detallado en investigaciones
previamente publicadas por el grupo de trabajo del laboratorio donde se ejecutd el
procesamiento inmunohistoquimico (Bologna-Molina et al., 2019; Carredn-Burciaga et
al., 2018; Sanchez-Romero et al., 2021).

Para la técnica de IHQ, se obtuvieron dos cortes de 4 um espesor de cada uno de los 70
bloques de tejido fijado en formol e incluido en parafina, que posteriormente se montaron
en ladminas tratadas con poly-L-lisina. A continuacion, las secciones fueron
desparafinados en estufa a 45° C por 30 minutos y luego se colocaron en xilol por cinco
minutos. Ulteriormente se hidrataron en un tren de concentraciones decrecientes de
alcoholes (absoluto, 95, 80, 70 y 50 %) y agua destilada (Bologna-Molina et al., 2019;

Carreon-Burciaga et al., 2018; Sanchez-Romero et al., 2021).

Para el desenmascaramiento de los epitopes antigénicos, se realizd la recuperacion con
solucion de citrato de sodio de 10 mM (pH 6.2) (Borg Decloaker, RTU, Biocare Medical)
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en una olla a presion en microondas a potencia maxima (750 W) por cinco minutos, luego
se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se enjuagaron con agua destilada. Las
peroxidasas enddgenas se bloquearon con perdxido de hidrogeno al 0,9 % durante cinco
minutos y a continuacion se lavaron con agua destilada (Bologna-Molina et al., 2019;

Carredn-Burciaga et al., 2018; Sanchez-Romero et al., 2021).

Como la técnica de 1HQ fue realizada por capilaridad, luego de la recuperacion antigénica
y del bloqueo de las peroxidasas endogenas, las laminillas fueron montadas en placas
cubiertas y colocadas en bastidores para la incubacion con los anticuerpos. Para ello,
previamente, durante cinco minutos, estuvieron en solucion salina tamponada con fosfato
(PBS, Biocare Medical) a pH 7,4. Ulteriormente se incubaron con los anticuerpos
primarios monoclonales Ki-67 (mouse monoclonal Anti-Human Ki-67 Antigen, Clon
MIB-1, dilucién 1:100, Dako, Glostrup, Denmark, N° de catalogo M7240) y PHH3 (Serina
10) [rabbit monoclonal Anti-Human Histone H3 (p Ser10), Antibody (SA31-01), dilucion
1:100, NBP2-67305, Novus Biologicals and Bio-Techne brand] durante 45 minutos.
Posteriormente se lavaron con PBS, para luego ser incubadas con un anticuerpo
secundario anti-raton / anti-conejo biotinilado durante 30 minutos. Después, previo
lavado intermedio con PBS, también durante 30 minutos, se incubaron con un complejo
de estreptavidina-peroxidasa (LSA-B + Labeled streptavidin-biotin, Dako Corporation,
Carpinteria CA, USA) (Bologna-Molina et al., 2019; Carredn-Burciaga et al., 2018;

Sanchez-Romero et al., 2021).

A continuacién, para la visualizacion de los productos de la reaccion antigeno-anticuerpo,
se utilizo el sustrato 3,3’- diaminobencidina - H202 (Dako Corporation, Carpinteria, CA,
USA), luego se enjuagaron con agua destilada y posteriormente, se realiz6 la contra
coloracion con hematoxilina de Harris (Biopack, cod. 0832.08, Argentina) durante 90
segundos. Los excesos de hematoxilina fueron eliminados con agua corriente y
seguidamente las laminillas fueron deshidratadas en concentraciones crecientes de
alcoholes (50, 70, 80, 95 y 100 %), se secaron a temperatura ambiente y finalmente sobre
ellas se montaron los cubre objetos con resina liquida (Tissue-Tek®, Sakura, ref. 1408,
Netherlands). Una vez completado el proceso, las laminas histoldgicas se dejaron secar a
temperatura ambiente durante 24 horas y posteriormente fueron observadas con
microscopio optico (Bologna-Molina et al., 2019; Carredn-Burciaga et al., 2018;
Sanchez-Romero et al., 2021).

53



Como control positivo del procesamiento IHQ, tanto para el anticuerpo Ki-67 como PHH3,
se utilizaron muestras de carcinoma de mama. Asimismo, como control negativo, se
realizd el procesamiento IHQ previamente descripto omitiendo la etapa de incubacion con
los anticuerpos primarios (Bologna-Molina et al., 2019; Carre6n-Burciaga et al., 2018;

Sanchez-Romero et al., 2021).

3.8. Evaluacion Inmunohistoquimica

3.8.1. Ki-67

En este trabajo, se consideraron como células positivas para el anticuerpo Ki-67, aquellas
células epiteliales neoplasicas que presentaban nudcleo de color marron,
independientemente de la intensidad y del patron de tincion (Cortegoso et al., 2017,
Gadbail et al., 2021; Jing et al., 2019). Las células con nucleo de color azul, debido a la
contra tincion con la hematoxilina de Harris fueron consideradas negativas (Cortegoso et
al., 2017; Gadbail et al., 2021; Jing et al., 2019). En la figura 11 se muestran tres imagenes
en aumentos progresivamente mayores, correspondientes a un caso de COCE bien
diferenciado, donde se puede observar el patron de inmunomarcacion y las células con

tincion nuclear positiva para el anticuerpo Ki-67.

Para la cuantificacion de la inmunomarcacion del anticuerpo Ki-67, se utilizaron las
laminas de 1HQ en formato digital. En cada caso, con el software Motic VM 3.0 — Motic
Digital Slide Assistant (version 1.0.7.46, Copyright Motic China Group Co., Ltd.2017) a
una magnificacion de 10x, se localizaron las areas con mayor densidad de células
epiteliales neoplésicas Ki-67 positivas, aumentando posteriormente y en forma progresiva
hasta 40x. A este aumento, se realizd la captura de imagen, para su posterior
cuantificacion con la herramienta de conteo manual del software Image J (1.52v, Wayne
Rasband, National Institutes of Health, USA). En promedio se necesitaron siete imagenes
de cada caso, para poder contabilizar 1000 células tumorales.

El grado de positividad para Ki-67 de cada coce analizado, fue registrado como
porcentaje de nucleos positivos en 1000 células tumorales. En la bibliografia, a este valor
se le denomina indice de etiquetado para Ki-67 y es calculado con la formula: [(nimero
de ceélulas Ki-67 positivas + nimero total de celulas neoplasicas contabilizadas) x 100]
(Ahmad et al., 2020; Chaudhari et al., 2018; Gadbail et al., 2021; Surov et al., 2019).
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FIGURA 11. Expresion inmunohistoquimica de Ki-67 en un cOCE bien diferenciado. A. Vista
panoramica, se destaca la inmunomarcacion elevada de Ki-67 en el estrato basal del epitelio de
revestimiento, la cual es esperable y cumple el rol de control interno (magnificacion 2.3x). B.
Islotes de células tumorales, en ellos se puede observar la inmunoexprsion de Ki-67 en las células
periféricas adyacentes al estroma tumoral (magnificacion 10x). C. Células que inmunoexpresan

Ki-67 con marcacién nuclear marrén (magnificacion 20x).

Asimismo, en funcion del grado de proliferacion establecido por el indice de etiquetado
para Ki-67, cada caso fue puntuado de 1 a 3, siguiendo la escala descripta por Chaudhari

et al. (2018) y que se muestra en la tabla 3.
TABLA 3

Grado de expresion de Ki-67 en COCE segun indice de etiquetado Ki-67

Expresion Ki-67  Grado de proliferacion Indice de etiquetado Ki-67

1 Alto >50%
2 Moderado 30-50 %
3 Bajo <30 %

Reproducido de Chaudhari, M., Shukla, S., Tamhane, A., Acharya, S., & Bhake, A. (2018).
Histopathological Grading of Oral Squamous Cell Carcinoma and Its Correlation with Ki-67 - a
Proliferative Marker. Journal of Evidence Based Medicine and Healthcare, 5(22), 1690-1695.
https://doi.org/10.18410/jebmh/2018/355

3.8.2. PHH3

Para el analisis de la inmunoexpresion del anticuerpo PHH3, se consideraron como células
positivas, aquellas cuyos nucleos reunian las siguientes caracteristicas: a) tincion marrén
intensa y densa, b) ausencia de membrana nuclear intacta y ¢) cromatina condensada con
morfologia de FM normal o atipica (Bedekovics et al., 2018; Chow et al., 2017; Ginter,
Shin, Liu, Chen, & D’Alfonso, 2016; J.-Y. Kim et al., 2017; Ladstein et al., 2012; Olar,
2015; Puripat & Loharamtaweethong, 2019; Ramani et al., 2015; van Steenhoven et al.,
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2020). En la figura 12 se muestran FM-PHH3 positivas (FM-PHH3 +), normales y atipicas,
halladas durante el analisis histoldgico de las muestras de nuestro estudio.
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FIGURA 12. Figuras mitéticas PHH3 positivas en COCE, que cumplen con los criterios para su
identificacion: tincion nuclear marrén, ausencia de membrana nuclear y condensacion de la
cromatina. A-D Figuras mitdticas normales: A. Prometafase. B. Metafase. C. Anafase. D.
Telofase. E-H Figuras mitéticas atipicas: E. Puente anafasico. F. Mitosis tripolar. G. Mitosis en

anillo. H. Mitosis asimétrica. Magnificacion 40x (A-H).

Los nacleos tefiidos de marron con membrana nuclear lisa, intacta y sin condensacién
cromosomica llamativa, fueron considerados inespecificos y no se tuvieron en cuenta para
la inmunocuantificacion (Bedekovics et al., 2018; Chow et al., 2017; Ginter et al., 2016;
Ladstein et al., 2012; Puripat & Loharamtaweethong, 2019; van Steenhoven et al., 2020).
En la figura 13 se sefialan dentro de un circulo los nucleos tefiidos de marrédn, qué al no
cumplir con los requisitos anteriormente mencionados y detallados en la bibliografia, no
se incluyeron en el conteo de células PHH3 positivas. En la misma imagen se sefiala con

una flecha roja, las celulas que si fueron incluidas como positivas para PHH3.

Para la cuantificacion de las FM-PHH3 +, en cada caso, con el software Motic VM 3.0 —
Motic Digital Slide Assistant (versién 1.0.7.46, Copyright Motic China Group Co.,
Ltd.2017) a una magnificacion de 20x, se localizaron las areas con mayor densidad de

FM-PHH3 +, aumentando posteriormente a 40x, para individualizar cada una de ellas. A
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este aumento se realiz6 captura de imagen, para posteriormente con la herramienta de
conteo manual del programa Image J (1.52v, Wayne Rasband, National Institutes of

Health, USA) determinar el nUmero de FM-PHH3 + presentes en 1000 células tumorales.
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FIGURA 13. Imagen microscépica inmunohistoquimica de PHH3 en COCE. Las mitosis sefialadas
con flecha roja, corresponden a las imagenes consideradas como positivas en este estudio. Los
nucleos con granulos tefiidos de marrén y membrana nuclear intacta englobados en circulos, no

fueron contabilizados porque no corresponden a células en mitosis. Magnificacion 20x.

El 1am calculado en funcion de las mitosis PHH3 + (IAM-PHH3 +), fue definido como
porcentaje de mitosis PHH3 positivas observadas cada 1000 células tumorales, a través de
la aplicacion de la siguiente férmula: [(nGmero de mitosis PHH3 positivas + 1000 células)
x 100].

3.9. Analisis estadistico

El analisis estadistico consistio en la comparacién de la expresion de los marcadores
considerados, mediante estadisticas descriptivas (medias y desvio estandar) para las
variables continuas y distribucion de frecuencias para las variables categoéricas. Para
comparar la expresién de los marcadores segun sexo, edad, localizacion y grado
histoldgico se utiliz6 la comparacion de medias basada en la Prueba t de Student para
muestras independientes, cuando se trataron de dos grupos, y el modelo de Anélisis de
Varianza (ANOVA), en los casos donde se compararon tres 0 mas grupos (Anscombe,
1948).
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Adicionalmente se confeccionaron diagramas de dispersion para indagar sobre el grado
de correlacion lineal entre los tres marcadores, calculando en cada caso el coeficiente de
correlacion lineal de Pearson. El analisis de sobrevida se llevd a cabo mediante la
confeccion de curvas de sobrevida construidas siguiendo la metodologia de Kaplan y
Meier (1958), mientras que la comparacion de las mismas se realiz6 con el modelo de
Cox (1972).

Todas las pruebas se llevaron a cabo con un nivel de significacion del 5 %. Para el anélisis
estadistico se utilizo el paquete estadistico R (R Core Team, 2019) y en particular, para
el andlisis de sobrevida fueron utilizados los procedimientos incluidos en la libreria

survival (Emura et al., 2000).
3.9.1. Determinacion del tamafio muestral

Para determinar el tamafio muestral se considerd estimar el riesgo relativo resultante de
comparar la sobrevida de los pacientes con baja y elevada expresion de Ki-67. El valor
de referencia que se utiliz6 fue extraido de Jing et al. (2019), siendo el mismo de 1893,
el cual indica que la sobrevida de los pacientes con alta inmunoexpresion (superior al
43 %) presentan un riesgo de 89,3 % mayor que los de menor inmunoexpresién (inferior
al 43 %).

Para calcular el tamafio muestral, se utilizo la siguiente formula presentada por David

Schoenfeld (1983): n = P Pplog (HR)Z

En funcion de la cual, el tamafio muestral resultante fue de 61 casos. Este calculo se
realiz6 considerando un nivel de significacién de 5 %, una potencia de 80 % y que se

contaria con igual nimero de casos con baja y alta inmunoexpresion.
3.9.2. Calibracién

Para la evaluacion del grado de concordancia intra e interobservador, se utilizo el ccl. Se
eligio este indicador debido a que los marcadores fueron registrados en una escala
cuantitativa (Cortés-Reyes et al., 2010). Para la interpretacion de los coeficientes
resultantes fueron empleados los criterios definidos por Cicchetti (1994). Esta autora
considera que el grado de acuerdo es pobre cuando los valores del cci oscilan entre
0y 0,4; moderado cuando los valores se localizan entre 0,4 y 0,59 y bueno cuando se
ubican entre 0,6 y 0,74. Asimismo, cuando el coeficiente resultante se posiciona entre

0,75y 1, el grado de acuerdo es calificado de excelente (Cicchetti, 1994).
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3.10. Financiacion

Para la ejecucion de este trabajo, se utilizaron las instalaciones y los recursos humanos de
los servicios de Anatomia Patologica y Patologia Molecular de la Facultad de
Odontologia de la UdelaR. Ademas, este trabajo cont6 con el apoyo econdémico de 90000
pesos uruguayos obtenidos en el concurso de proyectos de investigacion realizado en el
marco de los 90 afios de la Facultad de Odontologia de la UdelaR, donde fue galardonado
con el primer lugar. El dinero obtenido fue utilizado para la compra de los biomarcadores

inmunhistoquimicos Ki-67 y PHH3.
3.11. Declaracion de conflicto de intereses

Los responsables y participantes de este trabajo de investigacion declaran no tener

conflicto de intereses durante su desarrollo y ejecucion.

59



Capitulo 4 | Resultados

Este capitulo presenta las observaciones y resultados obtenidos del proceso de
investigacion. En primer lugar, se realiza un analisis descriptivo de las variables
clinico-patologicas del coce (84.1). En segundo lugar, se detallan la asociacion
estadisticamente significativa encontrada entre la inmunoexpresion del Ki-67 y el grado
histoldgico del cocke (8 4.2). En tercer lugar, se describen los patrones de expresion de
los anticuerpos estudiados; la correlacion entre ellos y con el 1AM (8 4.3). Finalmente, en
cuarto lugar, se presenta el analisis de sobrevida, donde ademas de establecer el tiempo
de sobrevida global y la tasa de sobrevida a los cinco afios de la muestra de estudio, se
exponen los resultados obtenidos del estudio bivariado y multivariado de la posible

asociacion entre las variables dependientes y la sobrevida de los pacientes (§ 4.4)

4.1. Andlisis descriptivo de las variables clinico-patoldgicas del carcinoma oral

de células escamosas

La muestra de estudio quedd constituida por 62 casos de coce diagnosticados en el
Servicio de Anatomia Patologica de la Facultad de Odontologia de la UdelaR. La
reduccion en el n de la muestra se debe a que luego del procesamiento 1HQ, debido a la
falta de antigenicidad, fueron excluidos ocho casos.

De los 62 casos estudiados, el 64,6 % (n = 39) correspondieron a hombres y el 59,7 % de
todos los casos eran mayores de 65 afios al momento del diagnéstico. En cuanto a la
localizacion, la mucosa bucal (encia, reborde alveolar y extensiones a trigono retromolar
y mejilla) represento el 43,5 % (n = 27), seguido en orden decreciente por lengua (25,8
%, n = 16), paladar (21,0 %, n = 13) y piso de boca (9,7 %, n = 6).

En cuanto a la graduacién histoldgica, el 61,3 % (n = 38) correspondieron a COCE
moderadamente diferenciados (Grado 2), el 27,4 % (n = 17) a cock bien diferenciados
(Grado 1) y solo el 1,3 % (n =7) fueron tipificados como coce pobremente diferenciados

(Grado 3). En la tabla 4 se presentan los datos anteriormente detallados.

4.2. Asociacion entre las caracteristicas clinico-patoldgicas y los biomarcadores
Ki-67 y PHH3

En funcién de los valores obtenidos, como se puede ver en la tabla 4, se encontr6 una
relacion estadisticamente significativa entre el grado histolégico del coce y la
inmunoexpresion de Ki-67 (p 0,004). Asi, como se ejemplifica en la figura 14, en los

60



cocke bien diferenciados se observé una menor expresion de Ki-67 (media 28,97),
elevandose en los coce moderadamente diferenciados (media 41,27) y alcanzando la
mayor expresion en los coce pobremente diferenciados (media 43,37). Sin embargo, con
el biomarcador PHH3 no se constatd una relacion similar (p 0,564). Tampoco se pudo
demostrar una correlacién estadisticamente significativa entre los biomarcadores

estudiados y las variables independientes, sexo, edad y localizacion.

También es de destacar, que el 70 % de los cocE de la muestra, presentaron un grado de

proliferacion bajo o moderado (indice de etiquetado Ki-67 menor o igual a 50).
TABLA 4

Asociacion entre las caracteristicas clinico-patolégicas del coce y las variables

dependientes: 1AM, inmunoexpresion de Ki-67 y PHH3

n Ki-67 PHH3 1AM

Global 62 M 38,14 (DE 14,44) M 1,34 (DE 0,62) M 0,97 (DE 0,55)
Sexo M DE p M DE P M DE p
Femenino 23 (35,4%) 39,31 16,75 1,31 0,59 1,04 0,43

0,651 0,777 0,392
Masculino 39 (64,6 %) 37,45 13,08 1,36 0,65 093 0,61
Edad
Menor a 65 25(40,3%) 39,31 1533 1,33 0,67 0,98 0,56

0,441 0,853 0,891
Mayor a 65 37 (59,7 %) 36,40 13,14 1,36 0,56 096 0,55

Localizacion agrupada

Lengua 16 (25,8 %) 3534 14,75 1,22 0,59 0,81 0,35
Mucosa oral 27 (435%) 39,10 1556 147 0,71 1,01 0,54
0,785 0,508 0,559
Paladar 13(21,0%) 4035 1187 121 047 1,09 0,69
Piso de boca 6 (9,7 %) 36,48 15,78 1,35 0,55 1,93 0,73

Grado histolégico

1 17 (274%) 2897 13,72 119 063 1,00 054
2 38(61,3%) 41,27 1274 0004* 143 062 0564 091 052 0,654
3 7 (1,3%) 4337 16,87 121 061 121 070

Nota: M (media), DE (desvio estandar). En negrita se muestran los valores significativos. * p < 0,05
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FIGURA 14. Relacion entre el grado histoldgico del COCE y la inmunoexpresion de Ki-67. En estas
imégenes se pude observar como aumenta la inmunomarcacion de Ki-67 a medida que disminuye
el grado de diferenciacion histoldgica del coCE. A. cocE bien diferenciado (Grado 1). B. COCE
moderadamente diferenciado (Grado 2). C. coct pobremente diferenciado (Grado 3).
Magnificacion 10x (A-C).

4.3. Patrones de expresion de Ki-67 y PHH3

Al correlacionar las variables Ki-67 y PHH3, se encontrd una relacion significativa
(p 0,041), leve y significativamente distinta de cero, como se muestra en el diagrama de

dispersion de la figura 15.

PHH3
.

Ki-67

FIGURA 15. Diagrama de dispersion que muestra la existencia de una correlacion significativa,
pero baja, entre PHH3 y Ki-67 (r 0,259 / p 0,041)

En general, el grado de expresion del anticuerpo pHH3 fue marcadamente menor que el
de Ki-67, con una media de 1,34 (DE 0,62) y de 38,14 (DE 14,44) respectivamente.
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Adicionalmente, el anticuerpo PHH3 se caracterizo porque ademas de presentar un rango
estrecho de inmunomarcacion (rango = 3, 1; limite inferior = 0,2 y limite superior = 3,3),
la intensidad de la tincion fue fuerte y se correlaciond positivamente con la morfologia
de los ndcleos segun las diferentes etapas de la mitosis. En cambio, el anticuerpo Ki-67
demostré un rango de expresion amplio (rango = 54,2; limite inferior = 8,5 y limite
superior = 62,7) con patrones e intensidad de tincion variable y en algunos casos, ademas,
se observo inmunoexpresion positiva por parte de células estromales. En la figura 16 se
puede apreciar las diferencias anteriormente descriptas en relacion a los patrones de

inmunoexpresion de los anticuerpos estudiados.

FIGURA 16. Comparacion de la misma area tumoral en Idminas tefiidas con H-E e IHQ para Ki-67
y PHH3. A. Ldmina de H-E donde se pueden identificar dos FM. B. Lamina de IHQ para Ki-67,
donde se observan varias células positivas con tincién nuclear de intensidad variables. C. Lamina
de IHQ para PHH3, en la que se visualizan un menor nimero de células positivas en comparacion
con las laminas de 1HQ para Ki-67, identificandose cuatro FM que inmunoexpresan el anticuerpo
PHH3. Magnificacion 20x (A-C).

Al analizar la relacion entre los biomarcadores y el 1AM, no se encontrd suficiente
evidencia que indique una correlacién significativa con el Ki-67 (p 0,194). En cambio, en
funcién del coeficiente de correlacion calculado (r 0,450) con un p-valor < 0,001, si se
observd una asociacion estadisticamente significativa entre el 1AM y la PHH3. El diagrama
de dispersion de la figura 17 demuestra graficamente la correlacion existente entre IAM y

la PHH3 y su ausencia entre 1AM Y el Ki-67.

Asimismo, el anticuerpo PHH3 nos permitié identificar méas facilmente las Fm positivas y
los campos con mayor densidad mitotica, pudiendo por lo tanto constatar su rol como
marcador especifico de mitosis. De hecho, como se muestra en la tabla 5, en 44 casos, el
numero de mitosis identificadas por 1HQ para PHH3 fue mayor al obtenido en base al

reconocimiento de sus caracteristicas morfoldgicas en laminas tefiidas con H-E. Sin
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embargo, en 12 muestras tisulares se identificé un mayor nimero de FM en las laminas de

H-E que en las de 1HQ y en los seis restantes se tipificaron el mismo ndmero de Fm

independientemente de la técnica empleada.

Inmunoexpresion

KI-67

'
2 0

indice de actividad mitética

PHH3

FIGURA 17. Diagrama de dispersion. A. Representacion grafica que muestra ausencia de

correlacion significativa entre Ki-67 y el 1AM (r 0,167 / p 0,194). B. Como se muestra en este

diagrama, si se encontré una correlaciéon significativa entre PHH3 y el 1AM (r 0,450 / p < 0,001).

TABLAS

FM positivas para PHH3 en 1000 células tumorales en comparacion con las FMm

reconocidas en base a sus caracteristicas morfolégicas en laminas tefiidas con H-E

Parametro NUmero de casos Porcentaje
Mayor nimero de FM
positivas a PHH3 que las 44 70,9 %
identificadas en H-E
Coincidencia en el nUmero
de FM identificadas con PHH3 6 9,7 %
y H-E
Menor nimero de Fm
positivas PHH3 que las 12 19,4 %
identificadas en H-E
Total 62 100
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4.4. Andlisis de sobrevida

Al realizar el anlisis de sobrevida de los pacientes con COCE, se observo el evento de
fallecimiento en 48 pacientes, mientras que 14 pacientes llegaron al final del periodo de
seguimiento, a los que se les asignd un indicador de censura. Se construy0 la curva de
sobrevida —que se presenta en la figura 18—, mediante el procedimiento de
Kaplan-Meier, a partir de la cual se estimé que el tiempo mediano de sobrevida global
fue de 1,51 afios (0,92; 2,69) y la tasa de sobrevida a los cinco afos, sin considerar el
estadio de la enfermedad fue del 27 % (0,18; 0,41).

1.0
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tiempo (afios)
FIGURA 18. Curva de Kaplan-Meier de sobrevida global.

Asimismo, se efectud el estudio de la posible asociacién entre cada marcador (Ki-67, PHH3
e 1AM) y la sobrevida de los pacientes, tanto de forma bivariada (asociacion de cada
marcador con la sobrevida) como multivariada (asociacion de cada marcador y las demas
variables independientes con la sobrevida). En ambos casos, la metodologia estadistica
empleada fue el modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox (1972). La
representacion de los datos obtenidos se realizd a través de curvas de sobrevida de
Kaplan-Meier (1958). En la tabla 6 se muestran los resultados obtenidos y en las figuras
19y 20 las graficas correspondientes.

De este analisis, en sus dos formas (bivariada y multivariada), se pudo observar cierta
asociacion significativa entre el tiempo de sobrevida y la expresion de PHH3 (p 0,016).

También se observa una relacion significativa y similar con el 1AM (p 0,031),
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constatandose que, a mayores valores de este, asi como de la inmunoexpresion de PHH3,
menor es el tiempo de sobrevida. En cambio, para el KI1-67, no se encontrd una asociacion

estadisticamente significativa (p 0,295).
TABLA 6

Analisis de la asociacion entre KI-67, PHH3 e 1AM Yy sobrevida de los pacientes de forma

bivariada y multivariada

bivariado multivariado
n HR p HR p
Ki-67 1,010 (0,991; 1,030) 0,295 1.001 (0,983; 1,128) 0,605
PHH3 1,061 (1,011; 1,113) 0,016* 1,052 (1,002; 1,105) 0,042*
1AM 1,056 (1,005; 1,110) 0,031* 1,054 (1,001; 1,109) 0,045*

Nota: HR (hazard ratio). Los valores que aparecen entre paréntesis adjuntos al HR, corresponden al
intervalo de confianza del 95 %. En negrita se muestran los valores significativos. * p < 0,05
A continuacién, se detalla la interpretacion de los valores de hazard ratios (HR) mostrados

en latabla 5:

a) Estudio bivariado: los HR ppH3 [1,061 (1,011; 1,113)] y HR 1AM [1,056
(1,005; 1,110)], indican que por cada décima que aumenta la inmunoexpresion
de PHH3 y el 1AM, el riesgo de fallecer se eleva un 6,1 %y 5,6 %, respectivamente.

b) Estudio multivariado: en este caso los HR PHH3 [1,052 (1,002; 1,105)] y HR
IAM [1,054 (1,001; 1,109)] indican que por cada décima que aumenten los
marcadores, dejando las demas variables constantes, el riesgo de fallecer aumenta

un 5,2 %y 5,4 %, respectivamente.
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FIGURA 19. La Curva de Kaplan-Meier grafica la asociacion entre sobrevida y la expresion de

PHH3. La expresion alta de PHH3 se asocio significativamente con un periodo de sobrevida mas

corto.
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FIGURA 20. La Curva de Kaplan-Meier grafica la asociacion entre sobrevida y el 1AM. El aumento

en el 1AM se correlaciond significativamente con un periodo de sobrevida més corto.
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Capitulo 5 | Discusion

En este capitulo se realiza el analisis de los resultados obtenidos y su correlacion con los
descriptos por otros autores en trabajos de investigacion previos. En primer lugar,
destacamos la proliferacion celular como un evento ampliamente estudiado en las
neoplasias malignas, particularmente en el COCE y en ese contexto ubicamos el
biomarcador PHH3 como objeto de estudio original. También detallamos los criterios que
determinaron la eleccion de las otras variables dependientes: Ki-67 y el 1IAM. En segundo
lugar, analizamos los principales resultados obtenidos con respecto al Ki-67, su
correlacion con la graduacion histopatolégica del coce y la ausencia de la misma con la
sobrevida. En tercer lugar, describimos las diferencias encontradas en el estudio en
relacion a la inmunoexpresion de los biomarcadores, la asociacion estadistica
significativa entre ambos y la falta de correlacion entre la PHH3 y la tipificacion
histologica de las muestras. En cuarto lugar, analizamos los resultados obtenidos con
respecto al IAM y los marcadores de 1HQ: la relacion estadistica significativa con la PHH3
y la ausencia de la misma con el Ki-67. En quinto lugar, detallamos el principal resultado
— a nuestro criterio — de este trabajo de investigacion: la relacion estadisticamente
significativa entre la inmunoexpresion de PHH3 y la sobrevida de los pacientes con COCE,
debido a que no encontramos en la bibliografia estudios que lo hayan analizado

previamente. Finalmente enumeramos las limitaciones de este trabajo.

La proliferacion celular es un proceso biolégico esencial, clave en el crecimiento y
conservacion de la homeostasis tisular (Gadbail et al., 2021; Van Diest et al., 1998).
Asimismo, la pérdida del control de este proceso, fue reconocido por Hanahan y
Weinberg (2000, 2011) como un Hallmark of Cancer, debido a su rol fundamental en el
desarrollo de las neoplasias malignas (Chitra et al., 2019; Feitelson et al., 2016; Hanahan
& Weinberg, 2011; Ladstein et al., 2012; Takkem et al., 2018).

De hecho, la evaluacion de la proliferacion celular en el cancer se considera un parametro
histolégico muy importante tanto en la definicién del comportamiento bioldgico tumoral,
particularmente del potencial de recidiva local y metastasico, asi como en la
determinacion del pronostico individualizado a cada paciente (Chitra et al., 2019). En este
sentido, con la finalidad de poder cuantificar este parametro en cada tumor en particular,
se han desarrollado diferentes métodos y marcadores de proliferacion, entre los cuales,

los mas utilizados son la evaluacién del nimero de mitosis (1AM) y la inmunoexpresion
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de Ki-67, pero a ambos métodos se les objeta el presentar una importante variabilidad
intra e interobservador (Chitra et al., 2019; Khieu et al., 2019; J.-Y. Kim et al., 2017; Lea
etal., 2021).

Sin embargo, en el cock, la evaluacion de la proliferacion tumoral no forma parte del
sistema de estadificacion actual (Almangush et al., 2020). No obstante, constituye una
linea de investigacion, como tantas otras, justificada en parte por la pobre tasa de
sobrevida que presentan los pacientes diagnosticados, aun en estadios tempranos de la
enfermedad y por la necesidad de poder identificar aquellos casos que tienen un mayor
riesgo de recurrencia (Gadbail et al., 2021; D. W. Kim et al., 2019; Takkem et al., 2018).
Realidad que no ha mejorado en los Gltimos afios, a pesar de los avances en las técnicas
de diagnostico y modalidades de tratamiento, que pone en cuestionamiento el sistema de
estadificacion vigente como responsable de tratamientos insuficientes o innecesarios, al
no poder reflejar adecuadamente el comportamiento bioldgico de cada COCE en particular
(Gadbail et al., 2021; D. W. Kim et al., 2019). De hecho, en este trabajo, el tiempo
mediano de sobrevida global fue solo de 1,51 afios (0,92; 2,69) y la tasa de sobrevida a

los cinco afios sin considerar el estadio de la enfermedad fue del 27 % (0,18; 0,41).

Si bien, hasta ahora no se ha podido determinar un panel de marcadores moleculares con
valor pronostico en el cock; aquellos utilizados para evaluar la capacidad proliferativa
tumoral —como se ha mencionado anteriormente—son considerados por algunos autores
como buenos candidatos, complementarios a la evaluacién prondstica basada en
parametros convencionales (Bhuyan et al., 2018; Takkem et al., 2018). En base a esta
linea de investigacion fue desarrollado este trabajo, con el objetivo principal de conocer
el comportamiento del biomarcador PHH3 en el cock, utilizando como parametros de

comparacion el Ki-67 y el 1AM.

El interés por el estudio del anticuerpo PHH3, reconocido como un biomarcador de
proliferacion celular y especifico de células en mitosis, surge luego de analizar la
bibliografia, donde observamos que el mismo, en comparacion con otros biomarcadores
de proliferacion celular ha sido poco estudiado (Hao et al., 2018; Ramani et al., 2015).
Sin embargo, en los Gltimos afios ha aumentado el nimero de investigaciones que lo
tienen como objeto de estudio en diferentes tumores malignos, recalcandose en varias de
ellas ciertas ventajas de PHH3 como marcador de proliferacion celular con respecto al
Ki-67 (Khieu et al., 2019; J.-Y. Kim et al., 2017; Ohashi et al., 2018). Asi, una de las
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principales caracteristicas que lo destacan, es el presentar una inmunomarcacion clara y
bien contrastada, limitada a las células que se encuentran en la fase m del ciclo celular,
mientras que las células en interfase no lo expresan o lo hacen minimamente (Khieu et
al., 2019; J.-Y. Kim et al., 2017; Ohashi et al., 2018). Ademas, estudios recientes han
demostrado que la inmunocuantificacion de este biomarcador tiene valor prondstico en
diferentes tumores malignos sélidos (Bedekovics et al., 2018; Chow et al., 2017; Hao et
al., 2018; Hendzel et al., 1997; J.-Y. Kim et al., 2017; Laflamme et al., 2020; Olar, 2015;
Siriweera & Zardawi, 2016). No obstante, el comportamiento de PHH3 en el COCE ha sido
escasamente estudiado y particularmente su relacion con la tasa de sobrevida, no ha sido
hasta ahora objeto de investigacion.

En cambio, en el cock, a diferencia del anticuerpo PHH3, uno de los biomarcadores de
proliferacion celular que si ha sido ampliamente estudiado es el Ki-67 (Ahmad et al.,
2020; Bhuyan et al., 2018; Chaudhari et al., 2018; Cortegoso et al., 2017; Gadbail et al.,
2021; Jing et al., 2019; Padma et al., 2019; Takkem et al., 2018). Sin embargo, los
estudios sobre el valor de la expresion de este biomarcador en la determinacion de la
sobrevida de los pacientes con coce han mostrado resultados contradictorios (Lopes et
al., 2017; Xie et al., 2016). De hecho, en nuestro trabajo, no encontramos una asociacion
estadisticamente significativa entre la expresion de Ki-67 y la sobrevida de los pacientes
(p 0,295). En la misma linea, son los resultados obtenidos por Cortegoso et al. (2017),
Brockton et al. (2017) y Gonzales-Moles et al. (2010).

Asi, Gonzéalez-Moles et al. (2010), luego de estudiar 79 cock, correspondientes a 69
pacientes, concluyeron que el Ki-67 no puede ser considerado un biomarcador de valor
prondstico en el cock. Estos autores argumentan que la falta de asociacién entre este
biomarcador y el comportamiento biolégico del tumor se deberia a que el Ki-67 solamente
es expresado por una pequefia fraccion de las células tumorales —las que se encuentran
en ciclo— responsables del crecimiento tumoral y no por aquellas otras subpoblaciones
tumorales que han adquirido una diferenciacion terminal (Gonzalez-Moles et al., 2010).
Estas ultimas, que no inmunoexpresan Ki-67, si condicionarian el pronéstico, debido a
que si bien no estan en proliferacion activa, han desarrollado diferentes caracteristicas
fenotipicas, como la capacidad de invasion y metastasis, que hacen al comportamiento

biolégico maligno del tumor (Gonzalez-Moles et al., 2010).
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Adicionalmente, en consonancia con las observaciones de Gonzalez-Moles et al. (2010),
en nuestro estudio observamos que en el 70 % de los cocE analizados (44 muestras), el
indice de etiquetado para Ki-67 fue menor al 50 %. Por lo tanto, en un nimero importante
de casos, mas de la mitad de las células contabilizadas no inmunoexpresaron Ki-67, o sea,

no se encontraban en proliferacion activa.

Sin embargo, es importante destacar, que investigaciones recientemente publicadas, como
la de Gadbail et al. (2021) y Jing et al. (2019), reconocen la inmunocuatificacion del Ki-
67 como un factor pronostico confiable en el cock. Estos autores hallaron una relacion
significativa entre el grado de inmunomarcacion de Ki-67 y la sobrevida, luego de
estudiar la expresion de Ki-67 en grandes cohortes, de 217 y 298 casos de COCE

respectivamente.

Continuando con los resultados obtenidos en nuestro trabajo con respecto al Ki-67,
nosotros observamos una relacion significativa entre el grado de diferenciacion
histoldgica del coce y la inmunoexpresion de Ki-67 (p 0,004). Asi, registramos que a
medida que disminuye el grado de diferenciacion histologica, mayor numero de células
expresan Ki-67. Este resultado concuerda con los presentados en trabajos previos, como
el de Gadbail et al. (2021), Ahmad et al. (2020), Nazar et al. (2020), Dash et al. (2020),
Jing et al. (2019), Padma et al. (2019), Chaudhari et al. (2018), Takkem et al. (2018) y
Gonzalez-Moles et al. (2010). Por lo tanto, esta relacion significativa, apoya al Ki-67
como un biomarcador potencialmente til para la clasificacion histopatoldgica del COCE,

concepto que fue previamente descripto por Gadbail et al. (2021).

Asimismo, al estudiar la correlacion entre las variables Ki-67 y pPH3, observamos una
relacién significativa entre ellas (p 0,041); esperable por ser ambos biomarcadores de
proliferacion celular expresados por la fracciébn de células que se encuentran
transcurriendo por el ciclo celular en forma activa. Esta correlacion fue descripta también
en carcinoma orofaringeo por Siriweera y Zardawi (2016), cancer de mama por Kim et
al. (2017) y linfoma folicular por Bedekovics et al. (2018). Sin embargo, a diferencia de
la correlacién estadisticamente significativa que encontramos entre la inmunoexpresion
del Ki-67 y el grado de diferenciacion histoldgica, no pudimos establecer una relacion

similar con el biomarcador PHH3 (p 0,564).

Al igual que las observaciones descriptas en trabajos previos, como el de Ohashi et al.

(2018) en cancer de mama, en nuestro trabajo constatamos que el anticuerpo PHH3 se
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expresé de forma significativa en menos células que el Ki-67, lo que demuestra una mejor
selectividad por una fase especifica del ciclo celular, al identificar basicamente las células
que se encuentran a finales de la fase G2 y M, a diferencia del Ki-67 que es expresado por
las células en ciclo, tanto en interfase como en mitosis (Dias et al., 2021; Khieu et al.,
2019; J.-Y. Kim et al., 2017; Puripat & Loharamtaweethong, 2019; van Steenhoven et al.,
2020).

Ademas, evaluamos y comparamos los patrones de inmunomarcacion de los
biomarcadores estudiados. En este sentido, en las laminas de Ki-67 pudimos constatar,
como se describe en la bibliografia, una de las limitantes en su uso como biomarcador,
como es el presentar una inmunomarcacién nuclear con una amplia gama de intensidades,
factor que contribuye a una baja reproducibilidad (Elmaci et al., 2018; J.-Y. Kim et al.,
2017; Lea et al., 2021; Ramani et al., 2015; van Steenhoven et al., 2020). En cambio,
PHH3 mostrd pequefias variaciones en la intensidad de expresion y como solo deben ser
reconocidas como positivas aquellas células con nucleo tefiido fuertemente de marrén,
sin membrana nuclear, con cromatina condensada y morfologia de FM normal o atipica,
en términos generales resultdé mas facil su identificacidn y cuantificacion (Bedekovics et
al., 2018; Chow et al., 2017; Ginter et al., 2016; J.-Y. Kim et al., 2017; Ladstein et al.,
2012; Olar, 2015; Puripat & Loharamtaweethong, 2019; Ramani et al., 2015; van
Steenhoven et al., 2020).

Sin embargo, es importante destacar, que como también ha sido descripto en otros
trabajos que estudiaron la inmunomarcacion de este anticuerpo, en algunas muestras la
inmunocuantificacion de las células PHH3 positivas no fue sencilla, debido a la presencia
de células con nucleos tefiidos de marrén pero con conservacion de la membrana nuclear,
las que fueron tipificadas como inespecificas siguiendo los parametros descriptos en la
bibliografia (los criterios utilizados para diferenciar a las mismas de las células PHH3
positivas, son presentados en el capitulo de Metodologia, apartado 3.8.2) (Bedekovics et
al., 2018; Chow et al., 2017; Ginter et al., 2016; Ladstein et al., 2012; Puripat &
Loharamtaweethong, 2019; van Steenhoven et al., 2020). De acuerdo con Bedekovics et
al. (2018), estas células no deben ser consideradas en el recuento, porque corresponderian
a células en fase Gz, donde se inicia la fosforilacion de la histona H3 y no a células en fase
M, las que si presentan una fosforilacion completa de la histona H3. En algunos casos,
como se puede observar en la figura 13, el nimero de células inespecificas superaron

ampliamente a las células cuantificadas como positivas para PHH3.
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En este trabajo para poder evaluar el comportamiento del anticuerpo PHH3 como
biomarcador de proliferacion celular en el coce, ademas del Ki-67, el otro parametro de
comparacion que utilizamos fue el 1Am. La inclusién del mismo, se debe en primer lugar,
a que es considerado el método mas antiguo para la determinacion de la capacidad

proliferativa de las neoplasias malignas (Elmaci et al., 2018; van Steenhoven et al., 2020).

En segundo lugar, la incorporacion de esta variable dependiente se justifica por el hecho
de que uno de los argumentos a favor de la PHH3, es que permite superar las limitaciones
de precision y reproducibilidad del 1aAm, al facilitar el reconocimiento de las areas
mitdticamente activas y la diferenciacion de células en mitosis de las mitotic-like figures
(Chow et al., 2017; Donovan et al., 2021; Jin et al., 2019; Khieu et al., 2019; J.-Y. Kim
etal., 2017; Leaetal., 2021; Olar, 2015). De hecho, para poder comparar las tres variables
dependientes, utilizamos para la cuantificacion de los biomarcadores el mismo criterio
que se emplea para el célculo del 1AM. Asi, en todos los casos, tanto el recuento de FM en
laminas de H-E, como de células positivas para Ki-67 y de FM positivas para PHH3, se

realizé en base a 1000 células tumorales (Kadoo et al., 2018).

Si bien, hay varios trabajos que describen una relacion significativa entre el 1AM y la
cuantificacion de Ki-67, como el de Khieu et al. (2019) en el linfoma folicular, el de Kim
et al. (2017) en cancer de mama invasor y el de Kadoo et al. (2018) en COCE, nosotros en
este trabajo no la pudimos encontrar (p 0,194). Particularmente, en el cock, los trabajos
que refieren una correlacion significativa entre estas dos variables, estudiaron su
comportamiento en el frente de invasion tumoral, parametro que no fue considerado en
este estudio (Buch, Haldar, Kheur, Chandanwale, & Kumar, 2019; Kadoo et al., 2018).

Sin embargo, si observamos una asociacion estadisticamente significativa entre el 1AM y
la PHH3 (p < 0,001), descripta previamente por Puripat et al. (2018) en meningiomas, por
Bedekovics et al. (2018) en linfoma folicular y por Ginter et al. (2016) en tumores
fibroepiteliales de mama. La misma era esperable debido a que el anticuerpo PHH3 es un
biomarcador 1HQ especifico de FM y porque se utilizo el mismo criterio de cuantificacion,
tanto en las laminas de H-E para el calculo del 1AM, como en las de 1HQ (Khieu et al., 2019;
J.-Y. Kimetal., 2017; Ohashi et al., 2018).

También pudimos constatar la especificidad de PHH3 como biomarcador de FM y las
limitaciones que presenta el célculo del 1AM en las laminas de H-E, debido a que en el

70,9 % de los casos estudiados, el 1AM obtenido en la lamina de 1HQ para el anticuerpo
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PHH3 fue superior al calculado en la correspondiente ld&mina de H-E. Esta observacion fue
descripta en estudios previos como el de Sudarshini et al. (2018) en displasia epitelial
oral y cock. La razon del menor nimero de FM identificadas en las laminas de H-E, se
debe probablemente a las dificultades inherentes a la identificacion de las zonas de mayor
densidad mitética en los cortes procesados de forma rutinaria (Chow et al., 2017;
Donovan et al., 2021; Jin et al., 2019; Khieu et al., 2019; J.-Y. Kim et al., 2017; Lea et
al., 2021; Olar, 2015). Otra limitacion que puede explicarlo también, es la dificultad para
reconocer las FM en sus distintas fases; particularmente la profase no suele ser identificada
en los cortes tefiidos con H-E y observados con microscopia optica (Donovan et al., 2021,
Sudarshini et al., 2018; Tandon et al., 2016). En cambio, en las muestras de IHQ para PHH3

puede ser reconocida, al inmunoexpresar este anticuerpo (van Steenhoven et al., 2020).

Finalmente, a diferencia del Ki-67, en este trabajo pudimos demostrar una relacion
significativa entre la expresion de PHH3 y el tiempo de sobrevida de los pacientes con
cock (p 0,016). Si bien, la misma fue previamente establecida en cancer de mama invasor
y urogenital, no encontramos en la bibliografia trabajo que haya estudiado previamente

esta relacion en el coce (Hao et al., 2018; J.-Y. Kim et al., 2017).
5.1. Limitaciones del estudio
Consideramos como limitaciones de nuestro trabajo:
En primer lugar, el tamafio de la muestra, constituida solamente por 62 casos.

En segundo lugar, como nuestra muestra de estudio estuvo mayormente constituida por
biopsia incisionales, debido a su tamafio y profundidad, no consideramos como parametro
particular de evaluacion el frente de invasion tumoral. Sector que mejor refleja el
comportamiento biologico del tumor y que es considerado particularmente en varios

estudios que evaltan Ki-67.

Otra limitacién importante es que no contamos con la informacion del estadio TNM de
los casos analizados, parametro clinico de valor prondstico y terapéutico. Hubiese sido

muy interesante poder correlacionar nuestras variables con el mismo.

Finalmente, si bien se realizé la calibracidn intra e interobservador hasta alcanzar un
indice de concordancia muy bueno, el reconocimiento y cuantificacion de las diferentes

variables fue realizado solamente por la responsable del estudio.
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Capitulo 6 | Consideraciones finales

El cock, el cancer mas comun de la regidn de cabeza y cuello, es una neoplasia agresiva
con un comportamiento biologico impredecible y un prondstico desfavorable. Se han
desarrollado diferentes lineas de investigacidén que buscan conocer los distintos factores
responsables del comportamiento bioldgico de este tumor maligno, pero debido a la
heterogeneidad del mismo y a la multicausalidad de la carcinogénesis oral, aun no se han

obtenidos resultados acabados.

La pérdida del control del ciclo celular y de la proliferacion celular, han sido objeto de
intensa investigacion en el cock, debido a que son considerados fundamentales en las
primeras etapas de la transformacién neoplésica y posibles indicadores de la agresividad
biolégica tumoral. Particularmente, en la basqueda de pardmetros que puedan definir la
capacidad proliferativa de cada cOCE en particular, que contribuyan a la determinacion
del pronostico individual y al mejor plan terapéutico, se han estudiado diferentes

biomarcadores de proliferacion celular por técnicas de IHQ.

El anticuerpo Ki-67, es un biomarcador de proliferacion celular que se inmunoexpresa en
las células en ciclo (proliferacion activa), ha sido ampliamente estudiado y se considera
un indicador confiable de la agresividad tumoral, predictor de supervivencia y pardmetro
de clasificacion en varios tipos de cancer humano. En este trabajo confirmamos lo
descripto en la bibliografia previamente, los coce con menor grado de diferenciacién
histoldgica son los que presentan mayores niveles de expresion de este marcador. Sin
embargo, con respecto a la sobrevida, no pudimos establecer una relacion significativa

entre ambos.

La PHH3, es un biomarcador de proliferacion celular especifico de las células en mitosis,
con respecto al Ki-67, ha sido poco investigado en la bibliografia. En este trabajo, nos
planteamos como objetivo evaluar la inmunomarcacion de este anticuerpo, comparandola
con el Ki-67 y el 1IaM. A diferencia del Ki-67, pudimos observar que la inmunoexpresion
de PHH3 presenta una relacion estadisticamente significativa con el tiempo de sobrevida
de los pacientes. Destacamos que no encontramos estudio previo que haya analizado en

COCE esta relacion.
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En base a los resultados obtenidos, consideramos importante continuar investigando el
biomarcador de proliferacion PHH3 en el cock, con un protocolo de IHQ uniformemente
estandarizado y en una gran cohorte de casos. También seria interesante correlacionar su
expresion con el estadio TNM y pardmetros histologicos adicionales como la graduacion

del FiT, la gemacion del tumor y el Dol.
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Anexo 1 | Aprobacion del Comité de Etica

Constancia de aprobacion del Comité de Etica de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de la Republica, con el nimero de expediente 091900-000351-19, en su
resolucion namero 3 del 2 de julio de 2020.

O

Facultad de Odontoclogia
UMIVERS AR BE LA REPUBLIGCA

i Cormislones - ¢
2407 20 48 int 106

Montevideo, 9 de julio de 2020-

Dra. Natalia Tancredi

Compleme comunicarle a usted para su conocimiento y demas efectos, la siguiente
resolucion adoptada por el Comité de Etica en su reunion de fecha 02/07/2020:

RESOLUCION No. 3

TOMAR CONOCIMIENTO de la nota presentada por la Dra. Natalia Tancredi y
considerando que se cumple con la mayoria de lo solicitado, APROBAR el Proyecto
titulado: “Valor de la fosfohistona H3 como marcador de proliferacién celular en el
carcinoma oral de células escamosas. Un estudio comparativo con el Ki — 67",
Responsable Natalia Tancredi. (Exp. 091900-000351-19).

"r:_ﬂ_."

WA __l_._____.—

Claudia Ramos Nufiez
Jefe de Seccion Comisiones
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Apeéndice 1 | Planilla electronica
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