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Resumen

4.- RESUMEN

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es la neoplasia epitelial maligna mas
frecuente que afecta la cavidad oral (90%). Se considera un problema grave de salud
publica debido a su alta tasa de incidencia y mortalidad tanto a nivel mundial como en
Uruguay. La arquitectura tisular y la morfologia celular sufren profundas alteraciones
durante la progresion del cdncer y son marcadores importantes de su progresion y
evolucién. Otra consideracidon importante que puede contribuir en la evaluacién de los
cambios que se producen durante la progresion maligna es conocer la expresion de
proteinas estructurales, asi como también de proteinas vinculadas al metabolismo
energético. Por lo tanto, nuestro objetivo general consistié en visualizar de forma
precisa la arquitectura tisular y morfologia celular en COCE en simultdneo con la
expresion de proteinas estructurales, mitocondriales y vinculadas con el metabolismo
energético utilizando metodologias que combinan inmunohistoquimica (IHQ)
convencional con fluorescencia y Microscopia Laser Confocal (MLC) que permitan
contribuir en la deteccién temprana de los cambios que se producen durante la
progresién maligna. Por lo tanto, se evalud el uso de conjugados de aglutinina de
germen de trigo (WGA) fluorescentes como marcadores de la arquitectura tisular y
morfologia celular en muestras de tejido en COCE y en mucosa oral normal (control) en
simultaneo con el sistema de amplificacion de sefial de tiramida (TSA) acoplado a la IHQ
para el andlisis de los diferentes patrones de tincidon de las proteinas E-cadherina, -
actina y Syndecan-1 como marcadores estructurales y GLUT-1 y TOM-20 como
marcadores vinculados con el metabolismo energético. Se decidié estudiar la expresidn
de dichas proteinas en particular, dado que en células de mucosa oral normal se registré
un patrén caracteristico de expresion de las proteinas estructurales, E-cadherina y
Syndecan-1 membranoso y B-actina cortical, por lo que se pretendia evaluar si en la
arquitectura tisular tumoral podian evidenciarse cambios en la localizacidon de estas
proteinas. En el caso de las proteinas vinculadas al metabolismo energético se analizd la
expresion de la proteina GLUT-1 (marcador del metabolismo glucolitico) en combinacién
con la proteina TOM-20 (marcador mitocondrial y del metabolismo mitocondrial
oxidativo) para examinar su patrén de expresion y eventualmente la coexistencia de
diferentes compartimentos metabdlicos en COCE que puedan contribuir a la
comprension del comportamiento biolégico de este tumor. Nuestros resultados
revelaron que la pérdida de tincion de WGA en los limites celulares observada en las
capas mas basales del epitelio tumoral con un mayor metabolismo mitocondrial
oxidativo (mayor expresion de TOM-20), asi como también en los grupos de células
tumorales invasivas con una morfologia mas migratoria, era paralela al cambio de

expresion de la periferia al citoplasma de las proteinas E-cadherina, f-actina y Syndecan-
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1, lo que sugiere que los patrones de tincion de WGA son indicativos del grado de
cohesidn celular en COCE. Por lo tanto, los cambios en la cohesion celular en estas
diferentes etapas, podrian ser la base de la invasién inicial en el estroma y
posteriormente la diseminacién de las células tumorales dentro del estroma. El uso de
la tincion con WGA, en combinacion con el sistema de TSA acoplada a la IHQ de
proteinas estructurales y vinculadas con el metabolismo energético visualizadas
mediante MLC, constituyen herramientas potencialmente utiles para el estudio de la
arquitectura tisular y caracterizacion de los cambios que se producen durante la
progresién del COCE. Como futuras perspectivas, serd necesario profundizar estos
estudios para definir los posibles usos de la tincion con WGA fluorescente en

combinacion con la MLC en la evaluacion histopatoldgica del COCE.

Palabras clave: COCE, WGA, TSA, MLC.
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5.- INTRODUCCION

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es la neoplasia epitelial maligna mas
frecuente (90%) que afecta la cavidad oral (Kale y Angadi, 2019). A nivel mundial,
representa entre el sexto al octavo cancer mas comun dentro de todas las neoplasias
malignas y en algunas regiones, como en el caso de India, se lo ha clasificado como la
tercera neoplasia maligna mas frecuente debido a los habitos ampliamente prevalentes

de mascar tabaco y nuez de areca (Kale y Angadi, 2019; Markopoulos, 2012).

El cdncer oral se considera un problema grave de salud publica, debido a su alta tasa de
incidencia y de mortalidad en varios paises (REDECAN, 2021). Segun datos
proporcionados por la Agencia Internacional de Investigacion sobre Cancer (IARC) y la
Organizacion mundial de la salud (WHO), fueron diagnosticados mas de 375. 000 nuevos
casos de cancer de labio y de cavidad oral en todo el mundo y casi 180.000 muertes en
2020. Resultando en una tasa de incidencia de 4.1 casos y de 1.9 muertes cada 100.000
habitantes, con una tasa de incidencia mayor en hombres que en mujeres (6.0 casos por
100.000 hombres y 2.3 casos por 100.000 mujeres) (IARC/ WHQO, 2020). En nuestro pais,
segln datos publicados en mayo del afio 2022 por el Registro Nacional de Cancer (RNC)
en Uruguay, se diagnosticaron un total de 1510 casos de cancer buco- faringeo entre los
afos 2014-2018, con una tasa de incidencia y de mortalidad mayor en hombres que en
mujeres (tasa de incidencia: 9.90 casos por 100.000 hombres y 2.59 casos por 100.000
mujeres; tasa de mortalidad en hombres: 6.46 y 1.25 en mujeres) (RNC,2022).

5.1.- Carcinoma oral de células escamosas (COCE)

El COCE se caracteriza por ser un tumor maligno, que se origina del epitelio escamoso
estratificado de la mucosa oral, con grados variables de diferenciacién histoldgica
(IARC/WHO, 2022) y frecuentes recidivas locorregionales, que en mas del 60% de los
casos metastatizan a los ganglios linfaticos cervicales (Silva et al., 2019; Kale y Angadi,
2019).

5.2.- Caracteristicas clinicas y localizacién del COCE

Los pacientes con COCE pueden ser completamente asintomaticos, particularmente en
las etapas iniciales de la enfermedad, donde suele presentarse como una lesion roja
(eritroplasia) y/o blanca (leucoplasia) (Markopoulos, 2012), mientras que, en las etapas

mas avanzadas, generalmente se manifiesta como una Ulcera con margenes exofiticos
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fisurados o elevados asociados con dolor, alteracién de la sensibilidad, restriccion del
movimiento de la lengua o deglucién (IARC/WHO, 2022).

Se presenta en diversas localizaciones, siendo las mas frecuentes el labio, los bordes
laterales de la lengua y el suelo de la cavidad bucal. La incidencia del COCE aumenta con
la edad con un predominio en pacientes adultos masculinos entre la quinta y sexta
década de vida (Rivera y Venegas, 2014; Cosetti-Olivera et al., 2019).

5.3.- Patogénesis del COCE

En general el COCE, asi como también otros tipos de cancer, surgen de la acumulacion
de cambios genéticos y anomalias epigenéticas en genes regulatorios clave
denominados protooncogenes y genes supresores tumorales, por el cual las células
cancerosas adquieren un conjunto comun de propiedades denominadas hallmarks
(signos distintivos) del cdncer que incluyen: (1) Proliferacién sostenida, (2) escape a las
sefiales supresoras de crecimiento, (3) resistencia a la muerte celular, (4) inmortalidad
replicativa, (5) induccidon de angiogénesis, (6) activacion de invasidon y metastasis, (7)
evasion de la respuesta inmune antitumoral, (8) reprogramacidon del metabolismo
energético, (9) Inestabilidad gendmica e (10) Inflamacién promotora tumoral, lo que da
como resultado fenotipos que facilitan el desarrollo del cancer (Lépez y Seoane, 2019;
Hanahan y Weinberg, 2000).

Estudios de secuenciacidén a gran escala han definido el panorama mutacional para el
COCE con mutaciones somaticas observadas en varios genes, incluidos TP53, CDKN2A,
HRAS, CASPS, PIK3CA, PTEN, FAT1 (IARC/WHO, 2022), TGFBR2, CDH1 (Andl et al., 2014),
entre otros (IARC/WHO, 2022).

En el caso de la predisposiciéon genética heredada a COCE la evidencia es limitada. Sin
embargo, la mayor susceptibilidad se encuentra en personas con sindromes
hereditarios, incluido el sindrome de Li-Fraumeni, anemia de Fanconi, disqueratosis
congénita, sindrome de Bloom, sindrome de Lynch y xeroderma pigmentoso
(IARC/WHO, 2022).

Las mutaciones en el ADN pueden ocurrir espontdneamente, en especial por oxidacion
de radicales libres y/o secundarias a la exposicién de determinados agentes mutagenos
o carcinégenos, siendo el habito de fumar tabaco y el consumo de alcohol los dos
factores de riesgo mas importantes de esta patologia, que al actuar sinérgicamente

aumentan el riesgo de desarrollar cancer oral en mds de un 80% (Cruz et al.,2016).
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5.4.- Factores de riesgo asociados al COCE

e Habito de fumar tabaco:

El efecto daiino del tabaco sobre la mucosa bucal se debe a que el tabaco contiene
alrededor de 60 agentes carcindgenos (Lopez y Seoane, 2019) que pueden depositarse
en la mucosa con efecto genotdxico, entre los que se destacan la nicotina, el arsénico,
el alquitran, el metanol, el amonio, el cadmio, el mondxido de carbono, el formaldehido,
el butano, el cianuro de hidrégeno y nitrosaminas especificas del producto
manufacturado. Ademas de la accién de los carcinégenos, la exposicion al calor
mantenido por la combustion del tabaco puede agravar las lesiones de la mucosa bucal.
Por lo tanto, el habito de fumar puede provocar el desarrollo del cancer oral ya sea que
se utilice en forma de cigarrillos, cigarros, pipa, mascado, aspirado o por fumar invertido
(Cruz et al.,2016).

e Consumo de alcohol:

Los efectos carcinogénicos del alcohol etilico se producen de diversas maneras: actua
como factor quimico irritativo local, provoca una disminucién del indice inmunitario,
facilita la absorcidén de otras sustancias cancerigenas por su efecto cdustico sobre Ia
mucosa bucal e induce el aumento del estrés oxidativo con produccién de radicales

libres causantes de lesiones oxidativas en el ADN (Cruz et al., 2016).

A su vez, el etanol puede metabolizarse mediante la accidén del citocromo P450 2E1 en
acetaldehido, el cual es un carcinégeno que interfiere con la sintesis y reparacion del

ADN contribuyendo al desarrollo del cancer (Seitz y Stickel, 2007).

e Consumo de nuez de areca:

La nuez de areca es la semilla de la fruta de areca de la palmera tropical areca catechu,
gue crece en la mayor parte del sur de Asia, gran parte de las regiones tropicales de la
cuenca del Pacifico y partes del este de Africa. Es el ingrediente principal del betel quid
(BQ), que es consumido principalmente en las poblaciones de India y Taiwan donde es
considerado uno de los principales factores de riesgo asociado al cancer oral
(Warnakulasuriya & Chen, 2022; IARC/WHO,2022).

Su consumo estd asociado principalmente al efecto estimulante, que se debe al

contenido de arecolina (el principal compuesto activo de estas semillas), que actua
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sobre el sistema nervioso central y aumenta la respiracién. De esta manera, los
consumidores suelen sentirse con mas energia, vigor y en estado de alerta, favoreciendo
el aprendizaje y la realizacion de actividades fisicas. Sin embargo, la arecolina fue
clasificada como agente cancerigeno para los humanos segun la IARC, dado que induce
roturas en las cadenas de ADN, formacion de micronucleos, aberraciones cromosémicas
e intercambios de cromdtidas hermanas en células primarias y cultivadas humanas,

favoreciendo el desarrollo del cancer oral (Warnakulasuriya & Chen, 2022).

e Infecciones Virales:

En relacidn con las infecciones virales, se ha detectado ADN del virus del papiloma
humano (VPH) con mayor frecuencia en los COCE de la orofaringe (35,6%), que a nivel
bucal (23,5 %) (Cruz et al., 2016). La transmision de este virus a la cavidad oral se realiza
a través del contacto orogenital u oroanal durante la practica de sexo oral y puede
transmitirse incluso en ausencia de sintomas o signos de infeccidn. Presenta un tropismo
especifico por los epitelios poliestratificados escamosos, como el de la mucosa oral,
donde provoca trastornos hiperpldsicos epiteliales, tanto benignos como malignos. Los
VPH de bajo riesgo, como el 6, 11, 13 y 32, estan implicados en la etiopatogenia de
diferentes lesiones orales hiperplasicas benignas (papiloma, condiloma e hiperplasia
epitelial multifocal). Los VPH de alto riesgo, como el 16 y el 18, son los que provocan
lesiones epiteliales que pueden progresar a un carcinoma de células escamosas
preferentemente en la parte posterior de la cavidad oral (zona orofaringea). El
mecanismo oncogénico de los VPH de alto riego involucra a las proteinas E6 y E7, que
permiten la amplificacion del genoma virico en las capas epiteliales superiores de la
mucosa oral. La proteina E6 actia uniéndose y degradando a la proteina supresora
tumoral p53 y a proteinas de seializacidn, y activando a la telomerasa. La proteina E7
se une y degrada a la proteina supresora tumoral del retinoblastoma (pRB),
contribuyendo a la progresiéon de la proliferacién celular maligna e induciendo
inestabilidad gendmica. Es importante aclarar que los carcinomas orales de células
escamosas VPH (+) difieren de los carcinomas convencionales VPH (-) asociados al
consumo de tabaco y alcohol, en que presentan mejores tasas de supervivencia en 5
afios probablemente porque responden mejor al tratamiento, aparecen en poblaciones
mas jévenes (menores de 50 afios), histopatolégicamente son mas indiferenciados y
suelen estar relacionados con comportamientos sexuales sin proteccién (Lépez y
Seoane, 2019).

11



Introduccion

5.5.- Prevencioén y tratamiento en el COCE

La promocion de practicas sexuales seguras y la vacunacion profilactica para el VPH en
ambos sexos, son las opciones preventivas actuales para prevenir la infeccion oral por

VPH y sus posibles consecuencias carcinomatosas (Lopez y Seoane, 2019).

En el caso de los COCE convencionales, se pueden prevenir con la eliminacion de los
estilos de vida como el habito de fumar y el consumo de alcohol (Cruz et al., 2016).

En el caso de los COCE asociados al mascado de la nuez de areca sobre todo en paises
donde es una practica habitual, se pueden prevenir evitando su consumo (IARC/WHO,
2022).

Por otra parte, cuando son detectados en los estadios tempranos de la enfermedad, mas
del 80% de los pacientes pueden ser curados (Gonzalez, 2019). Sin embargo, la mayoria
de los COCE se diagnostican tardiamente (estadios Ill o IV del sistema de estadificacion
TNM: Tumor-Nédulo-Metastasis), y a pesar de las estrategias terapéuticas disponibles
en la actualidad, que incluyen la extirpacién del tejido maligno y la combinacién de
radioterapia y quimioterapia, la tasa de supervivencia general a cinco anos es solo del
50 %, en gran parte debido a una mala respuesta a la terapia y altas tasas de recurrencia
(Rivera y Venegas, 2014).

5.6.- Patrones morfoldgicos de invasion en el COCE

A nivel histolégico este tumor avanza frecuentemente desde una progresiva
desorganizacion del epitelio (displasia) hasta la formaciéon de un carcinoma in situ,
estadio pre-invasivo en el que las células tumorales auin estan confinadas al epitelio, sin
llegar a atravesar la ldmina basal que lo separa del tejido conjuntivo subyacente (lzumo,
2011). En una etapa posterior, las células tumorales atraviesan la lamina basal y se
infiltran en el tejido conjuntivo, dando lugar a un carcinoma de células escamosas
invasivo. En esta etapa se puede subdividir al carcinoma oral en dos grandes regiones,

una region central y el frente de invasion “TIF” (Tumor Invasion Front).

El “TIF” es la zona del carcinoma con mayor profundidad de invasién, donde residen
presumiblemente las células tumorales mas agresivas, las cuales interaccionan con los
tejidos subyacentes. Es considerado uno de los factores prondstico mas relevantes para
predecir el comportamiento biolégico del COCE y por ende que determinara la
supervivencia del paciente (Cortegoso et al., 2017). El “TIF” puede adoptar distintos
patrones morfoldgicos que se consideran importantes para evaluar la gravedad de la

invasion, puede ser de tipo expansivo o infiltrativo y se clasifican en cuatro grados.
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Patron de invasion:

Grado 1: A) Bordes expansivos bien definidos o zonas de “empuje” amplio del tumor.
B) Islotes de células tumorales con amplios frentes de invasidn.

Grado 2: C) Infiltracidn en cordones o hebras sdlidas.

Grado 3: D) Margenes constituidos por pequefios grupos formados por nidos o cordones

de células infiltrantes.

Grado 4: E) El frente de invasién muestra marcada disociacidon en pequefios grupos
celulares formando nidos pequefios o incluso en células aisladas (Spiro et al., 1999;

Lépez y Seoane, 2019; Dissanayaka et al., 2012).

La prognosis es significativamente peor en los casos de los tumores de crecimiento
infiltrativo (grados 3 y 4) ya que se asocian a una mayor incidencia de metastasis
ganglionares y a distancia y, por ende, a una disminucién de la supervivencia (Lépez y
Seoane, 2019; Dissanayaka et al., 2012). Por lo tanto, resulta fundamental poder
visualizar de forma precisa la arquitectura del tejido tumoral y morfologia celular
durante la progresion del COCE de manera de poder identificar de forma temprana los
cambios que se producen durante su crecimiento y avance progresivo sobre los tejidos

vecinos.

Diferentes patrones de invasion: A) Carcinoma epidermoide bien diferenciado de lengua. Grado 1, patron de borde expansivo.

B) Borde de empuje amplio en islas, c) Carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado de lengua. Grado 2, invasion en
cordones sdlidos. D) Carcinoma epidermoide bien diferenciado de suelo de boca. Grado 3, infiltracidn en nidos y cordones de
mas de 15 células. E) Carcinoma epidermoide pobremente diferenciado de lengua. Grado 4, infiltracion formando nidos
pequefios de menos de 15 células o como células dispersas (HE, 20x) (Extraido de Lopez y Seoane, 2019 y Dissanayaka et al.,
2012).
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5.7.- Uso de la Microscopia Laser Confocal (MLC) para la visualizacidon de la morfologia

celular y arquitectura tisular.

La microscopia de luz es una de las herramientas mdas importantes para visualizar
anomalias en la arquitectura del tejido y la morfologia celular en el estudio de la
patobiologia del cancer oral (Liu & Xu, 2019). Sin embargo, es posible que los cambios
en una etapa temprana no se detecten debido al poder de resolucion limitado del
Microscopio Optico convencional (Sawant et al., 2019). Por lo tanto, la Microscopia
Laser Confocal (MLC) resulta ser una herramienta prometedora, dado que en este tipo
de microscopios las imagenes se forman excitando la muestra secuencialmente punto
por punto con luz laser y en el camino de la luz emitida hacia el detector o
fotomultiplicador se interpone una apertura confocal denominada “pinhole” que
remueve el paso de la luz procedente de los planos de la muestra que estadn fuera de
foco (Liddle, 2012), obteniéndose imagenes con mayor contraste y resolucién y, por
ende, mas precisas, lo que resulta fundamental para un mejor analisis de la estructura
del tejido tumoral (Liu & Xu, 2019).

Otras de las ventajas del MLC es que permite distinguir sefales en el eje z, al generar
cortes (slices) Opticos de fino espesor y realizar reconstrucciones 3D por métodos
computacionales, al combinar los datos provenientes de lotes (stacks) de imagenes
(Liddle, 2012). Ademas, permite realizar experimentos de colocalizacién que dependen
para su evaluacidn de imdagenes de alta calidad y resolucién, que posteriormente

deberan ser validadas por diferentes métodos estadisticos (Bolte y Cordelieres, 2006).

Por lo tanto, explorar el uso de la MLC en el contexto del COCE puede hacer importantes
contribuciones hacia la comprension de la patobiologia de este tumor (Reddy et al.,
2013; Ali et al., 2021; Ramani et al., 2022).

5.8.- Uso de la Aglutinina de Germen de Trigo (WGA) para la visualizacién de la

arquitectura tisular y morfologia celular.

Ademas de la microscopia de alta resolucion, el uso de marcadores que permitan
visualizar claramente la arquitectura tisular sera una caracteristica importante para

obtener una descripcidn estructural detallada del COCE a nivel tisular.

En este aspecto uno de los marcadores que ha sido utilizado con mayor frecuencia para
la visualizacion de la arquitectura tisular y morfologia celular ha sido la aglutinina de
germen de trigo o Wheat Germ Agglutinin (WGA), (Pena et al. 1981; Capaldi et al. 1984;
Di lorio y Cotrufo 1985; Thoss y Roth 1977; S6derstrom 1987).
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La WGA es una lectina de origen vegetal de aproximadamente 36 kDa que se encuentra
mayoritariamente en el grano de trigo, y que tiene una alta afinidad por residuos de
carbohidratos de acido sidlico y de N-acetilglucosamina. Entre sus diversas aplicaciones,
se destaca como marcador de glicoproteinas de membrana en células vivas o fijadas,
por lo que se la puede utilizar para teiiir secciones de tejido o como marcador de
bacterias gram+ (www.biotium.com). A nivel tisular, la WGA en combinacién con la MLC,
se la ha utilizado para visualizar los limites de las fibras en musculo esquelético
(Kostrominova, 2011), asi como para la visualizacion de la arquitectura del tejido
cardiaco (Genet et al., 2012; Bensley et al., 2016), y tejido conectivo en huesos, tendones
y ligamentos (Kostrominova, 2011). En el caso particular del estudio realizado por Genet
y colaboradores, se observé que la arquitectura tisular alterada del tejido cardiaco
especialmente en el nivel de adhesién célula-célula, produce un patrén de tincién de
WGA alterado, lo que podria contribuir al estudio de la transicidn hacia la insuficiencia
cardiaca (Genet et al., 2012). Sin embargo, en los ultimos afios, el uso de las lectinas
junto con otras herramientas analiticas se han centrado principalmente en la
caracterizacion de los cambios de glicosilacion en glicoproteins asociadas con diversas
enfermedades en las que se incluye al cancer oral (O’Connell et al., 2008; Baeten et al.,
2018; Hashim et al., 2017; Mereiter et al., 2019) , y en la actualidad son muy pocos los
estudios que utilizan a las lectinas como marcadores de la arquitectura tisular y
morfologia celular. Por lo tanto, en el presente estudio se evalud el uso de la WGA no
solo como marcador estructural del COCE a nivel tisular y celular, sino que también

pueda contribuir en la deteccidn de alteraciones durante la progresion maligna.

5.9.- Expresion de proteinas estructurales

Otra consideracidon importante para evaluar los cambios que se producen en la

arquitectura tumoral es conocer la expresidn de proteinas estructurales.

En el caso particular de E-cadherina, se caracteriza por ser una glicoproteina
transmembrana dependiente de calcio de 120kDa que conecta las células epiteliales
mediante interacciones homotipicas. Regula el crecimiento y la diferenciacion de las
células epiteliales y desempefna un papel fundamental en el mantenimiento de la

integridad estructural de los epitelios estratificados (Mehendiratta et al., 2014).

Varias investigaciones han demostrado que la reduccion o pérdida de la expresion de E-
cadherina es un evento frecuente en varios canceres humanos, incluidos los canceres
orales y se ha asociado con pardmetros como la agresividad del tumor y mayor potencial

invasivo y metastasico (Santos Garcia et al., 2005; Mehendiratta et al., 2014).
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Por otra parte, la B-actina es una proteina estructural clave que forma parte del
citoesqueleto celular. Se expresa en casi todas las células eucariotas y participa en
diversas funciones como la division, la migracidn, la regulacién de la expresidon génicay
el transito de vesiculas (Suresha y Diaz, 2021). La organizacion del citoesqueleto de
actina esta estrechamente ligada a las uniones célula-célula en el epitelio
proporcionando conectividad y fuerza (Trejo,2008), por lo que son fundamentales para

mantener la estructura e integridad celular.

Se ha observado que, durante la progresion del cancer, el citoesqueleto de actina sufre
una serie de cambios que resultan en un desplazamiento de la actina y sus proteinas
reguladoras desde la corteza hacia el citoplasma y finalmente hacia el borde de ataque
de las células migratorias, por lo que son importantes indicadores de invasividad
tumoral (Morris y Machesky, 2015).

Syndecan-1 (SDC-1) también denominado CD138, es un miembro de la familia de
proteoglicanos transmembrana de heparan sulfato que se expresa principalmente en
células epiteliales (Couchman JR,2021). Participa en procesos de adhesion célula-célula
y célula-matriz y se considera una importante proteina de mantenimiento estructural
junto con otras moléculas como los coldgenos |, II, Ill, IV; fibronectina; trombospondina;
y tenascina (Gonzalez-Gonzalez et al., 2014). Ademas, participa en la regulacién de la
proliferacién celular, la migracion y la organizacion del citoesqueleto al interactuar con
diferentes factores de crecimiento, citoquinas y morfégenos (Yiannis et al., 2021). La
pérdida de tincidn de esta proteina en la membrana de células epiteliales en el COCE se
asocia comunmente con mayores niveles de invasidon y metdstasis y la acumulacién de
SDC-1 en el estroma posiblemente estd asociada a la activacion de factores de
crecimiento de unidén a heparina, que estan implicados en la invasién y progresién

tumoral (Gonzalez-Gonzélez et al., 2014).

6.- Expresion de proteinas vinculadas al metabolismo energético

Otra caracteristica importante que puede contribuir a la comprensiéon del
comportamiento bioldgico del COCE es la reprogramacion metabdlica que ocurre en las
células tumorales. En este aspecto, se ha observado una mayor preferencia de las células
tumorales por la glucdlisis en lugar de la fosforilacion oxidativa como método para
producir energia incluso en presencia de oxigeno adecuado, fendmeno conocido como
“Efecto Warburg” (Wang et al., 2022). La adiccién por la glucdlisis en una variedad de
tumores malignos incluido en el COCE se evidencia por una mayor captacion de glucosa
Y, en consecuencia, por un aumento de la expresién del transportador de glucosa 1

(GLUT-1) que en particular se lo ha asociado con mayor invasividad y mayor potencial
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metastasico (Li et al., 2016; Botha et al., 2021). El GLUT-1 se encuentra codificado por
el gen SLC2A1 en los seres humanos y se trata de una glicoproteina uniportadora, que
actua como facilitador de la difusidn de glucosa a través de la membrana plasmatica de
las células de los mamiferos y pertenece a la familia de proteinas integrales de
membrana llamadas transportadoras de glucosa (GLUT). Hasta la fecha, se han
identificado 14 GLUT en humanos, siendo GLUT1, GLUT3 y GLUT4 los mas comunmente
expresados en una amplia variedad de células (Mamun et al., 2020).

Aunque la mayoria de los estudios relacionados con el metabolismo del COCE sugieren
que las células del carcinoma son principalmente glucoliticas, se ha reportado que existe
heterogeneidad en el epitelio tumoral, siendo las regiones invasivas mas oxidativas
(Domingo-Vidal, et al., 2022; Sandulache et al.,2011; curry et al., 2013). Por lo tanto, nos
resultd interesante evaluar su contribucion en la progresién del COCE. En este aspecto,
uno de los marcadores que ha sido utilizado en varias investigaciones como marcador
mitocondrial y del metabolismo mitocondrial oxidativo ha sido TOM-20 (Wurm et al.,
2011; Guo Q. 2017; Park et al., 2019). La translocasa de la membrana mitocondrial
externa 20 o TOM-20 (Translocase of Outer Mitochondrial Membrane 20) es una
subunidad proteica clave del complejo TOM (Translocase of the Outer Mitochondrial
Membrane) y su funcién es reconocer presecuencias especificas para llevar a cabo la
importacion de proteinas desde el citosol a la mitocondria de manera eficiente, lo cual
es crucial para la biogénesis de las mitocondrias (Yano et al., 2004; Yano et al., 1998). Se
ha observado en algunos tipos de cancer, que las células tumorales que aumenta la
expresion de TOM-20 estan asociadas con una mayor proliferacién, migracion e invasion
celular, ademds de prevenir la apoptosis y por ende promover la tumorigénesis
(Weinberg et al., 2010; Park et al.,2019; Roche et al., 2020).

6.1.- Técnica de Amplificacion de Seral de Tiramida o TSA

La técnica que hemos utilizado para visualizar las proteinas estructurales y las vinculadas
metabolismo energético es la denominada amplificacidon de sefial de tiramida o TSA
(Tyramide Signal Amplification). La ventaja de utilizar la TSA es que se puede integrar
facilmente a los protocolos de Inmunohistoquimica (IHQ) convencionales, siempre que

se pueda introducir peroxidasa de rdbano picante (HRP), pero en lugar de utilizar el cro-
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-mogeno diaminobencidina (DAB) comunmente utilizado como sustrato de la HRP para
la deteccion del complejo antigeno-anticuerpo, se utiliza tiramida conjugada con un
fluordéforo. En presencia de perdxido de hidrégeno (H202) la HRP convierte las moléculas
de tiramida conjugada en radicales de tiramida de corta duracidon, que son muy reactivos
y se unen rapidamente de forma covalente a residuos de tirosina en las proximidades
del epitope detectado, que podran visualizarse posteriormente mediante MLC (Cell
Signaling Technolog, 2016; Roy et al., 2019). Varias investigaciones han reportado que
este sistema de amplificacién de senal fluorescente se esta utilizando con éxito cada vez
mas en tejidos cancerosos fijados con formalina e incluidos en parafina (FFPE) en apoyo
a la investigacién oncoldgica (Cell Signaling Technology, 2016; Roy et al., 2019; Parra et
al., 2010; Sun et al., 2022).

La posibilidad de utilizar el método TSA sobre muestras de tejidos FFPE resulta muy
relevante dado que es la manera estdndar de procesar y conservar muestras de tejido
tumoral para el analisis patolégico (Robertson et al., 2008). Sin embargo, existen varios
desafios: si bien la deteccidon fluorescente es mucho mas sensible que la tincién
cromogénica (Koda et al.,, 2003) y por lo tanto se podrian detectar proteinas que
estuvieran a muy baja concentracién, una sefal de fondo mads alta podria reducir la
especificidad. Por otra parte, este tipo de muestras FFPE pueden llegar a generar
problemas de autofluorescencia, por lo tanto, resulta fundamental trabajar con sistemas
de amplificacidn de sefial de manera de aumentar la relacion sefial-ruido para visualizar
la sefial deseada, ademas del uso de diferentes softwares asociados con la visualizacién
en microscopios confocales que puedan compensar y restar las sefiales superpuestas
(Roy et al., 2019).

Por otra parte, otra de las ventajas de utilizar la TSA en combinacién con la MLC es que
al utilizar diferentes fluoréforos como marcadores para detectar las proteinas de
interés, a diferencia de los sistemas cromogénicos comunmente utilizados en
Microscopia Optica, se puede examinar la co-expresién de dos o mds Antigenos
simultaneamente en combinacion con la MLC (Liu y Xu, 2019; Robertson et al., 2008).
Ademas, como la deposicion de tiramida esta mediada por su unidn covalente a residuos
de tirosina en las proximidades del epitope detectado, permite la eliminacion mediada
por calor de los pares de anticuerpos primarios y secundarios, al tiempo que preserva la
sefial de fluorescencia asociada con el antigeno. Esto facilita el uso secuencial de
multiples anticuerpos primarios de la misma especie, huésped o isotipo sin la
preocupacion de generar seiiales inespecificas, algo que es dificil de lograr cuando no se
utilizan estos sistemas de amplificacién de seiales, debido al nimero limitado de

especies huésped disponibles (Cell Signaling Technology, 2016; Roy et al., 2019).
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7.- HIPOTESIS

La utilizacién de la MLC en combinacién con la WGA y la técnica de TSA son herramientas
potencialmente utiles que pueden contribuir a la caracterizacién detallada de los
cambios que se producen durante la progresion del COCE.

8.-OBIJETIVOS

8.1.- Objetivo general:

El objetivo general de este trabajo fue visualizar de forma precisa la arquitectura tisular
y morfologia celular en COCE, asi como la expresién de proteinas estructurales,
mitocondriales y vinculadas al metabolismo energético, mediante la utilizacion de
metodologias basadas en fluorescencia en combinacion con la MLC, que permitan

contribuir al estudio de los cambios que se producen durante la progresién maligna.

8.2.- Objetivos especificos:

1) Evaluar el uso de WGA fluorescente como marcador de la arquitectura tisular y
morfologia celular en muestras de tejido FFPE provenientes de biopsias de pacientes

con COCE y de mucosa oral normal.

2) Analizar la expresidon de marcadores estructurales: E-cadherina, f-actina y Syndecan-
1, en simultaneo con la tincién de WGA en muestras de tejido FFPE provenientes de

biopsias de pacientes con COCE y de mucosa oral normal.

3) Analizar la expresion de TOM-20 (marcador mitocondrial y del metabolismo
mitocondrial oxidativo) y de Glut-1 (marcador asociado al metabolismo glucolitico), en
simultaneo con la tincion de WGA en muestras de tejido FFPE provenientes de biopsias

de pacientes con COCE y de mucosa oral normal.

4) Poder correlacionar los resultados de los diferentes marcadores con la tincién de
WGA con el objetivo de identificar regiones tumorales menos cohesivas vy

potencialmente mas invasivas y agresivas.

19



Materiales y Métodos

9.- MATERIALES Y METODOS

9.1. Muestras de tejido

Se utilizaron cortes histoldgicos de 5 um de espesor de tejidos FFPE provenientes de
biopsias de pacientes con diagndstico histopatolégico de COCE y de mucosa oral normal
como control, obtenidos por la Catedra de Patologia Molecular de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de la Republica (Montevideo, Uruguay), cuyo uso fue
autorizado por el comité de ética de dicha Facultad (Expediente No. 091900—-000108-
19, aprobado el 25/07/2019).

De un total de n= 30 casos de COCE analizados mediante tincién con hematoxilina y
eosina (H-E), fueron seleccionadas n=10 muestras de tejido correspondiente a COCE en
algunas de las cuales se incluian regiones de interfase epitelio/estroma y en otros casos
regiones invasivas de COCE dentro del estroma. Se excluyeron los casos con presencia
de extensas areas de necrosis y mala preservacion estructural histoldgica, que pudiera

impedir el procesamiento posterior de las muestras.

En el caso particular del control (mucosa oral normal) fueron analizadas n= 9 muestras

mediante HE, de las cuales se seleccionaron 4 para su posterior analisis.

9.2. Diseno de estudio

Se realizd un estudio descriptivo, comparativo y observacional de la arquitectura tisular
y morfologia celular en muestras de tejido FFPE de COCE y de mucosa oral normal
(control), mediante la tincidn con conjugados de WGA fluorescente, asi como también
del patrén de expresién de las proteinas: E-cadherina, f-actina, Syndecan-1, GLUT-1y
TOM-20 mediante el sistema TSA-IHQ y posterior visualizacién por MLC con fines de
investigacion en COCE, que puedan servir de base para posteriores estudios que
permitan proporcionar resultados reproducibles para su utilizacién en el laboratorio de
Patologia Molecular, contribuyendo en la deteccidén temprana de los cambios que se

producen durante la progresién maligna.
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9.3. Estandarizacion de la Técnica de TSA acoplada a la IHQ (TSA-IHQ), WGA vy

Microscopia Laser Confocal (MLC).

- Técnica de IHQ basado en el método Estreptavidina - Biotina - Peroxidasa con algunas

modificaciones.

Con el fin de evaluar la expresion de las proteinas estructurales (E-cadherina, f-actina 'y
Syndecan-1) y de las proteinas vinculadas al metabolismo energético (GLUT-1 y TOM-
20), se procedio a realizar la IHQ sobre las muestras de tejidos FFPE de 5 um de espesor
montadas sobre portaobjetos de vidrio electrocargadas positivamente, provenientes de
biopsias de pacientes con COCE y de mucosa oral normal, segun el protocolo que se
utiliza habitualmente en el laboratorio de Patologia Molecular basado en el método

Estreptavidina - Biotina - Peroxidasa con algunas modificaciones:

Primeramente, se fundio la parafina de las muestras FFPE en estufa durante 60 min a
602C. Luego se desparafinizaron las muestras en xilol durante 20 minutos y se
rehidrataron mediante una serie graduada de alcohol etilico (EtOH) al 100 %, 96 %,
80%,70%, 50% hasta agua destilada realizando 15 bafios en cada una de las series.
Posteriormente se procedié a realizar el desenmascaramiento antigénico mediante
calor en horno de microondas incubando los portaobjetos en el reactivo recuperador
Reveal Decloaker RTU (Biocare Medical, Pacheco, CA) durante 1 miny luego de 3 lavados
con agua destilada, se bloquearon las peroxidasas enddgenas con perdxido de
hidrégeno (H202) al 0.9% durante 5 minutos. Después de 3 lavados con agua destilada,
se montaron las |ldminas en los coverplates “portalaminas” y posteriormente se
colocaron en los racks disponibles en el laboratorio. Se realizé un lavado con solucién
salina tamponada con fosfato (PBS) 1X durante 5 minutos y luego se bloquearon las
peroxidasas enddgenas nuevamente utilizando blogqueador de peroxidasa
(Mouse/Rabbit Immuno detector Peroxidase Blocker Bio SB, Santa Barbara, CA) durante
25 minutos. Transcurrido ese tiempo, se realizaron 3 lavados con PBS 1X durante 5
minutos y finalmente se incubaron las muestras con los anticuerpos primarios : anti-E-
cadherina (clon EP6, Biocare Medical), anti-B-actina (clon 13E5, Cell Signaling, Danvers,
MA), anti-Syndecan-1 (CD138) (clon B-A38, Bio SB, Santa Barbara, CA, EE. UU.), anti-
GLUT-1 (clon SPM498, Biocare Medical) y anti-TOM-20 (clon D8T4N, Cell Signaling,
Danvers, MA), durante 1 hora a temperatura ambiente (T. amb.), previa dilucién 1: 100
de todos los anticuerpos con el diluyente Da Vinci Green Diluent, salvo para el
anticuerpo anti-TOM-20 cuya dilucién fue de 1:200. Ademas, se incubaron también para

el analisis posterior de las muestras, previa dilucién 1:100, durante 1 hora a T. amb, los
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anticuerpos primarios: anti-panCK (clon AE1 / AE3, Biocare Medical), el cual reconoce
citoqueratinas (CK) de amplio espectro de peso molecular. Por lo tanto, nos permitiria
identificar grupos de células tumorales de estirpe epitelial, sobre todo en regiones
invasivas dentro del estroma, incluso en aquellos carcinomas pobremente diferenciados
con alta sensibilidad diagndstica (Fuertes et al., 2013); anti-Ki-67 (clon MIB-1, DAKO,
Carpinteria, CA), marcador de proliferacion celular, el cual reconoce la proteina nuclear
ki-67 que se expresa en células proliferantes (Bologna-Molina et al., 2013). Por lo que
nos permitiria identificar las células mds basales del epitelio en mucosa oral y en COCE
ya que se esperaria un mayor indice de inmunotincion para esta proteina y por tanto
mayor actividad proliferativa en estas células debido a que son las mas inmaduras de los
diferentes tipos celulares y retienen las caracteristicas de las células progenitoras del
epitelio oral (Ochoa Gémez et al, 2009); anti-vimentina (clon V9, Biocare Medical), de
utilidad para la identificacidon del tejido mesenquimal en tejidos normales y neopldsicos,
dado que reconoce la proteina vimentina que forman los filamentos intermedios del
citoesqueleto de las células de origen mesenquimal (Azumi y Battifora, 1987; Herrmann
y Aebi, 2000). Ademas, la expresién de vimentina en células de COCE nos permitiria
identificar células en estado de transicidon epitelio-mesénquima (TEM), fenédmeno en el
qgue células neopldsicas cambian de un fenotipo epitelial a un fenotipo
mesenquimatoso, importante para promover la invasion tumoral (Gloushankova et al.,
2017).

Luego de 3 lavados con PBS 1X para eliminar los anticuerpos primarios no reactivos, se
agregd el anticuerpo secundario conjugado con Biotina (Mouse / Rabbit
ImmunoDetector Biotin Link, Bio SB, Santa Barbara, CA) y se dejo actuar durante media
hora a T. amb. Después de 3 lavados con PBS 1X durante 5 minutos, se anadié el
complejo Estreptavidina conjugado a peroxidasa (Inmuno Detector Streptavidin

Peroxidase, Bio SB, Santa Barbara, CA) y se dejé incubando durante media hora a T.amb.

- Deteccion de las proteinas de interés mediante el sistema de TSA acoplado al
protocolo de IHQ.

A continuacion, se realizaron 3 lavados con PBS 1X durante 5 minutos y finalmente las
proteinas de interés se detectaron mediante la incubacion de las muestras a T.amb.
durante 10 min con tiramida conjugada al fluoréforo de cianina 3 (TSA Plus Cyanine 3
Kit, PerkinElmer, Waltham, MA), o tiramida conjugada al fluoréforo de fluoresceina (TSA
Plus Fluorescein Kit, PerkinElmer, Waltham, MA), previa dilucidn 1:100 con el diluyente
1XPlus Amplification Diluent (PerkinElmer, Waltham, MA).
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En algunos de los casos se realizé doble marcado de antigenos proteicos para el
analisis de las muestras, por lo que para la deteccién del segundo antigeno proteico se
elimind el primer complejo de anticuerpos primario-secundario mediante calor en
horno de microondas durante 1 minuto, sin que se afecte en principio la sefial
fluorescente del primer antigeno marcado con tiramida conjugada, dado que la unién
de la tiramida con los residuos de tirosina del antigeno proteico es del tipo covalente.
Posteriormente, luego de lavar las muestras con PBS y bloquear las peroxidasas
enddgenas como se menciond anteriormente en el protocolo, se incubd el segundo
anticuerpo primario anti-antigeno de interés durante 1h a T. amb. para luego
continuar con el mismo procedimiento que se realizé luego de la incubacién de los

anticuerpos primarios.

En algunas muestras, se contratifieron los nucleos con RedDot™2 Far-Red Nuclear Stain

(Biotium, Fremont, CA) en rojo lejano para el andlisis posterior.

- Deteccidn de la arquitectura tisular y morfologia celular con conjugados de WGA

fluorescentes.

Después de 3 lavados con PBS 1X durante 5 min para eliminar la tiramida conjugada a
fluoréforos no unida a los antigenos proteicos, se incubaron las muestras con
conjugados de WGA fluorescentes: WGA CF®488A o WGA CF®640R (Biotium, Fremont,
CA) durante 10 min a T. amb., previa dilucion 1:400 con PBS.

Es importante aclarar que las muestras FFPE de 5um de espesor se pueden teiiir
directamente con los conjugados de WGA fluorescente luego de desparafinizar y
rehidratar las muestras sin los pasos previos de la IHQ (K.-O. Soderstrom 1987; Bensley
et al.,2016).

- Visualizacidn y adquisicion de imagenes por MLC.

Después de la incubacidn con los conjugados de WGA se realizaron 3 lavados con PBS
1X, durante 5 min c/u y finalmente los portaobjetos se cubrieron con un cubreobjetos
qgue fue sellado con esmalte de uias para su posterior visualizacion y adquisicion de
imagenes mediante MLC (LSM ZEISS 800) disponible en el Instituto de Investigaciones
Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE).
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Las imagenes obtenidas se adquirieron con objetivos: 20X (aire; AN=0,5), y 40X (aire;
AN=0,95), utilizando las siguientes lineas de laseres (488, 561 y 640 nm), teniendo en

cuenta que:

- La tiramida conjugada a fluoresceina emite sefial en el verde con un maximo a 517nm
cuando se excita a 494nm y que la tiramida conjugada a cianina 3 emite en el amarillo-

anaranjado con un maximo a 570nm cuando se excita a 550nm.

- Los conjugados de WGA fluorescentes: WGA CF®488A emite sefial de fuorescencia
verde con un maximo a 515nm cuando se excita a 490nm y WGA CF®640R emite sefial

de fluorescencia en el rojo con un maximo a 662nm cuando se excita a 642nm.

- RedDot™2 Far-Red Nuclear Stain emite en el rojo lejano con un mdaximo de emisién a

694 nm cuando es excitado a 662nm.

- El tamanio de pinhole empleado fue el recomendado segun las indicaciones del manual
del microscopio de acuerdo a la longitud de excitacidn utilizada que corresponden a 1
unidad de Airy (1 AU), didmetro de pinhole éptimo para obtener una imagen confocal
(ZEN 2 (black edition) Zeiss LSM 880 Operating Manual, 2014), por lo que en nuestro
caso el didmetro de pinhole en um utilizado de acuerdo a la longitud de onda de

excitacion seria:
- 488 nm: 34 um
-561 nm: 40 um
- 640 nm: 45 pm

- La potencia e intensidad de incidencia de los laseres sobre la muestra, la ganancia de
cada uno de los fotomultiplicadores (PMT) y los valores de offset fueron ajustados de
manera de utilizar en la recoleccion de imagenes todo el rango dinamico (0-255) que
poseen los detectores (8 bit) del equipo confocal utilizado. Procurando evitar la
saturacion que ocurre cuando la magnitud de la sefial excede el rango dindmico
disponible, utilizando para ello, las tablas de color disponibles en los programas de
adquisicidon de imagenes, donde los valores de intensidad extremos se evidencian en
colores diferenciales (azul=nivel 0, blanco=intermedio, rojo= nivel 255). De todas
maneras, es importante aclarar que nuestros estudios no pretendian extraer de las
imagenes informacién a nivel cuantitativo, sino observacional o cualitativo, evaluando
diferencias de patrones de tincidn de fluorescencia de las muestras de COCE con

respecto a las muestras control (mucosa oral normal), por lo que la captura de algunos
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de los valores de intensidad extremos en los canales de deteccidon no resultaria critico

en nuestro caso.

- Se realizé un seccionamiento dptico o z-stack de las muestras correspondientes a las
Figuras 1 al 4, de entre 9 a 14 planos a intervalos de 0,8 um en base a un balance en un
numero apropiado de planos en el stack (lo que implica una distancia pequefia entre
planos consecutivos) pero que a su vez no implique un tiempo de adquisicidon de la
imagen de forma prolongada, de manera de observar el patrén de tincién de WGA y de
las proteinas estructurales (E-cadherina, B-actina y Syndecan-1) a lo largo del eje z,
verificando si el patrén de tincién se mantenia en la membrana plasmatica o en la region

cortical en caso de la B-actina o en cambio se redistribuia hacia el citoplasma.

En el caso de la Figuras.6J se realizd un z-stack de 14 planos a intervalos de 0,8 um de
manera de observar el patrén de distribucién mitocondrial a lo largo del eje z en cada
célula y en las distintas regiones del tejido (desde las zonas del epitelio mas cercanas al

estroma a las zonas mas lejanas).

Para las muestras correspondientes a las Figuras. 7E, F, G, H, Ky L, se realizé un z-stack
de entre 7 y 10 planos a intervalos de 0,8 um para explorar el patrén de tincion de WGA
alo largo del eje z y en el caso de las muestras correspondientes a las Figuras. 9,10y 11,
se realizaron z-stack de entre 11 y 19 planos a intervalos de 0,8 um de manera de
observar el patrén de tincién de WGA y de las proteinas estructurales (E-cadherina, B-

actina y Syndecan-1) a lo largo del eje z en las regiones invasivas de COCE.

Se tomaron imagenes con un formato de 1024 x 1024 pixeles originalmente, realizando
recortes rectangulares manuales (crop), abarcando areas similares en los casos en los
gue se analizé la distribucion (patrdn de tincién) de la misma proteina en mucosa oral

normal y COCE.

Todas las imagenes obtenidas con el microscopio confocal asi como también los stacks
de imagenes fueron visualizadas y analizadas con el software libre de procesamiento de
imagenes Image J/FIJI (http://rsb.info.nih.gov/ij) (Institutos Nacionales de Salud,
Bethesda, MD, EUA), realizando ajustes de brillo y contraste en algunas de las imagenes
de manera de obtener imagenes mas claras. Posteriormente se almacenaron en formato

de imagen de alta resolucién (.tiff) para su posterior analisis comparativo.
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Resultados

10. - RESULTADOS

Para evaluar el uso de la WGA fluorescente como marcador de la arquitectura tisular y
morfologia celular en COCE y poder identificar alteraciones durante la progresién
maligna, primeramente, co-tefiimos muestras de tejido correspondiente a COCE vy la
mucosa oral normal (control) con el conjugado WGA CF®488A (seial en verde) en
simultaneo con el anticuerpo primario anti-ki-67 y posterior visualizacion del complejo
antigeno-anticuerpo mediante el método estreptavidina-biotina-peroxidasa en
combinacidn con el sistema TSA Plus Cyanine 3 Kit (sefial en amarillo).

En la Figura.1, se muestra el patrdn de tincion de WGA fluorescente (sefial en verde) en
mucosa oral normal (A) y en COCE (B), visualizadas mediante MLC con objetivos de 20X
y 40X.

La sefal en verde de WGA fluorescente en el epitelio de la mucosa oral normal reveld
un patrén altamente ordenado de las capas celulares, con limites celulares fuertemente
tefiidos y demarcados en todas las capas epiteliales (tanto a nivel basal como en las

capas mas externas), (Fig. 1A, Cy E).

En el epitelio del COCE, se observaron los limites celulares fuertemente tefiidos y
demarcados en las capas mas externas del epitelio mediante tincion con WGA
fluorescente (Fig. 1B). Sin embargo, en las capas mas basales, donde se encuentran las
células positivas para ki-67 (sefial en amarillo) (Fig.1F), se registré una sefal mas
citoplasmatica y difusa (Fig.1D), y en particular, los limites celulares no se lograron

distinguir facilmente al compararlas con el control (Figs.1Cy E).

Posteriormente se analizé la expresion de los marcadores estructurales: E-cadherina, -
actina y Syndecan-1, en simultaneo con la tincién de WGA fluorescente en muestras de

tejido FFPE provenientes de biopsias de pacientes con COCE y de mucosa oral normal.

Por lo tanto, co-teflimos las muestras de COCE y de mucosa oral normal (control) con
WGA CF®488A (sefial en verde) y con los anticuerpos primarios: anti- E-cadherina, -
actina y Syndecan-1 y posterior deteccidn y visualizacion de las proteinas mediante el
complejo estreptavidina-biotina-peroxidasa en combinacion con TSA Plus Cyanine 3 Kit

(senal en amarillo).

En las Figuras.2, 3 y 4, se muestra el patron de tincion de WGA fluorescente (sefial en
verde) en simultaneo con la expresiéon de las proteinas estructurales: E-cadherina, -
actina y Syndecan-1 (sefial en amarillo) en mucosa oral normal y en COCE visualizadas
mediante MLC con objetivo de 40X.
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En la mucosa oral normal, la expresiéon de las proteinas E-cadherina, B-actina vy
Syndecan-1, revelaron un patrén de tincién similar al de WGA fluorescente, marcando
claramente los limites celulares (Fig.2B vs Fig.2A y Fig. 2F vs Fig. 2E), (Fig.3B vs Fig.3Ay
Fig. 3F vs Fig. 3E) y (Fig. 4B vs Fig. 4A y Fig.4F vs Fig. 4E).

En el epitelio del COCE, sin embargo, la tincion con WGA fluorescente se observé difusa
en las capas basales, acompafiada de un marcado aumento de expresion citoplasmatica
de las proteinas E-cadherina, B-actina y Syndecan-1, respectivamente (Fig.2C vs Fig. 2D
y Fig. 2G vs Fig. 2H), (Fig.3C vs Fig. 3D y Fig. 3G vs Fig.3H) y (Fig.4C vs Fig. 4D y Fig.4G vs
Fig.4H).

A continuacion, se analizo la expresion de marcadores vinculados con el metabolismo
energético: GLUT-1 y TOM-20, en simultaneo con la tincién de WGA en muestras de

tejido FFPE provenientes de biopsias de pacientes con COCE y de mucosa oral normal.

Por lo tanto, primeramente, co-tefiimos las muestras de COCE y de mucosa oral normal
(control) con WGA CF®488A (sefial en verde) y con el anticuerpo primario: anti- GLUT-1
y posterior deteccidn y visualizacion de la proteina mediante el complejo estreptavidina-

biotina-peroxidasa en combinacién con TSA Plus Cyanine 3 Kit (sefial en amarillo).

En la Figura.5, se muestra el patrdn de tincion de WGA fluorescente (sefial en verde) en
simultaneo con la expresion de la proteina GLUT-1 (sefial en amarillo) en mucosa oral

normal y en COCE visualizadas mediante MLC con objetivo de 20X.

En la mucosa oral normal, la expresién de GLUT-1 reveld un patrén de tincidn localizado
preferentemente en la membrana plasmatica de las células de las capas mas basales del

epitelio (Figura.5 A, Cy E).

En el epitelio de COCE, la expresidon de GLUT-1 se localizé en la membrana de las células
al igual que en la mucosa oral normal, pero su expresion se extendid a todas las capas
epiteliales, tanto a nivel basal como a las capas mas externas (Figura. 5B, Dy F). Lo cual
se correlaciona con lo observado en otras investigaciones (Qamar et al., 2019; Usman et
al., 2019).

Luego, co-tefiimos las muestras de COCE y de mucosa oral normal (control) con WGA
CF®640R (sefial en rojo), en conjunto con el anticuerpo anti-GLUT-1 y anti-TOM-20 y
posterior deteccién vy visualizacion de las proteinas mediante el complejo
estreptavidina-biotina-peroxidasa en combinacién con TSA Plus Cyanine 3 Kit (sefial en
amarillo) para detectar la proteina GLUT-1y con TSA Plus Fluorescein kit (sefial en verde)

para detectar la proteina TOM-20.
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En la Figura.6, se muestra el patrén de tincion de TOM-20 (sefal en verde), WGA (sefial
en rojo) y de GLUT-1 (sefal en amarillo) en mucosa oral normal (Fig.6 A, C, Ey G) y en
COCE (Fig.6 B, D, F y H), visualizadas mediante MLC con objetivo de 20X.

La figura 6J. muestra otro campo de COCE, en el cual se observa, al igual que en el control
(figura.6l), el patrén de tincion con TOM-20 y WGA visualizadas mediante MLC con
objetivo de 20X. Las figs. 6L y N muestran el mismo campo de la fig.6) separada en
canales correspondientes a las sefiales de distintos colores para apreciar mejor el patrén
de tincion con TOM-20 y WGA en COCE. Las figs.6 Ky M muestran el mismo campo de
la fig.6l, con el patrén de tincion para TOM-20 y WGA respectivamente en mucosa oral

normal (control).

En las capas mas basales del epitelio en COCE se observé una poblacién de células
tumorales ricas en mitocondrias y presumiblemente con un mayor metabolismo
mitocondrial oxidativo, dado que es la zona de mayor tincion para TOM-20 (Figs.6 B, D,
F). Este mismo fenotipo de fosforilaciéon oxidativa (OXPHO) mitocondrial se observé en
las células epiteliales de las capas basales de la mucosa oral normal (Figs.6 A, C, E). Sin
embargo, se registré un mayor numero de células positivas para TOM-20 en el epitelio
del COCE en comparacion con el epitelio oral normal (Fig.6B vs Fig.6A, Fig. 6F vs Fig.6E,
Fig.6J vs Fig.6l y Fig.6L vs Fig.6K). A su vez, el patrén de distribucién mitocondrial de las
células mas basales del epitelio en COCE tendia a ocupar el citoplasma celular (Figs.6J y
L) en contraposicion a las células de las capas mas externas del epitelio en COCE que
fueron positivas para TOM-20, en donde las mitocondrias en su mayoria estaban mas
agrupadas en la zona perinuclear (Fig.6L). Luego de evaluar el uso de la WGA
fluorescente como marcador de la arquitectura tisular junto con el andlisis de la
expresion de marcadores estructurales y de proteinas vinculadas al metabolismo
energético en COCE, se procedio a analizar a la WGA como marcador de la arquitectura
tisular en regiones de invasién tumoral en COCE junto con la expresiéon de los

marcadores estructurales: E-cadherina, B-actina y Syndecan-1.

Por lo tanto, primeramente, co-tefiimos regiones de invasion tumoral dentro del
estroma con WGA CF®640R (seial original en rojo, que posteriormente se cambié al LUT
verde para una mejor visualizacidn de la imagen, Figs.7B y D) junto con los anticuerpos
primarios: anti-pan-citoqueratina (CK) (AE1/AE3) y anti-vimentina y posterior deteccion
y visualizacion de las proteinas mediante el complejo estreptavidina-biotina-peroxidasa
en combinacién con TSA Plus Cyanine 3 Kit (sefial en amarillo) para visualizar la proteina
citoqueratina y TSA Plus Fluorescein kit (sefial en verde) para visualizar la proteina

vimentina.
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La tincion con pan-CK (AE1/AE3) (marcador de estirpe epitelial) en la Figura.7A, muestra
un patron de invasion en islotes y cordones de finas hebras de células infiltrantes de
tamafio variable que se puede distinguir dentro del estroma circundante revelado
mediante la tinciéon con vimentina (marcador del tejido conectivo mesenquimal). En
dicha figura se puede identificar posibles “brotes tumorales “de tamafo variable que se

pueden distinguir también en la figura.7C.

Los “brotes tumorales” consisten en células epiteliales tumorales Unicas aisladas o
células tumorales en pequefos grupos (hasta 5 células) que se ven principalmente a una
distancia variable del frente de invasidn dispersos dentro del estroma, y se consideran
marcadores prondsticos histopatologicos potenciales de metdstasis en numerosos
canceres, incluido en el COCE (Almangush et al., 2014; Berg & Schaeffer, 2018; Kale &
Angadi, 2019; Lugli et al., 2021).

La tincion con WGA fluorescente (pseudoseial en verde) simultanea a la tincidn con
pan-CK y vimentina marcé tanto los grupos de células tumorales como el
compartimento estromal circundante, pero también permitié visualizar las formas de
las células epiteliales dentro de los grupos tumorales, distinguiéndolas de las células
estromales adyacentes (Figuras.7B y 7D). En algunos grupos de células tumorales la
demarcacién de los limites celulares por tincion con WGA fluorescente fue
particularmente nitida Figuras.7F, 7H (seiial en verde) y 7) (pseudosefial en verde)
visualizadas simultdneamente mediante tincion con pan-CK (Figuras.7E, 7G y 7I,

respectivamente).

En la Figura.8, se muestran el patrén de tincién con pan-CK, Vimentina y ki-67, en

regiones de invasién tumoral en COCE.

A continuacidn, co-tefiimos las regiones de invasidén en islotes y cordones de células
infiltrantes indicadas en la Figura.7A, que incluia a los posibles “brotes tumorales”, con
los anticuerpos primarios anti-pan-CK y anti-vimentina y posterior deteccidon del
complejo antigeno-anticuerpo mediante el sistema estreptavidina-biotina-peroxidasa
en combinacién con TSA Plus Cyanine 3 Kit (sefial en amarillo), para detectar la proteina
citoqueratina (CK), y con TSA Plus Fluorescein kit (sefial en verde) para detectar la
proteina vimentina. Se pudo observar que los grupos de células tumorales co-
expresaban citoqueratinas y vimentina respectivamente (Figuras. 8A y 8B), mientras que
una regién con un patron de invasion en cordones mads expansivos representado en la

(Figura. 8C) co- expreso una sefial de vimentina mucho mds baja (Figura.8D).

Por otra parte, la co-tincién con el anticuerpo anti-vimentina y ki-67 y posterior

deteccidn de las proteinas con el complejo estreptavidina-biotina-peroxidasa, en
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combinaciéon con TSA Plus Cyanine 3 Kit para la deteccion de vimentina (sefial en
amarillo) y con TSA Plus Fluorescein kit (sefial en verde) para la deteccion de ki-67 en
regiones de invasion tumoral, revelé células grandes positivas para vimentina con
morfologia epitelial que coexpresaban ki-67 (Figuras 8E). La Figura. 8F, muestra el mismo
campo tomado en (E) con tinciéon de vimentina (sefial en amarillo) y Far-Red Nuclear
Stain (sefal en rojo), confirmando la sefial nuclear del marcador de proliferacion celular

ki-67, como se ha observado en otras investigaciones (Bologna-Molina et al., 2013).

Luego se procedio a analizar la expresién de los marcadores estructurales: E-cadherina,
[-actina y Syndecan-1 en simultdneo con la tincion de WGA en regiones de invasion
tumoral en COCE. Por lo tanto, co-tefiimos diversas regiones de invasién tumoral con
WGA CF®488A (sefial en verde) en simultaneo con los anticuerpos primarios anti-E-
cadherina, f-actina y Syndecan-1 y posterior deteccidn y visualizacion de las proteinas
estructurales mediante el complejo estreptavidina-biotina-peroxidasa en combinacién

con TSA Plus Cyanine 3 Kit (sefial en amarillo).

En las Figuras. 9, 10 y 11, se muestran los patrones de tincidon de E-cadherina, B-actina
y Syndecan-1 (sefial en amarillo) y WGA (senal en verde) en regiones de invasién tumoral
en COCE.

En algunas regiones invasivas de COCE se observaron grupos de células tumorales con
tincidn de E-cadherina, B-actina y Syndecan-1 localizadas preferentemente en la zona
membranosa, similar al patrén de tincién de WGA fluorescente (Figuras.9A vs 9B, 10A
vs 10B y 11A vs 11B). Por el contrario, en otras regiones se observaron ejemplos
frecuentes de células que adquirian una morfologia fusiforme (mads alargada) o con la
formacién de prolongaciones citoplasmaticas, en las cuales se registraba una tincion
citoplasmatica prominente de las proteinas estructurales E-cadherina, B-actina y
Syndecan-1, que se correlacionaba a su vez, con una marcada disminucién de la tincion
de WGA en los limites celulares (Figs.9C y 9E vs 9D y 9F, Figs.10C y 10E vs 10D y 10F y
Fig.11Cvs 11D
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10.2.- Fig.2) Patron de tincion de WGA fluorescente y de E-cadherina en mucosa oral normal y

en COCE.

Figura 2. Patrdn de tincidon en mucosa oral normal (A y B muestra el mismo campo) y en COCE (C y D muestra el mismo campo)
con un objetivo 40X. Las Figs. A y C, muestran el patrén de tincion con WGA fluorescente (sefial en verde), y las Figs. By D,

muestran el patrén de tincidn de E-cadherina (sefial en amarillo). Barras de escala: 50um.
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Continuacion fig.2) Patrdén de tincion de WGA fluorescente y de E-cadherina en mucosa

oral normal y en COCE.

Figura 2. En (G) y (H) se muestra la imagen de los recuadros en blanco ampliada de las figuras Cy D para apreciar mejor
el patrén de tincion con WGA de la figura Cy de E-cadherina de la figura D en las regiones mas basales del epitelio en
COCE. Barras de escala: 20pm.

Las figuras (E) y (F) muestran las imagenes ampliadas de los recuadros en blanco de las figuras Ay B de la mucosa oral

normal a modo de control. Barras de escala: 20um.
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10.3.- Fig.3) Patron de tincion de WGA fluorescente y de B-actina en mucosa oral

normal y en COCE.

Figura 3. Patrdn de tincién en mucosa oral normal (A y B muestra el mismo campo) y en COCE (Cy D muestra el mismo
campo) con un objetivo 40X. Las Figs. Ay C, muestran el patréon de tincidn con WGA fluorescente (sefial en verde), y las

Figs. By D, muestran el patrén de tincidn de B-actina (sefial en amarillo). Barras de escala: 50um.
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Continuacion fig.3) Patrén de tincion de WGA fluorescente y de B-actina en mucosa oral

normal y en COCE.

Figura 3. En (G) y (H) se muestra la imagen de los recuadros en blanco ampliada de las figuras Cy D para apreciar mejor
el patrén de tincién con WGA de la figura C y de B- actina de la figura D en las regiones mas basales del epitelio en COCE.
Barras de escala: 20um

Las figuras (E) y (F) muestran las imagenes ampliadas de los recuadros en blanco de las figuras Ay B de la mucosa oral
normal a modo de control. Barras de escala: 20um.
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10.4.- Fig.4) Patrdn de tincion de WGA fluorescente y de Syndecan-1 en mucosa oral

normal y en COCE.

Figura 4. Patrdn de tinciéon en mucosa oral normal (A y B muestra el mismo campo) y en COCE (Cy D muestra el

mismo campo) con un objetivo 40X. Las Figs. Ay C, muestran el patrén de tincién con WGA fluorescente (sefal en

verde), y las Figs. By D, muestran el patréon de tincién de Syndecan-1 (sefial en amarillo). Barras de escala: 50um.
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Continuacion fig.4) Patrdn de tincion de WGA fluorescente y de Syndecan-1 en mucosa oral

normal y en COCE.

Figura 4. En (G) y (H) se muestra la imagen de los recuadros en blanco ampliada de las figuras C y D para apreciar mejor el patrén de

tincién con WGA de la figura Cy de Syndecan-1 de la figura D en las regiones mas basales del epitelio en COCE. Barras de escala: 20um.

Las figuras (E) y (F) muestran las imagenes ampliadas de los recuadros en blanco de las figuras Ay B de la mucosa oral normal a modo de

control. Barras de escala: 20pum.
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10.5.- Fig.5) Patrén de tincion de WGA fluorescente y de GLUT-1 en mucosa oral normal

Figura 5. Patrones de tincidon de GLUT-1(sefial en amarillo) y WGA (sefial en verde) en simultaneo, en mucosa oral normal (A) y en COCE (B),

con objetivo de 20x. Barras de escala: 50um.

Las figs. C y D muestran las imagenes ampliadas de los recuadros en blanco de las figuras A y B respectivamente, para apreciar mejor el

patrén de tincién con GLUT-1 y WGA. Barras de escala: 30um.




Continuacion fig.5) Patrén de tincion de WGA fluorescente y de GLUT-1

en mucosa oral normal y en COCE.

Figura 5. Patrones de tincion de GLUT-1 (sefial en amarillo) y de WGA (sefal en verde) en mucosa oral normal (Ey G) y en

COCE (F y H), con objetivo de 20x. Barras de escala: 30um.

Las figs. E y G muestran el mismo campo de la fig.5C separada en canales correspondientes a las sefiales de distintos
colores, para apreciar mejor el patrén de tinciéon con GLUT-1 y WGA en mucosa oral normal, y las figs. F y H muestran el
mismo campo de la fig.5D separada en canales correspondientes a las sefiales de distintos colores, para apreciar mejor el
patron de tincién con GLUT-1 y WGA en COCE.




10.6.- Fig.6) Patron de tincion de TOM-20, GLUT-1 y WGA fluorescente en mucosa oral normal

en COCE.

Figura 6. Patrones de tincion de TOM-20 (sefal en verde), WGA (sefial en rojo) y de GLUT-1 (sefial en amarillo) en mucosa oral normal

(Ay C)yen COCE (By D), con objetivo de 20x. Barras de escala: 30um.

Las figs. B y D muestran el mismo campo de la fig.5D en COCE registrandose simultdneamente el patréon de tincion de WGA y de TOM-

20 en la figura.B, y GLUT-1y TOM-20 en la figura.D.

A modo de control se muestran las figs. Ay C (mismo campo) en mucosa oral normal, registrandose simultaneamente el patrén de
tincion de WGA y de TOM-20 en la figura.A, y GLUT-1 y TOM-20 en la figura.C.




Continuacion fig.6) Patron de tincion de TOM-20 y WGA fluorescente en mucosa oral

normal y en COCE.

Figura 6. Patrones de tincion de TOM-20 (sefial en verde) y WGA (sefial en rojo) en mucosa oral normal (fig. Ey G) y en COCE (fig. Fy H),

con objetivo de 20x. Barra de escala: 30um.

Las figs. F y H muestran el mismo campo de la fig.6B separada en canales correspondientes a las sefiales de distintos colores, para

apreciar mejor el patrdén de tincion con TOM-20 y WGA en COCE.

Las figs. E y G muestran el mismo campo de la fig.6A separada en canales correspondientes a las sefiales de distintos colores, para

apreciar mejor el patrén de tincion con TOM-20 y WGA en mucosa oral normal (control).
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Continuacion fig.6.- Patron de tincion de TOM-20 y de WGA fluorescente en mucosa oral normal
en COCE.

Figura 6. Patrones de tincion de TOM-20 (sefial en amarillo) y WGA (sefial en verde) en mucosa oral normal (1) y en COCE (J),

con objetivo de 20x. Barras de escala: 30um. Las figs. L y N muestran el mismo campo de la fig. J separada en canales
correspondientes a las sefales de distintos colores, para apreciar mejor el patrén de tincion con TOM-20 y WGA en COCE. Las
figs. Ky M muestran el mismo campo de la fig. | separada en canales correspondientes a las sefiales de distintos colores, para

apreciar mejor el patrén de tincion con TOM-20 y WGA en mucosa oral normal (control).




10.7.- Fig.7) Patron de tincion de WGA fluorescente en regiones invasivas de COCE.

Figura 7. Patrén de tincién de WGA fluorescente (Figs. B, D: pseudosefial en verde y Fig.F: sefial en verde) y expresién de pan-CK (sefial en
amarillo) en simultaneo con vimentina (sefial en verde) Figs. Ay C en regiones de invasidon tumoral en COCE. La Fig.en (A) tomada con un objetivo
de 40X, muestra el frente de invasion tumoral proyectdndose hacia la esquina inferior derecha infiltrdndose en cordones de finas hebras e islotes
tumorales revelado mediante tincidn con pan-CK (marcador de estirpe epitelial) sobre el tejido conjuntivo marcado con vimentina. Las puntas de
flecha indican posibles brotes tumorales. En (B) se muestra la zona de islotes y posibles brotes registrados en (A) con tincion de WGA fluorescente
tomado con un objetivo de 40X. En (C) se muestran islotes tumorales y algunos de los posibles brotes registrados en (A) con un objetivo de 40X
revelados mediante tincién con pan-CK en simultdneo con vimentina. En (D) se muestra el mismo campo tomado en (C) con tincion de WGA
fluorescente y con un objetivo de 40X. En E y F se muestra un islote con tincién de WGA con limites celulares bien demarcados (F) en simultaneo 43

con pan-CK (E). Barras de escala, A, B, Cy D: 30umy E y F: 10pum.




Continuacion fig.7) Patrén de tincion de WGA fluorescente en regiones invasivas de COCE.

Figura 7. Patrones de tincion con pan-CK (sefial en amarillo) y WGA fluorescente (Figs. H y L: sefial en verde y Fig. J: pseudosefial en
verde), en regiones invasivas de COCE. (G) y (H) muestran un islote irregular con tincién de pan-CK y WGA, respectivamente, con
limites celulares teflidos y demarcados con un aumento de 40X. (I) y (J) muestran un corddn de células tumorales con tincién de pan-
CK y WGA respectivamente, con un aumento de 40X., donde también se pueden distinguir los limites celulares. (K) y (L) muestran
una poblacion de células tumorales con tincion de pan-CK y WGA respectivamente, con un aumento de 40X., donde los limites

celulares se observan menos nitidos. Barras de escala: Gy H: 20um, | yJ: 15 um y Ky L: 20 um.




10.8.- Fig.8) Patrones de tincidn con pan-CK, Vimentina y Ki-67 en regiones invasivas de COCE.

Figura 8. Patrones de tincién con pan-CK, vimentina y Ki-67 en regiones invasivas de COCE. (A) y (B) muestran el mismo campo tomado en la Figura.
7A, con tincion de pan-CK (sefial en amarillo) y vimentina(sefial en verde), respectivamente, con un aumento de 40X. (C) y (D) muestran un patrén de
invasion en cordones mas expansivos con tincién de pan-CK (sefial en amarillo) y vimentina (sefial en verde), respectivamente, con un aumento de
40X. (E) Muestran un grupo de células tumorales con tincién de vimentina (sefial en amarillo) y ki-67 (sefial en verde), con un aumento de 40X. (F)
muestra el mismo campo tomado en (E) con tincién de vimentina (sefial en amarillo) y Far-Red Nuclear Stain (sefial en rojo ), con un aumento de 40X.
La punta de flecha en (E) muestra una célula grande con morfologia epitelial, positiva para vimentina y Ki-67. La flecha en (E) muestran otra célula

epitelial positiva para vimentina y Ki-67 en metafase. Barras de escala: A, B, C, D: 30um y E y F: 20 um.




10.9.- Fig.9.-Patrones de tincion de E-cadherina y de WGA fluorescente en regiones invasivas de

Figura 9. Patrones de tincion de WGA (sefal en verde) y de E-cadherina (sefial en amarillo) en regiones invasivas de COCE,
con objetivo de 40X. (A) (B), (C) (D) y (E) (F): muestran el mismo campo con tincién de E-cadherina y WGA respectivamente.
Las flechas marcan células con morfologia alargada con expresién de E-cadherina citoplasmatica. Barras de escala: 20 um.




10.10.- Fig.10.- Patrones de tincidn de B-actina y de WGA fluorescente en regiones invasivas

de COCE.

Figura 10. Patrones de tincion de WGA (sefial en verde) y de B-actina (sefial en amarillo) en regiones invasivas de COCE, con objetivo de
40X. (A) (B), (C) (D) y (E) (F): muestran el mismo campo con tincidn de B-actina y WGA respectivamente. Las figs. E y F muestran células
con morfologia alargada y expresion de B-actina citoplasmatica con WGA disminuida en los limites celulares. Barras de escala: 20 pm.




Patrones de tincion de Syndecan-1y de WGA fluorescente en regiones

invasivas de COCE.

10.11.- Fig.11.-

Figura 11. Patrones de tincion de WGA (sefial en verde) y de Syndecan-1 (sefial en amarillo) en regiones invasivas de COCE, con
objetivo de 40X. (A) (B) y (C) (D): muestran el mismo campo con tincidn de Syndecan-1 y WGA respectivamente. Las puntas de
flecha muestran células epiteliales con prolongaciones citoplasmaticas con Syndecan-1 distribuido en el citoplasma (C) y WGA

disminuida en los limites celulares (D). Barras de escala: 20 pm.




Discusion

11.- DISCUSION

En este estudio hemos utilizado conjugados de WGA fluorescentes y el sistema de TSA
para la deteccién de proteinas estructurales y vinculadas con el metabolismo energético
visualizadas mediante MLC, que permitan contribuir en la deteccién de los cambios que
se producen durante la progresion del COCE. Por lo tanto, para poder identificar
alteraciones durante la progresién maligna, primeramente, evaluamos el patron de
tincion de WGA fluorescente sobre el epitelio de la mucosa oral normal, y segun
nuestros resultados fue posible observar un patrén altamente ordenado de las capas
celulares, con limites celulares fuertemente teiiidos y demarcados en todas las capas
epiteliales (tanto a nivel basal como en las capas mas externas), (Fig.1A, C y E). Este
mismo patrén de tincidon se registrd en una investigacién realizada sobre epitelio
laringeo normal humano mediante analisis histoquimicos con WGA (Tsambaos et al.,
1998).

En el epitelio del COCE, también fue posible observar los limites celulares fuertemente
tefiidos y demarcados mediante tincion con WGA fluorescente, sobre todo en las capas
mas externas del epitelio, (Fig.1B). Sin embargo, en las capas mas basales, donde se
encuentran las células positivas para Ki-67 (Fig.1F), se registré una sefial mas
citoplasmatica y difusa (Fig.1D), y en particular, los limites celulares no se lograron
distinguir facilmente al compararlas con el control (Figs.1Cy E). Nuestros resultados son
similares a los obtenidos en la investigacién realizada por Tsambaos y colaboradores.,
1998, en el que fueron analizadas muestras FFPE de carcinomas de células escamosas
(CCE) de laringe utilizando un panel de cinco lectinas biotiniladas que incluian a la WGA
y luego de la incubacién con complejos avidina- biotina-peroxidasa y posterior deteccion
con el cromoégeno DAB, se observé una sefial de intensidad moderada a fuerte de WGA
localizada en la membrana plasmatica de los queratinocitos en los CCE de laringe bien
diferenciados (grados 1y 2 de malignidad), comparables con el patrén de tincion de las
capas mas externas del epitelio en COCE observado en nuestros resultados. Sin
embargo, en la tincion con WGA en los CCE de laringe menos diferenciados (grado 3 de
malignidad), la sefial de la membrana plasmatica de los queratinocitos tumorales con
WGA estaba reducida o ausente, similar al patron de tincién con WGA que se registrd
en las capas mas basales del epitelio en COCE observado en nuestros resultados. Este
mismo patrén de tincién con WGA (menor intensidad de sefial membranosa) se observo
también en muestras FFPE de tejidos neopldsicos intraepiteliales de cuello uterino (NIC)
de alto grado de malignidad (Grado3) (Lim et al., 2020). Por lo tanto, una menor
intensidad de sefal membranosa de WGA en las células de las capas mds basales del
epitelio en COCE, podria ser indicativo de una subpoblaciéon celular con mayor capacidad

invasiva y por ende potencialmente mas agresivas en comparacion con las células de las
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capas mas externas del epitelio. Resulta interesante destacar la similitud de nuestros
resultados en relacion con el patrén de tincidon de WGA con los obtenidos en muestras
FFPE de CCE de laringe y de NIC, dado que ambas neoplasias al igual que el COCE surgen
en el epitelio escamoso vy, por tanto, podrian estar compartiendo alteraciones similares

durante la progresidon maligna.

Por otra parte, si bien se han asociado los cambios de tincion de WGA con alteraciones
en la expresién de carbohidratos presentes en glicoproteinas de las membranas
plasmaticas de las células malignas (Lim et al., 2020; Baeten et al., 2018), y son varias las
investigaciones en las que se reporta el uso de WGA marcadas con fluorescencia
aplicadas topicamente como método de tamizaje para distinguir areas cancerosas y
displdsicas de tejidos sanos in vivo con alta sensibilidad y especificidad, tanto en la
cavidad oral (Baeten et al., 2018; Johnson et al., 2019), como en la zona esofdgica (Bird-
Lieberman et al., 2012), colorrectal (Kuo et al., 2016) y cuello uterino ( Lim et al., 2020),
no se conocen estudios actualmente hasta donde sabemos, que demuestren in situ de
forma precisa el uso de la WGA como marcador estructural en muestras FFPE en COCE;
ni tampoco estudios donde se analice su patrén de tincidon en conjunto con la expresién
de diversas proteinas estructurales involucradas en mantener la estructura e integridad
celular (Tsambaos et al., 1998). Por lo tanto, nos parecié interesante investigar el patron
de expresidn de las proteinas estructurales: E-cadherina, B-actina y Syndecan-1 en
simultdneo con WGA en muestras de tejido FFPE en COCE y de mucosa oral normal, que
pudieran contribuir en la evaluacién de los cambios que se producen en la arquitectura
tumoral, dado que varias caracteristicas de las células neoplasicas como adhesién
reducida y el aumento de la invasividad y motilidad, estan determinados en gran medida
por alteraciones en glicoproteinas de las membranas plasmaticas (Tsambaos et al.,
1998). Segun nuestros resultados, fue posible observar que una fuerte o moderada
tincidn de WGA en los limites celulares de las capas mas externas del epitelio en COCE
se correlacionaba con una expresion localizada en la membrana plasmatica celular de
las proteinas estructurales: E-cadherina, B-actina y Syndecan-1 (Figs.2CyD,3CyD,4C
y D), mientras que la pérdida de tincion de WGA en los limites celulares observada en
las capas mas basales del epitelio era paralela al cambio de expresién de la periferia al
citoplasma de las proteinas E-cadherina (Figs.2G y H), B-actina (Figs.3G y H) y Syndecan-
1 (Figs. 4.G y H). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que una fuerte o moderada
tincion de WGA en los limites celulares podria ser indicativo de una importante
presencia de complejos de adhesion célula-célula en estas regiones, y, por lo tanto, altos
niveles de cohesion tisular. Por el contrario, la pérdida de tincion de WGA en los limites

celulares acompafiiada de una tincidn citopldasmica difusa, podria estar indicando niveles
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reducidos de adhesidn celular, y, por lo tanto, la presencia de dreas de menor cohesién
tisular, sugestivo de una poblaciéon celular con mayor grado de invasividad y motilidad.
En apoyo a esta interpretacién, este mismo patrén de tincion con WGA (pérdida de
tincion membranosa acompafiada de tincidn citoplasmatica) se ha observado también
en tejido cardiaco de ratones en condiciones de deterioro de la cohesidn tisular por
deficiencia en EphrinB1, un importante regulador de la adhesion celular (Genet et al.,
2012). Por otra parte, se ha reportado que entre las principales proteinas de superficie
unidas por WGA en neutréfilos y macréfagos humanos, se encuentran las proteinas de
adhesion célula-célula LFA-1, HMac-1 y gp150,95 (Christiansen y Skubitz, 1988). En las
células endoteliales, WGA interactua fuertemente con CD31, una de las principales
proteinas de adhesidn célula-célula en el endotelio (Pedicini et al., 2018). En el hongo
unicelular Dictyostelium discoideum, WGA se une a las proteinas de adhesion célula-
célula responsables de la formacién de agregados multicelulares (Saxe Ill & Sussman,
1982). Por lo tanto, la WGA podria ser una herramienta potencial no solo como
marcador de la arquitectura tisular y morfologia celular en COCE, sino que también nos
permitiria evaluar indirectamente en caso de observarse una sefial mds difusa, la
pérdida de localizacion membranosa de proteinas vinculadas a la adhesiéon celular en
muestras FFPE durante la progresiéon maligna. Las ventajas de utilizar conjugados de
WGA fluorescentes es que son abundantes, dado que la WGA se extrae
mayoritariamente del grano de trigo, lo que las hace relativamente baratas de producir,
son faciles de purificar y resulta ser un procedimiento de marcaje mucho mas rédpido y
sencillo de realizar en comparacion con la inmunohistoquimica de proteinas (Bird-
Liberman et al., 2012).

En relacion al analisis de la expresion de los marcadores vinculados al metabolismo
energético en simultaneo con la tincion de WGA, fue posible observar sobre el epitelio
de la mucosa oral normal un patrén de tincidn con GLUT-1 preferentemente localizado
en la membrana plasmatica de las células de las capas mas basales del epitelio (Fig. 5A,
C, E y G). Similares resultados se han observado en una investigacién realizada sobre
muestras de mucosa oral normal mediante andlisis Inmunohistoquimico de la proteina
GLUT-1 (Ganvir et al., 2017). El confinamiento de la expresion de la proteina GLUT-1
Unicamente en las capas basales y la falta de expresiéon de la misma en las células mas
diferenciadas podria indicar que la expresién de GLUT-1 estaria siendo regulada por la
diferenciacién de los queratinocitos, al igual que se observé en epidermis humana
normal (Gherzi et al., 1992), donde se demostrd posteriormente sobre epidermis
humana reconstituida en cultivo que las condiciones de cultivo que causaban la
diferenciaciéon celular reducian la expresién de GLUT-1, mientras que las condiciones

gue minimizaban la diferenciacién o la estratificacién de los queratinocitos mejoraban
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la expresion de la proteina (Gherzi et al., 1992). En el epitelio del COCE, por el contrario,
la expresion de GLUT-1 se extendid a todas las capas epiteliales tanto a nivel basal como
en las capas mas externas (Fig.5B, D y F). Este patrén de expresion de GLUT-1 se ha
observado en varios carcinomas incluido en el COCE y es un indicador de mal prondstico
(Qamar et al., 2019; Usman et al., 2019). Se ha reportado que tanto el aumento de la
Intensidad de expresion, como un mayor porcentaje de células positivas para GLUT-1
son parametros que se relacionan con el aumento de la captacidon de glucosa para su
utilizacidon en la glucélisis, como método preferencial de las células tumorales para
producir energia y poder llevar a cabo una rapida division celular en un entorno que no
es ideal desde un punto de vista fisiolégico, dado que generalmente suele ser hipdxico
y acidificado (Qamar et al.,, 2019; Wang et al., 2022). Sin embargo, en las capas mas
basales del epitelio en COCE préoximo al estroma pudimos observar una poblacién de
células tumorales ricas en mitocondrias y presumiblemente con un mayor metabolismo
mitocondrial oxidativo dado que es la zona de mayor tincién para TOM-20 (Fig.6 B, Dy
F). Por lo tanto, parecen existir 2 poblaciones metabdlicamente diferentes en COCE, lo
cual se correlaciona con lo observado por Domingo-Vidal y colaboradores, et al., 2022 y
con los estudios de Curry et al.,, 2013; sobre muestras de cdnceres del tracto
aerodigestivos (cancer de pulmon de células no pequenas (NSCLC) y en carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC)), mediante estudios in vitro, in vivo e in
situ. En este aspecto seria interesante evaluar mas marcadores vinculados con el
metabolismo oxidativo y glucolitico para estudiar en conjunto con estudios in vitro la
existencia de acoplamiento metabdlico entre las dos poblaciones celulares, asi como hay
estudios donde se ha reportado la posible existencia de compartimentacion metabdlica
entre estroma y tumor en carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello (Curry et
al., 2013; Domingo-Vidal et al., 2022). Este mismo fenotipo de fosforilacién oxidativa
(OXPHOS) mitocondrial se observé en las células epiteliales de las capas basales de la
mucosa oral normal (Fig.6 A, Cy E), lo que sugiere que las células epiteliales de las capas
mas basales del epitelio en COCE podrian estar compartiendo necesidades metabdlicas
similares a las células de las capas basales de la mucosa oral normal con mayor
capacidad proliferativa, lo cual se ha reportado en otras investigaciones (Moreno-
Sanchez et al., 2007). Sin embargo, parece haber un mayor nimero de células positivas
para TOM-20 en el epitelio del COCE en comparacion con el epitelio oral normal (Fig.6B
vs Fig.6A, Fig. 6F vs Fig.6E, Fig.6J vs Fig.61 y Fig.6L vs Fig.6K). Nuestros resultados se han
observado en algunos tipos de cdnceres y tanto el aumento de la intensidad de
expresiéon como el mayor numero de células positivas para TOM-20 se han relacionado
con aumento del metabolismo mitocondrial oxidativo, aumento de la proliferacién,
migracion e invasién de células tumorales (Park et al., 2019; Guo Q. 2017). En el caso

particular del cancer colorrectal, se ha reportado que durante la invasién local el aumen-
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- to de la expresién de TOM-20 esta asociado con un mayor trafico de mitocondrias
energéticamente activas en el borde invasivo donde proporcionan un aumento
repentino de ATP local necesario para alterar el citoesqueleto de las células requeridas
para la motilidad e invasidn celular (Park et al., 2019). Similares resultados se han
observado en células de cancer de pancreas cultivadas in vitro tratadas con el factor de
crecimiento transformante -1 (TGF B-1), donde se detecté un aumento de la masa
mitocondrial durante el proceso de transicion epitelio-mesénquima (EMT) inducida por
la exposicion al factor TGF B-1, necesario para promover la invasion tumoral y la
metastasis en varios tipos de cdncer (Guo Q. 2017). En nuestro estudio, la pérdida de
cohesion celular en las capas basales del epitelio en COCE representada por la pérdida
de expresion de WGA en los limites celulares acompanada de una tincion citoplasmica
difusa (que serian menos cohesivas y potencialmente mas invasivas y agresivas en esta
region) (Fig.6H vs Fig.6G y Fig.6N vs Fig.6M), se correlaciona con el aumento de la masa
mitocondrial y, por ende, en principio, con el metabolismo mitocondrial oxidativo, a
través del aumento de la expresién de TOM-20 (Fig.6F vs Fig.6E y Fig.6L vs Fig.6K). Por
lo tanto, nuestros resultados podrian estar indicando una poblacién celular con mayor
grado de invasividad y motilidad similar a lo observado en cancer colorrectal y pancreas
mediante estudios in vitro. A su vez, el patrdn de distribucién mitocondrial de las células
mas basales tendia a ocupar el citoplasma celular en contraposicién a las células de las
capas mas externas del epitelio en COCE que fueron positivas para TOM-20, en donde
las mitocondrias en su mayoria estaban agrupadas o mas acotadas a la zona perinuclear
(Fig.6L). Este patron de distribucidon mitocondrial perinuclear se lo ha observado en otros
tipos de cancer mediante estudios in vitro y se lo ha asociado con la exposicidén de las
células tumorales a condiciones de hipoxia, reduccién de la proliferacién, migracién e
invasion celular en contraposicion a la distribucién citoplasmatica mitocondrial, que se
ha relacionado con mayor invasividad y motilidad celular (Park et al., 2019; Caino et al.,
2015; Thomas et al., 2017). Por lo tanto, nuestros resultados indican que existe
heterogeneidad metabdlica en el COCE y que el sistema de OXPHOS mitocondrial podria
contribuir al metabolismo glucolitico, como se ha reportado en otros tipos de cancer
(Sandulache et al., 2011; Mudassar et al., 2020; Scheid et al., 2021) promoviendo la

invasion celular.

En regiones de invasidn tumoral en el estroma, visualizado en algunos casos con tincidn
de vimentina, sefial en verde, en Figs. (7A y C), se pueden distinguir grupos de células
tumorales de tamafio variable mediante tincidn con pan-CK (sefial en amarillo) que eran
facilmente discernibles del estroma (Figs. 7A, C, E, G, | y K). La tincién con WGA
simultdnea marca tanto los grupos de células tumorales como el compartimento

estromal circundante, pero permite visualizar claramente las formas de las células epi-
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-teliales dentro de los grupos tumorales distinguiéndolas de las células estromales
adyacentes (Figs.7B, D, F, H, J y L) y en algunos grupos de tumores, la demarcacién de
los limites celulares por tincién con WGA fue particularmente nitida (Figs.7F y H). Por lo
tanto, la tincién con WGA podria ser de gran utilidad en la visualizacidn de los diferentes
patrones morfolédgicos de invasidon tumoral, los cuales son considerados uno de los
factores prondstico mas relevantes para evaluar la gravedad de la invasién, y por ende
que determinara la supervivencia del paciente (Cortegoso et al., 2017). Por otra parte,
se podria considerar el uso de la WGA para la deteccidon de los llamados “brotes
tumorales”. Estos consisten en células epiteliales tumorales Unicas aisladas o células
tumorales en pequefios grupos (hasta 5 células) que se ven principalmente a una
distancia variable del frente de invasion dispersos dentro del estroma, y se consideran
marcadores prondsticos histopatologicos potenciales de metdstasis en numerosos
canceres, incluido en el COCE (Almangush et al., 2014; Berg & Schaeffer, 2018; Kale &
Angadi, 2019; Lugli et al., 2021). Independientemente del escenario clinico o el tipo de
tumor, se asocia un mayor niumero de brotes tumorales con una disminucién de la
supervivencia (Lugli et al., 2021). La deteccidn y cuantificaciéon de los brotes tumorales
se realiza principalmente mediante tinciéon con hematoxilina y eosina (H&E) y
alternativamente se puede realizar mediante inmunohistoquimica con pan-
citoqueratinas (CK), en situaciones en las que la tincién H&E no permite distinguir
claramente los brotes del estroma circundante, como en los casos de una reaccion
inflamatoria prominente o una reaccién desmoplasica (Mitrovic et al.,, 2012). Sin
embargo, la ventaja de utilizar WGA frente a la inmunohistoquimica con pan-CK es que
es un procedimiento mucho mas sencillo y rapido de realizar. Por otra parte, se ha
planteado en varias investigaciones que los brotes tumorales podrian estar compuestos
por células sometidas al proceso de transicién epitelio-mesénquima (EMT) (Kale &
Angadi 2019; Mohtasham et al., 2021 ), y de hecho, en algunos casos, se ha registrado
tanto en el frente tumoral invasivo como también en los brotes tumorales en muestras
de cancer colorrectal, asi como también en muestras de COCE, un estado de transicion
llamado EMT “parcial”, en que las células coexpresan tanto marcadores epiteliales
como mesenquimales (Grigore et al.,, 2016; Lugli et al., 2021), indicativo de una
subpoblacion celular con mayor motilidad e invasion celular, pero que aun conservan
algunas caracteristicas epiteliales. En nuestro trabajo se observaron resultados
similares, dado que tanto el frente tumoral como los posibles brotes tumorales
coexpresaron pan-CK (un marcador epitelial) y vimentina (un marcador

III

mesenquimatoso), (Figs.8 A y B). Este mismo estado de EMT “parcial” se visualizé
también en otras regiones de invasion tumoral en COCE, como las observadas en las
Figs. 8 E y F, donde se registraban con frecuencia células con morfologia epitelial que

coexpresaban tanto Ki-67 como vimentina, consistentes con la adquisiciéon de propieda-
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-des mesenquimales, al mismo tiempo que conservan caracteristicas epiteliales y su
actividad proliferativa. Sin embargo, el patrdon de invasidon en cordones mas expansivos
registrado en la fig.8C reveld una fuerte expresién de pan-citoqueratinas, pero una
disminuida expresiéon de vimentina, lo que podria considerarse como indicio de una
subpoblacion de células tumorales con mayor identidad epitelial y posiblemente con
menor motilidad y capacidad de establecer metdstasis y por ende menos agresiva (Lopez
y Seoane, 2019; Dissanayaka et al., 2012). Histomorfolégicamente, los “brotes
tumorales” se asocian principalmente con el llamado "patrén de crecimiento
infiltrante”, que se caracteriza por un patrén constituido por pequefios grupos (nidos o
islotes) o cordones de células infiltrantes en el estroma (Kale & Angadi, 2019; Lugli et al.,
2021), lo que coincide con nuestros resultados dado que los posibles brotes tumorales
se registraron mayormente en el patrén de invasion del tipo infiltrativo (grado 3) (Fig.
8A). Por otra parte, si bien la tincion con WGA nos permitié visualizar las formas de las
células epiteliales dentro de los grupos tumorales, asi como también el compartimento
estromal circundante, los brotes tumorales constituidos por células epiteliales Unicas
aisladas podrian ser dificiles de identificar al confundirse con componentes del estroma,
por lo que seria de gran utilidad, en estos casos, el uso de la tincidon con pan-CK (Fig.8A).
Sin embrago, se ha reportado que lainvasion de una sola célula suele ser un evento poco
comun, y la brotacién tumoral parece estar reflejada predominantemente por la
migracion colectiva de células tumorales (Bronsert et al., 2014; Prall et al., 2005).
Ademas, la utilizacion de la MLC en combinacién con los diferentes métodos de tincion
fluorescentes (WGA o pan-CK) en la deteccién de brotes tumorales nos permitiria
distinguir sefiales en el eje z, y, por lo tanto, realizar reconstrucciones 3D por métodos
computacionales (Liddle,2012), lo que resultaria una herramienta fundamental para
identificar con mayor precisién los posibles brotes tumorales en contraposicion a las

secciones histolégicas 2D estudiadas en la Microscopia Optica Convencional.

Es importante aclarar, que aunque existen varias investigaciones que respaldan a la
“brotacién tumoral” como valor prondstico potencial de metastasis, aun no ha sido
incluida en los sistemas de clasificacién de tumores mas recientes de TNM (2017) y OMS
(2019) para predecir el comportamiento del COCE, asi como también en otros tipos de
canceres, en gran parte debido a la falta de sistemas de puntuacién "scoring" y de una
metodologia de tincién estandarizada para la validacién de este biomarcador (Berg y
Schaeffer, 2018; Lugli et al., 2021; Togni et al., 2022). Sin embargo, en los carcinomas
colorrectales, la brotaciéon tumoral ya ha sido calificada como un “factor prondstico
adicional” e incluido en el sistema de clasificacion TNM de la UICC/AICC de 2017
(Brierley et al., 2017).
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Por otra parte, en otras regiones invasivas de COCE dentro del estroma hemos
observado grupos de células tumorales con tincion de WGA bien definida en los limites
celulares (Figs. 9B, 10B y 11B) que se correlacionaba con un patrén de expresién
membranoso de las proteinas estructurales: E-cadherina, B-actina y Syndecan-1 (Figs.
9A, 10A y 11A respectivamente), lo que podria estar indicando grupos de células
tumorales con mayores niveles de adhesién celular y por ende mas cohesivas. Este tipo
de migraciéon o “invasion celular colectiva” (ICC) en el que células mantienen sus
contactos a través de la expresion membranosa de proteinas de adhesion e invaden sus
tejidos circundantes en forma de grupos celulares y agregados se ha observado en varios
tipos de carcinomas, como en el de mama, pulmdn, prdstata y colon, asi como también
en carcinomas orales de células escamosas (Gloushankova et al., 2017; Wicki et al.,
2006; Etemad-Moghadam y Alaeddini 2015; Friedl et al., 2012). Por el contrario, en otros
grupos tumorales se observaron ejemplos frecuentes de células que adquirian una
morfologia fusiforme (mas alargada) o con la formacién de protrusiones citoplasmaticas,
en las cuales se registré una tincién citoplasmatica prominente de las proteinas
estructurales: E-cadherina (Figs.9Cy E), B-actina (Figs.10 Cy E) y Syndecan-1(Figs.11C),
que se correlacionaba a su vez, con una marcada disminucién de la tincion con WGA en
los limites celulares (Figs.9D, 9F; 10D, 10F y 11D), lo que podria estar indicando en este
caso, células tumorales con menores niveles de adhesion celular, y por ende, menos
cohesivas, sugestivo de una poblaciéon celular con mayor grado de motilidad. De acuerdo
con esta interpretacion, se ha reportado que los cambios de expresién de E-cadherina
membranosa a citoplasmatica, junto con adquisicién de una morfologia fusiforme o
alargada de las células epiteliales, son caracteristicas distintivas de las etapas mas
avanzadas del proceso de EMT observado en varios tipos de cancer (Grigore et al., 2016;
Lugli et al., 2021). Durante este proceso las células epiteliales pierden la localizacién
membranosa del marcador epitelial E-cadherina, asi como también disminuyen la
expresion de otros marcadores epiteliales como cateninas y citoqueratinas, al tiempo
gue aumentan la expresion de uno o mas marcadores mesenquimales, como vimentina,
N-cadherina, o fibronectina. Estos cambios conducen a la pérdida de polaridad celulary
cohesidn intercelular, para adoptar un fenotipo migratorio mesenquimatoso similar a
fibroblastos, con mayor motilidad celular necesaria para la invasion (Grigore et al., 2016;
Enderle-Ammour et al., 2017).

El citoesqueleto de actina estd estrechamente ligado a las uniones célula-célula en el
epitelio manteniendo la estructura e integridad celular (Trejo, 2008), por lo que una
disminucion de E-cadherina membranosa puede resultar en la translocacién
citoplasmatica de B-actina a medida que avanza la EMT. De hecho, se ha reportado que,

durante este proceso, las células epiteliales a medida que pierden la expresién de E-ca-
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-dherina membranosa sufren una serie de cambios en el citoesqueleto de actina que
resulta en un desplazamiento de la actina y sus proteinas reguladoras desde la corteza
hacia el citoplasma de las células migratorias (Morris y Machesky, 2015; Leggett et al.,
2021).

Por otra parte, el cambio de expresién de Syndecan-1 membranoso a citoplasmatico
asociado con morfologias celulares fusiformes o con prolongaciones citoplasmaticas es
otra caracteristica observada en las etapas mds avanzadas durante el proceso de EMT
en varios carcinomas (Kim et al., 2015; Couchman, 2021). Nuestros resultados son
consistentes con la cohesidn celular variable observada en grupos de células tumorales
invasivas, las cuales son sometidas a multiples estados durante la invasion, adoptando
diferentes patrones que posicionan a la ICCy a la EMT en cada extremo y uno o varios
fenotipos intermedios o también llamados EMT “parciales” o “incompletos”, cuyo
numero sigue siendo un tema de debate (Grigore et al., 2016; Leggett et al., 2021). Tanto
la EMT como la ICC tienen sus ventajas durante la promocién de la invasién y la
metastasis. Por un lado, la EMT aumenta la motilidad celular y facilita el paso a través
de varias barreras, mientras que la ICC permite un "comportamiento de clones mixtos"
a través del cual las células heterogéneas contribuyen al proceso de migracién a través
de diferentes caracteristicas, como la resistencia a la apoptosis, divisién répida, etc.
(Etemad-Moghadam vy Alaeddini, 2017). Ademas, en la ICC el desarrollo de
micrometadstasis es menos desafiante dado que las células ubicadas mas centralmente
en los grupos tumorales estarian mas protegidas contra los efectos destructivos de la
respuesta inmune del huésped y al acceso de la actividad de los medicamentos (Etemad-
Moghadam y Alaeddini, 2017; 2015).
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Por lo tanto, nuestros resultados en base al andlisis de los patrones de tincion de
proteinas estructurales y de proteinas vinculadas al metabolismo energético en
combinacidon con WGA, sugieren que los patrones de tincion de WGA son indicativos del
grado de cohesion celular en el COCE, que disminuye en las capas mas basales del
epitelio oral en las cuales parece haber un mayor metabolismo mitocondrial oxidativo,
y luego, en los grupos de células tumorales invasivas con una morfologia mas migratoria.
Los cambios en la cohesion celular en estas diferentes etapas, podrian ser la base de la
invasion inicial en el estroma y luego la posterior diseminacidon de las células tumorales

dentro del estroma.

El uso de la tincion con WGA, en combinacion con la tincion de TSA acoplada a la IHQ de
proteinas estructurales y de proteinas vinculadas al metabolismo energético
visualizadas mediante MLC, constituyen herramientas potencialmente utiles para el
estudio de la arquitectura y caracterizacidon de los cambios que se producen durante la

progresién del COCE.

Se necesitardn mds estudios para definir los posibles usos de la tincién con WGA
fluorescente en combinacién con la MLC, que puedan proporcionar las bases necesarias
para su aplicacidon en la labor histopatoldgica clinica del COCE. En particular, seria
conveniente continuar con el analisis de la expresion de diversos marcadores
(estructurales, del metabolismo energético y otros), en combinacion con la tincion de
WGA en regiones de COCE donde se incluya la interfase epitelio/estroma y regiones de
invasidon tumoral dentro del estroma, que permitan contribuir en la identificacién de

subpoblaciones tumorales potencialmente agresivas.

Cabe mencionar que parte de los resultados de esta Maestria dieron lugar a una
publicacién en la revista “Cells” titulada como “Tissue architecture of oral squamous cell
carcinoma visualized by staining patterns of wheat germ agglutinin and structural
proteins using confocal microscopy” (que se incluye en el apéndice), por lo que
esperamos pueda aportar avances a la biologia de la carcinogénesis de este tumor de
alta incidencia en la salud publica. (https://doi.org/10.3390/cells10092466).
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Abstract: Objectives: Tissue architecture and cell morphology suffer profound alterations during
oral cancer and are important markers for its progression and outcome. For precise visualization
of tissue architecture in oral cancer, we used confocal microscopy to examine the staining pattern
of wheat germ agglutinin, a lectin that binds membrane glycoproteins, and the staining patterns
of structural proteins. Materials and Methods: Paraffin sections of oral squamous cell carcinoma
were stained with fluorescently labeled wheat germ agglutinin and with antibodies against structural
proteins, which were revealed by immunohistochemistry with tyramide signal amplification. Results:
Membrane localization of wheat germ agglutinin was markedly decreased in the basal layers and in
regions of tumor invasion, accompanied by cytoplasmic redistribution of E-cadherin, 3-actin and
syndecan-1. Wheat germ agglutinin staining clearly identified tumor clusters within the surrounding
stroma, and tumor cells with elongated morphology. Conclusions: Our results suggest that the
wheat germ agglutinin staining pattern is indicative of the degree of cell cohesion in oral squamous
cell carcinoma, which decreases in basal layers and invasive tumor clusters with more migratory
morphologies. Wheat germ agglutinin staining in combination with confocal microscopy could
constitute, therefore, a valuable tool for the study of tissue architecture in oral cancer.

Keywords: oral squamous cell carcinoma; wheat germ agglutinin; tyramide signal amplification;
tissue architecture

1. Introduction

Tumor growth and its progressive taking over of neighboring tissues impose drastic
alterations in tissue architecture, which have prognostic value in many types of cancers [1,2],
including oral squamous cell carcinoma (OSCC). Invasion patterns in OSCC, for instance,
can be classified as a wide pushing border, infiltrating cell islets, thin infiltrating cords
or individual infiltrating cells [3], with the last two patterns being associated with worse
prognoses [4]. Therefore, refining our understanding of OSCC tissue architecture is likely
to have an important clinical impact.

High resolution microscopy, such as confocal microscopy, can help to overcome
the limitations of conventional bright-field microscopy in the analysis of tumor tissue
structure [5], and studies which explore its uses in the context of OSCC can make significant
contributions towards understanding the pathobiology of this tumor [6]. In addition to
confocal microscopy, the use of markers that permit visualizing tissue architecture clearly
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will be an important feature of studies that seek to obtain detailed structural descriptions
of OSCC at the tissue level. Wheat germ agglutinin (WGA) is a plant lectin with high
affinity for N-acetylglucosamine and sialic acid [7], which can bind to multiple membrane
glycoproteins containing these monosaccharides in their varying carbohydrate moieties,
and in particular it can bind to cell adhesion molecules [8-10]. Fluorescently labeled WGA
has been used as a powerful stain for tissue architecture in combination with confocal
microscopy [11,12]. In particular, altered tissue architecture, especially at the level of
cell-cell adhesion, produces a clearly altered pattern of WGA staining [11]. Another
important consideration for studies of tumor architecture with high resolution microscopy
is the frequently mentioned difficulty of performing immunofluorescence staining in
formalin-fixed, paraffin embedded (FFPE) thin sections [13], which is relevant given the
prevalence of archival FFPE tumor samples, but this can be circumvented, for example,
by the use of signal amplification techniques such as tyramide signal amplification (TSA),
which generates covalently bound fluorophores in very close proximity to the detected
epitope [14].

In this study, we have used confocal microscopy, in combination with fluorescently
labeled WGA and immunohistochemistry with TSA, for fluorescent staining of structural
proteins, to visualize tissue architecture in FFPE thin sections obtained from archival
OSCC tumor samples. We have observed alterations in the staining patterns of WGA
and structural proteins consistent with loss of cell cohesion in the basal layers of the oral
mucosa, and in regions of tumor projections towards the underlying stroma, accompanied
by changes in cell morphology suggestive of a migratory phenotype. Additionally, WGA
staining readily allows to distinguish clusters of invasive tumor cells from the surrounding
stroma. Our results therefore show the usefulness of WGA staining for the study of OSCC
tissue architecture which, in combination with immunohistochemistry accompanied by
TSA for fluorescent staining of structural proteins, and the use of confocal microscopy,
permits clear visualization of the changes in tissue cohesion and cell morphology as tumor
invasion progresses.

2. Materials and Methods
2.1. Tissue Samples

FFPE tissue samples of normal oral mucosa (1 = 3) and OSCC (1 = 5) from the archives
of the Molecular Pathology area of the School of Dentistry, Universidad de la Republica
(Uruguay) were used.

2.2. Immunohistochemistry and Confocal Microscopy

After deparaffinization, 5 um sections were heat retrieved with Reveal Decloaker solu-
tion (Biocare Medical, Pacheco, CA, USA) and endogenous peroxidases were blocked with
0.9% hydrogen peroxide for 5 min. Sections were incubated with either of the following
primary antibodies in 1:100 dilution: pan-cytokeratin (clone AE1/AE3, Biocare Medical),
Ki-67 antibody (clone MIB-1, DAKO, Carpinteria, CA, USA), E-cadherin antibody (clone
EP6, Biocare Medical), 3-actin antibody (clone 13E5, Cell Signaling, Danvers, MA, USA),
syndecan-1 (CD138) antibody (clone B-A38, Bio SB, Santa Barbara, CA, USA) and vimentin
antibody (clone V9, Biocare Medical). After primary antibody incubation, sections were
incubated with a biotinylated secondary antibody followed by a streptavidin—horseradish
peroxidase complex (Mouse/Rabbit InmunoDetector Biotin Link, Bio SB, Santa Barbara, CA,
USA). Next, sections were incubated for 10 min with CY3 or fluorescein labeled tyramide
(TSA Plus Cyanine 3 Kit or TSA Plus Fluorescein Kit, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA),
washed with phosphate buffered saline (PBS) and incubated with either CF®488A conjugated
WGA or CF®640R conjugated WGA (Biotium, Fremont, CA, USA) at 1:400 dilution for 20 min.
Alternatively, 5 um sections can be stained directly with fluorescently labeled WGA with-
out the previous immunohistochemistry steps [12]. For double antibody labeling, the first
primary-secondary antibody complex was removed by heat retrieval and the procedure was
repeated for the second primary antibody. In some slides, nuclei were counterstained by
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RedDotTM Far-Red Nuclear Stain (Biotium). Sections were visualized with a Zeiss LSM 800
confocal microscope, and images were acquired with 20x and 40 x objectives.

3. Results

Fluorescently labeled WGA staining of normal oral mucosa reveals a highly ordered
pattern of cell layers, with cell boundaries strongly stained and sharply demarcated (Figure 1A),
including the Ki-67 positive cells of the basal layer (Figure 14, inset). In OSCC, clearly demar-
cated cell boundaries can be observed in the more external layers of the oral mucosa by WGA
staining (Figure 1B), but the staining becomes more cytoplasmic and diffuse in the basal layers,
where Ki-67 positive cells are found (Figure 1B, inset), and in particular, cell boundaries are not
easily distinguished.

Figure 1. WGA staining pattern (green) in normal oral mucosa (A) and in OSCC mucosa (B), with a 20x objective. Insets
show the regions marked with white rectangles observed with a 40 x objective, displaying Ki-67 staining (yellow) in addition
to WGA staining. Scale bar: 50 um.

In regions of tumor invasion into the stroma, tumoral cell clusters of varying size could be
clearly distinguished from the surrounding stroma by pan-cytokeratin staining (Figure 2A,C).
Simultaneous WGA staining marked both tumor clusters and the surrounding stromal com-
partment, but it also allowed us to clearly visualize epithelial cell shapes within the tumor
clusters, thereby distinguishing them from the adjacent stromal cells (Figure 2B). In some
tumor clusters, the demarcation of cell boundaries by WGA staining was particularly sharp
(Figure 2D). Interestingly, tumor clusters could be seen to co-express pan-cytokeratin and
vimentin (Figure 3A,B), and large vimentin positive cells with epithelial shape in areas of
tumor invasion can also be seen to co-express Ki-67 (Figure 3C,D).
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Figure 2. Pan-cytokeratin (yellow) and WGA staining (green) patterns in invasive regions of OSCC.
(A,B) show the same field with pan-cytokeratin and WGA staining, respectively, with a 20 x objective.
(C,D) show the same field, with pan-cytokeratin and WGA staining, respectively, with a 40 x objective.
Scale bars: (A) 50 um; (B) 20 pm.

Next, we co-stained normal oral mucosa and OSCC mucosa with WGA and structural
proteins. In normal oral mucosa, the proteins E-cadherin, (3-actin and syndecan-1 display
similar staining patterns to that of WGA, clearly marking cell boundaries (Figure 4A,CE,
respectively; see also Supplementary Figure S1). In OSCC mucosa, however, the diffuse WGA
staining observed in the basal layers is accompanied by marked increases in cytoplasmic
E-cadherin, (3-actin and syndecan-1, and also by a blurring of cell boundaries not seen in
normal oral mucosa (Figure 4B,D,F, respectively, and insets in each figure). Moreover, in
regions of tumor invasion, tumoral cell clusters with diffuse WGA staining at cell boundaries
and large amounts of cytoplasmic E-cadherin, 3-actin and syndecan-1 can be observed
(Figure 5), a pattern that was not observed in normal oral mucosa at the same magnification
(Supplementary Figure S1). Interestingly, tumor cells with large amounts of cytoplasmic
E-cadherin, 3-actin and syndecan-1 frequently switch from a polygonal cell shape to a highly
elongated shape, suggestive of increased migratory capacity, and this elongated morphology
can also be seen against the surrounding stroma by WGA staining (arrows in Figure 5).
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Figure 3. Pan-cytokeratin, vimentin and Ki-67 staining patterns in invasive regions of OSCC. (A,B) show the same field
with pan-cytokeratin (yellow) and vimentin (green) staining, respectively, with a 20x objective. (C,D) show the same field
with vimentin (yellow) and Ki-67 (green) or Far-Red Nuclear Stain (red) staining, respectively, with a 40 objective. The
arrow in (C) shows a large cell with epithelial morphology positive for vimentin and Ki-67. The arrowhead in (C) shows a
large cell positive for vimentin and Ki-67 in metaphase. Scale bars: (A) 50 um; (C) 20 pm.

Our observations of WGA staining patterns in OSCC show that loss of WGA stain-
ing at cell boundaries is frequently accompanied by E-cadherin, 3-actin and syndecan-1
relocalization from the cell periphery to the cytoplasm. E-cadherin and (3-actin play fun-
damental roles in cell-cell adhesion, and syndecan-1 is highly involved in this process
as well. Decreased expression of these proteins at cell boundaries in the basal layers of
OSCC mucosa and in regions of tumor invasion suggests that loss of cell cohesion occurs
in these tumor areas. The simultaneous transition from a WGA staining pattern marking
cell boundaries sharply to a more diffuse staining pattern could also, thereby, constitute an
indication of loss of cell cohesion.
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Figure 4. E-cadherin, -actin and syndecan-1 staining patterns (yellow) in normal oral mucosa
(A,CE) and in OSCC mucosa (B,D,F), respectively, with a 40 x objective. (B,D,F) were taken more
zoomed in than (A,C,E). Insets in (B,D,F) show the regions marked with white rectangles in the
basal layer of OSCC mucosa, displaying WGA (green) staining. Arrows show regions with marked
cytoplasmic staining and diffuse cell borders. Scale bars: (A,C,E) 50 um; (B,D,F) 50 um.
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Figure 5. E-cadherin, 3-actin and syndecan-1 staining patterns (yellow) in invasive regions of OSCC, with a 40X objective.
(A,B): same field with E-cadherin and WGA (green) staining, respectively. (C,D): same field with (3-actin and WGA staining,
respectively. (E,F): same field with syndecan-1 and WGA staining, respectively. Arrows mark cells with highly elongated
morphology and abundant cytoplasmic E-cadherin (A), 3-actin (B) or syndecan-1 (E). Scale bar: 20 um.
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4. Discussion

In this study, we used fluorescently labeled WGA in combination with TSA staining
of structural proteins and confocal microscopy to visualize tissue architecture in FFPE
thin sections of OSCC. WGA staining sharply marks the cell boundaries in the more
external layers, whereas it becomes diffuse in the basal layers, paralleling a switch from
periphery to cytoplasm in the distribution of the structural proteins E-cadherin, 3-actin
and syndecan-1. WGA staining allows to distinguish clearly between tumor cell clusters
and the surrounding stroma in regions of tumor invasion. Diffuse WGA staining in tumor
cell clusters is accompanied by marked cytoplasmic redistribution of E-cadherin, 3-actin
and syndecan-1 and by marked changes in cell morphology from polygonal to elongated.

WGA binds to glycoproteins in the cell membrane, and particularly to proteins
involved in cell-cell adhesion: among the main surface proteins bound by WGA in
macrophages and neutrophils is the cell-cell adhesion protein LFA-1 [8]. In endothe-
lial cells, WGA interacts strongly with CD31, one of the main cell-cell adhesion proteins
in the endothelium [9]. In the slime mold Dictyostelium discoideum, WGA binds to the
cell-cell adhesion proteins responsible for the formation of multicellular aggregates [10].
Our results show that strong WGA staining at cell boundaries parallels membrane local-
ization of E-cadherin, whereas loss of WGA staining at the cell surface is paralleled by
loss of E-cadherin membrane localization. Taken together, these results suggest that a
strong WGA signal at cell boundaries indicates an important presence of cell-cell adhesion
complexes in these regions, and therefore high levels of tissue cohesion. Conversely, loss
of WGA staining at cell boundaries, accompanied by diffuse cytoplasmic staining, could
indicate diminished levels of cell-cell adhesion, and therefore decreased tissue cohesion.
In support of this interpretation, mice deficient in Ephrin-B1, an important regulator of cell
adhesion, show a marked shift from peripheral to cytoplasmic WGA staining pattern in
conditions of tissue cohesion impairment [11]. Staining with biotinylated or horseradish
peroxidase-conjugated WGA and visualization by bright-field microscopy of normal oral
mucosa shows a similar pattern of strong staining at cell boundaries to the one reported
here [15,16]. Interestingly, staining with biotinylated lectins in OSCC showed increased
cytoplasmic staining and decreased membrane staining in invasive regions, in agreement
with our results [17].

In regions of tumor invasion, we observed tumor cell clusters of varying sizes and
patterns of WGA staining, which were readily discernible from the surrounding stroma.
The presence of tumor buds, defined as individual cells or clusters of up to four cells,
correlates with higher probability of metastasis in OSCC, and in many other cancers [18].
Scoring of tumor buds is done mainly by hematoxylin and eosin (H&E) staining. Alter-
natively, scoring can be done by cytokeratin immunohistochemistry, in situations when
H&E staining does not allow to clearly distinguish buds from the surrounding stroma,
such as when high levels of inflammation are present, or the tumor has a desmoplastic
reaction [19]. Fluorescently labeled WGA staining is a simpler and faster procedure than
cytokeratin immunohistochemistry, which warrants further investigation into its potential
use for tumor bud scoring.

Cells in invasive tumor clusters shift E-cadherin localization from membranous to
cytoplasmic and acquire a more elongated, spindle-like morphology [20]. These changes
are indicative of a process of epithelial to mesenchymal transition (EMT), found in aggres-
sive carcinomas such as OSCC [21], which in invasive tumor clusters has been proposed
to lead to an intermediate epithelial /mesenchymal phenotype, associated with patterns
of collective cell migration rather than generalized, individual tumoral cell migration
and dissemination [22]. Consistent with these results, we have also observed remarkable
E-cadherin cytoplasmic staining in cells from tumor clusters, and frequent examples of cells
shifting from a polygonal to an elongated morphology, accompanied by a marked decrease
of WGA staining at cell boundaries. We detected prominent cytoplasmic 3-actin staining
in cells from tumor clusters as well, associated with elongated cell morphologies, and a
shift from cortical to cytoplasmic actin is another feature of EMT [23]. Loss of polygonal
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cell morphologies was also observed in tumor cells with strong cytoplasmic syndecan-1
expression, and cytoplasmic redistribution of syndecan has been linked with increased tu-
mor invasiveness [24]. Our results showing co-expression of vimentin and pan-cytokeratin
and co-expression of vimentin and Ki-67 in tumor clusters are also consistent with the
acquisition of mesenchymal properties, while still retaining epithelial characteristics and
the proliferative activity found in OSCC invasive regions with high numbers of tumor
clusters [25].

Interestingly as well, we have observed tumoral cell clusters with well-defined WGA
staining at cell boundaries (Figure 2D), whereas other clusters show a much more dif-
fuse WGA staining pattern, marked by prominent cytoplasmic E-cadherin, (3-actin and
syndecan-1 staining (Figure 5). These results are consistent with variable cell cohesion in
tumor clusters of OSCC, which has been reported in other cancers and might be linked to
different stages in the process of EMT, which is also consistent with the observation of an
invasion pattern spectrum in OSCC, with some tumor cells being more advanced in the
transition towards a mesenchymal phenotype than others [20,26]. It is also important to
consider that the tumor-stroma ratio is an important parameter with prognostic value in
OSCC [27], and as WGA staining readily allows one to distinguish between tumor clusters
and surrounding stroma, it could be applied to quantify this variable as well.

Therefore, our results analyzing WGA and structural proteins staining patterns sug-
gest that changes in cell cohesion occur at different stages of OSCC progression—first
in the basal layers of the oral mucosa and then in invasive regions, where tumoral cell
clusters are found. Changes in cell cohesion at these different stages might underlie first
the initial invasion into the stroma and then the further dissemination of tumor cells within
the stroma.

5. Conclusions

In summary, the use of WGA staining, in combination with TSA staining of structural
proteins and confocal microscopy, constitutes a valuable tool for the study of OSCC tissue
architecture. Further studies will be needed to define possible uses of fluorescent WGA

staining in combination with confocal microscopy in the histopathological assessment of
OSCC.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/10
.3390/ cells10092466/s1. Figure S1: E-cadherin, -actin and syndecan-1 staining patterns (yellow)
in normal oral mucosa; 40X objective. (A) and (B): same field with E-cadherin and WGA (green)
staining, respectively. (C,D): same field with -actin and WGA staining, respectively. (E,F): same
field with syndecan-1 and WGA staining, respectively. Scale bars: (A-D) 20 um; (E,F) 20 um.
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