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Marcadores histoquimicos de cancerizacion
de campo en la mucosa bucal

resumen
El término “cancerizacion de campo” en la cavidad
bucal, se utiliza para definir a una mucosa en la que
existen cambios subclinicos de malignidad debido a
los cuales posee un riesgo aumentado de que se pro-
duzcan en ella tumores malignos en forma uni o mul-
tifocal.
Se han postulado métodos diversos para la deteccion
temprana de la cancerizacion de campo, entre los cua-
les, los de mayor utilidad potencial son aquellos que
puedan aplicarse al material de biopsias para estudio
histopatologico de rutina.
En este trabajo se analiza la eficacia de tres biomar-
cadores histoquimicos de malignidad para detectar
cancerizacion de campo en un modelo experimental
de cancer bucal: morfometria de regiones organizado-
ras de nucleolo (NORs), andlisis de la ploidia, y mar-
cacion inmunohistoquimica del factor de crecimiento
fibrobldstico-2 (FGF-2). Los tres detectaron variacio-
nes en epitelios cancerizados antes de que se manifies-
ten alteraciones histologicas. Dado que presentan
diferencias en cuanto a su facilidad de aplicacion y
diferente sensibilidad para la deteccion de maligni-
dad, el uso conjunto de éstos o mds marcadores podria
aumentar la certeza en la deteccion del potencial de
malignidad.
PALABRAS CLAVE: Mucosa bucal, Cancerizacion, Cdn-
cer bucal, Marcadores histoquimicos, Premalignidad.

abstract

In the oral cavity, the term “field cancerization” ser-
ves to define a mucosa with subclinical evidence of
malignant transformation that is at a greater risk of
developing unifocal or multifocal malignant tumors.
Several methods have been proposed to perform an
early diagnosis of field cancerized areas. Among these
methods, the most useful are those that can be applied
to routine biopsy material.

The present study evaluates the efficacy of three histo-
chemical biomarkers of malignant transformation in the
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detection of field cancerization in an experimental model
of oral cancer: morphometry of nucleolar organizer
regions (NORs), ploidy analysis, and immunohistoche-
mical labeling of the fibroblastic growth factor —2 (FGF-
2). All three histochemical markers were capable of
detecting alterations in cancerized epithelia before histo-
logical alterations became evident. Because these
methods differ in complexity and sensitivity, the joint use
of all three markers would contribute to the certainty of a
diagnosis of potential malignant transformation.

KEY worps: Oral mucosa, Cancerization, Oral cancer,
Histochemical markers, Premalignancy.

INTRODUCCION

Los dos tumores malignos mas frecuentes de la boca
humana, el carcinoma de células escamosas y el carcino-
ma verrugoso, pueden darse en forma multifocal. Poste-
riormente al tratamiento de una lesion, con alguna fre-
cuencia se observa ocurrencia de segundos tumores pri-
marios en otra localizacion. Otro hecho frecuente es la
aparicion de lesiones premalignas multifocales o en
areas muy extensas de la mucosa. Estas observaciones
llevaron a Slaughter y col. (1953)! a proponer, en un ya
clasico trabajo, la hipotesis de “cancerizacion de campo”
para definir a una mucosa con riesgo aumentado de
malignizacion como consecuencia de la exposicion
repetida, en dreas extensas, a la accion de cancerigenos,
como el tabaco o el alcohol. La hipotesis de Slaughter
fue posteriormente apoyada por trabajos que le dieron
soporte molecular al demostrar alteraciones genéticas
en amplias regiones de la mucosa de fumadores? 3.

En este contexto, los biomarcadores de malignidad
tienen una gran importancia potencial en el diagnostico
precoz, en la evaluacion de margenes de seguridad pos-
quirtrgicos, y en la estimacion del riesgo de recurrencia.

Se llaman biomarcadores de malignidad a las reaccio-
nes que detectan sustancias o estructuras cuya sola pre-
sencia o, si ya existieran en condiciones normales, sus
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Figura 1. Bolsa de la mejilla de hamster evertida
para su observacion.

variaciones significativas sean indicadoras de actividad
maligna o de grados de malignidad cuando las neopla-
sias ya estan instaladas. La mayor parte de los marcado-
res de malignidad conocidos son reacciones bioquimi-
cas. En nimero menor existen marcadores histoquimi-
cos que son reacciones que asocian in situ cambios
bioquimicos con las estructuras celulares que los mani-
fiestan, ya que se efectian sobre cortes histologicos.

En este trabajo comparamos tres marcadores histo-
quimicos de malignidad aplicados a la deteccion de la
cancerizacion de campo, utilizando el modelo de can-
cerizacion quimica de la bolsa de la mejilla del hamster
(CBMH). Este modelo es universalmente utilizado para
estudios de cdncer bucal. Aprovecha la existencia de
una particularidad anatomica del hamster: un bolsillo
situado en el espesor de la mejilla, cubierto por una
mucosa igual a la mucosa bucal. Esta estructura, que
los hamsters utilizan fisiologicamente para el transpor-
te de alimentos secos, se puede cancerizar mediante la
aplicacion topica de cancerigenos quimicos que actian
sobre toda la superficie de la mucosa. Con gran repro-
ducibilidad se producen en el modelo lesiones prema-
lignas y malignas muy similares a las de la boca huma-
na. La bolsa se puede evertir facilmente para el segui-

miento clinico de las lesiones (Figura 1). Adn después
de tiempos largos de cancerizacion cuando se manifies-
tan los carcinomas, coexisten areas de epitelio histolo-
gicamente normal, tal como sucede en la boca humana
(Figura 2). Estas dreas “normales”, pero seguramente
cancerizadas, han sido denominadas NUME por su
siglas en inglés (no unusual microscopic features) y
constituyen un modelo muy adecuado para estudios de
efectividad de marcadores de cancerizacion de campo.

MATERIALES Y METODOS

Se comparan los datos obtenidos en areas NUMF en
trabajos previos realizados en el Laboratorio de Histo-
quimica de la Catedra de Anatomia Patologica
(FOUBA), en cada uno de los cuales se estudio la
expresion de un marcador en las diferentes lesiones del
modelo CBMH*>®. En los tres trabajos se utilizo el
mismo protocolo experimental”®. La cancerizacion se
produce por la aplicacién tépica de una solucion al
0,5% de 7,12-dimetilbenz[a]antraceno (DMBA) en la
bolsa derecha del hamster, tres veces por semana. Para
este andlisis comparativo se consideran las bolsas trata-
das durante 16 semanas, tiempo en el cual aparecen los
carcinomas. Se utilizaron como control animales trata-
dos solo con aceite mineral, el vehiculo del cancerige-
no. Luego del sacrificio se fijaron fragmentos de las bol-
sas en formol o en acetona y se incluyeron en parafina
de acuerdo con el procesamiento de rutina para estudio
histopatologico. Los valores analizados corresponden a
8 a 10 animales tratados y 10 a 12 animales control.

Técnicas histoquimicas
Regiones organizadoras de nucleolo

Se denominan NOR por sus siglas en inglés. Son
zonas de ADN que codifican para ARN ribosomal nece-
sario para sintesis proteica. Cuando estan transcripcio-
nalmente activas se asocian a proteinas argirofilicas por
lo cual pueden tenirse en preparaciones de rutina con
una técnica de impregnacion argéntica’. Se observan en
las preparaciones como es-
tructuras intranucleares de

color marron oscuro, deno-
minadas AgNOR. Su nimero,
tamano y forma dependen de
la intensidad de la actividad
de sintesis proteica celular.
Las variaciones de estos para-
metros con respecto de los de
las células normales han sido

Figura 2. Corte histologico de bolsa cancerizada durante 16 semanas. Al evertir la bolsa ambas
paredes quedan unidas por la adventicia, con el epitelio hacia fuera. Una pieza correspondiente a
un corte transversal completo fue doblada sobre si misma para facilitar la preparacion. Se obser-
van en el epitelio: A) un carcinoma exofitico; B) un carcinoma endofitico; C) dreas de lesiones
displdsicas premalignas, y D) dreas sin alteraciones microscépicas (NUMF).

reiteradamente reportados en
la literatura para evaluacion
de malignidad!®!.

En este trabajo utilizamos
un programa de computacion
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para andlisis de imagenes dis-
ponible en el Laboratorio de
Microespectrofotometria del
CONICET, instalado en la
Comision Nacional de Ener-
gia Atomica (LANAIS-MEF),
para evaluar los siguientes
parametros en preparaciones
de bolsas normales y canceri-
zadas: numero de AgNORs
por nticleo (MNOR); volumen
individual promedio de los
AgNORs (VNOR); volumen
total de sustancia AgNOR por
ntcleo (TVNOR); e indicador
de forma o indice de contor-
no de los AgNOR (CINOR).
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Figura 3. Tincion de AgNORs en: A) epitelio de bolsa control y B) epitelio NUMF en bolsa

cancerizada durante 16 semanas, donde se observan AgNORs de mayor tamafio.

Analisis de la ploidia

Se tifieron cortes de bolsas
normales y cancerizadas con la reaccion de Feulgen!?
que es estequiométrica para demostracion de ADN. La
cantidad de coloracion de cada nucleo se midio en el
software DNA-IBAS en el LANAIS-MEF arriba mencio-
nado. Se tomo el valor de linfocitos contenidos en los
mismos cortes como control de valor diploide (2¢). El
programa proporciona, ademas de los clésicos histogra-
mas de ploidia utilizados en el diagnostico y pronostico
de tumores!?, distintos indices numéricos de maligni-
dad. En este trabajo consideramos como mds significati-
vos: el indice de ploidia, que es la relacion entre el valor
promedio de los nticleos medidos y el valor control de
los linfocitos, y el indice de aneuploidia, o 5cER (5¢
Exceeding Rate), que es el porcentaje de nucleos con
valores de ADN mayores a 5c.

Expresion de factor de crecimiento fibroblastico-2
(FGF-2)

En la mucosa bucal el factor de crecimiento fibroblas-
tico interviene en la transmision de senales entre el epi-
telio y el conectivo para producir crecimiento epidérmi-
co, angiogénesis, y produccion de colageno. Se expresa
en forma aberrante en la tumorigénesis. En este trabajo
se utilizo una técnica inmunohistoquimica para demos-
tracion de FGF-2 en muestras de bolsas fijadas en aceto-
na, utilizando como anticuerpo primario un monoclo-
nal anti-FGF-2 humano (Santa Cruz Biotechnology).

' RESULTADOS

La observacion microscopica de los epitelios NUMF
de las bolsas cancerizadas revelo en general AgNORs de
mayor tamafo y de forma algo mas irregular al compa-
rarlas con los controles (Figura 3). El andlisis de image-
nes corrobor6 estas observaciones. El Cuadro 1 mues-

CUADRO 1. Evaluacion morfométrica de regiones
organizadoras de nucleolo en epitelio de bolsas de mejilla
de hamster sin alteraciones histolégicas, no tratadas
(CONTROL) y tratadas con cancerigeno (NUMF).

Parametro Control NUMF
nNOR 2.26 +0.46 1.91 +£0.39
VNOR 2.04 +0.57 *3.86 = 1.11

TVNOR 4.43 £ 0.84 *7.15 +1.48
CINOR 3.96 + 0.05 *4.11 £ 0.08

nNOR: niimero de NOR por niicleo; VNOR: volumen individual de NOR;
TVNOR: volumen total de AgNOR por niicleo; CINOR: indice de irregula-

ridad de forma. *ANOVA: p<0.007.

tra los valores obtenidos. No se obtuvieron diferencias
significativas en el numero de NORs por nucleo, pero
los otros tres parametros estudiados resultaron signifi-
cativamente diferentes.

El andlisis de la ploidia revel6 en las areas NUMF una
mayor cantidad de células en la region de los histogra-
mas entre 2c y 4c al compararlos con los histogramas del
control. Esto indica una mayor actividad proliferativa.

CUADRO 2. indices de malignidad derivados del
analisis de ploidia en epitelio de bolsas de mejilla de
hamster sin alteraciones histologicas, no tratadas
(CONTROL) y tratadas con cancerigeno (NUMF).

indices ADN Control NUMF
Ploidia 2.22 £0.10 *2.69 + 0.08
5cER 0.33+0.5 *5.70 + 1.02

Ploidia: relacion entre nticleos epiteliales y nticleos de linfocitos tomados
como control de valor 2¢; 5¢ER: porcentaje de ndicleos con valores mayo-
res a 2c. *ANOVA: p<0.001.
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método variaciones atribui-
bles a la cancerizacion de
S campo, tomando como mode-
lo el epitelio no invasor, cer-
cano a carcinomas bucales
humanos'. No obstante, debe
tenerse en cuenta que las
variaciones de AgNOR no son
indicadores directos de trans-
formacion maligna sino que
revelan cambios en la activi-
dad de sintesis proteica que si
bien son una de las caracteris-
ticas importantes de las célu-
las malignas, también tienen
lugar en otras situaciones
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Figura 4. Expresion de FGF-2 en A) epitelio de bolsa normal con marcacion en la capa basal
y B) epitelio NUMF en bolsa cancerizada, donde se observan ademds células marcadas en los

estratos suprabasales.

Los dos indices analizados mostraron valores signifi-
cativamente diferentes entre dareas NUMF y control
(Cuadro 2). El dato mas relevante se obtuvo con el
indice 5cER. El valor de 0,33% esta dentro del error
metodologico, pero el valor de 5,70% indica que muchas
areas NUMF tienen un numero considerable de células
con contenido aneuploide de ADN.

El FGF-2 se expresa en las bolsas de hamsters norma-
les o tratadas solo con el vehiculo, en el citoplasma de las
células basales. En las bolsas cancerizadas, las regiones
NUMEF muestran un patrén marcadamente alterado en el
cual, ademas de las células basales, las células suprabasa-
les aisladas o en grupos expresan el factor (Figura 4). Se
efectud un conteo por analisis de imagenes de las células
suprabasales reactivas realizado en 8 casos cancerizados,
en los cuales se midieron dreas al azar correspondientes a
1.500 a 2.000 pum lineales de superficie de epitelios
NUMEF de cada caso. El valor resultante expresado como
relacion de células suprabasales marcadas sobre el total
de células fue de 0,15+0,08. En ningin caso control se
encontraron células suprabasales marcadas.

DISCUSION

Los tres marcadores analizados han resultado, en el
modelo utilizado, ser eficaces en la deteccion de cance-
rizacion de campo, antes de la aparicion de cambios
morfologicos. Los tres pueden ser aplicados a material
de biopsias humanas tomado para estudio histopatolo-
gico.

Existe abundante literatura sobre la utilidad de la
marcacion de AgNORs en el diagnostico y seguimiento
de entidades neopldsicas!'®!"*. En nuestro laboratorio
demostramos también que pueden detectarse con este

normales o patologicas. Den-
tro de este contexto es que
deben considerarse a las
AgNORs como marcadoras de
riesgo aumentado de maligni-
dad. Su demostracion se realiza con una técnica sencilla
que puede implementarse entre las técnicas de rutina
de los laboratorios de Patologia Quirtirgica pero para su
evaluacion subjetiva se requiere un importante entrena-
miento en las imdgenes normales, por lo que resulta de
mucho mayor seguridad, la evaluacion objetiva con un
programa de analisis de imagenes.

El analisis de la ploidia en cortes histologicos requie-
re siempre la medicion del ADN de cada nticleo revela-
do por una reaccion cuidadosamente estandardizada y
evaluado con citofotometro o analizador de imdgenes.
Es algo mas dificil de implementar en los laboratorios
de rutina pero se brinda como servicio en laboratorios
especializados. Es un método de reconocida aplicacion
al diagnostico y prondstico de neoplasias malignas!?,
pero hasta el momento no se habia reportado su aplica-
cion a la deteccion de cancerizacion de campo en la
mucosa bucal. De las tres técnicas analizadas en el pre-
sente trabajo es, sin duda, la de mayor objetividad.
Valores del indice 5cER mayores al producido por fac-
tores metodolégicos, indican inequivocamente la pre-
sencia de aneuploidias, dado que ninguna célula epite-
lial normal excede el valor diploide (2¢) en reposo, o 4c
(tetraploide) en la division celular normal. La presencia
de células aneuploides no significa necesariamente la
progresion a neoplasia clinica, pero si indica segura-
mente un riesgo aumentado de malignizacion.

El analisis de la expresion del FGF-2 puede ser apli-
cado a biopsias de rutina pero requiere una toma adi-
cional, dado que deben ser fijadas en acetona en lugar
de la fijacion formolica convencional. Su deteccion es
relativamente sencilla y las alteraciones en los campos
cancerizados en nuestro modelo fueron muy objetivas
dado que se evidencian por la sola presencia de células
marcadas en los estratos suprabasales. No obstante, la
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utilidad de este marcador debe ser mds evaluada, dado
que no se conoce su aplicacion al estudio de neoplasias
bucales ni se han reportado estudios relativos a varia-
ciones semejantes a las encontradas en nuestro modelo
que hubieren sido producidas por otras lesiones no
neopldsicas.

Dado que todos los marcadores de malignizacion estu-
diados hasta el momento en la mucosa bucal presentan
grados de certeza muy variables en funcion del tipo de
lesion y de su localizacion, la utilizacion de una bateria
de marcadores podria aumentar la exactitud del diagnos-
tico y prondstico. Asi por ejemplo, si se comprobara la
transferencia a la clinica de los datos experimentales arri-
ba mencionados, la deteccion precoz de un campo can-
cerizado en la mucosa bucal, sin manifestaciones clini-
cas, podria basarse en la conjuncion de un epitelio con
ploidia alterada, aumentos del volumen y cambios de
forma de las AgNORs y expresion aumentada de FGF-2.
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