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RESUMEN

ANTECEDENTES: en el estudio de la
respuesta inmune contra el cancer, las
proteinas de choque térmico (HSP) han
sido implicadas en el control del creci-
miento tumoral, al inducir una respues-
ta inmune en el huésped. Entre las
familias de HSP que han presentado
fuerte asociacion con el cancer se en-
cuentra HSP70, la cual ha mostrado un
comportamiento diferente en cada tipo
de tumor. En carcinoma colorrectal y
cancer de seno, se correlaciond con
baja diferenciacion y pobre pronéstico,
y en cancer renal con buen pronéstico.
Sin embargo, alteraciones en la expre-
sion de HSP70 en lesiones de cavidad
oral han sido poco estudiadas. OBJE-
TIVO: determinar la expresiéon de la
proteina HSP70 en carcinomas
escamocelulares (CEC) bien diferencia-
dos y mal diferenciados de cavidad oral,
para correlacionar su grado de expre-
sién con la diferenciacion celular. ME-

TODOS: por medio de técnicas de
inmunohistoquimica, se llevé a cabo el
andlisis de la expresion de HSP70 en 10
biopsias de CEC bien diferenciados de
cavidad oral y 10 de mal diferenciados.
RESULTADOQOS: en 7 de las 10 biopsias
de CEC bien diferenciado se encontrd
alta expresion de HSP70, y en las tres
restantes, moderada expresion. En
CEC mal diferenciados, en general, no
se presenté expresiéon de HSP70. La
inexpresion de HSP70 en CEC mal dife-
renciados podria sugerir un mecanismo
de evasion de la respuesta inmune, de-
bido a su grado de indiferenciacion.
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ABSTRACT

BACKGOUND: When studying the
immune response against cancer, the
Heat Shock Proteins (HSP) have been
related to the tumorous growing by
inducing an immune response in the
host. Among the HSP families, which
have shown a strong association with
cancer, HSP70 can be identified; it has
exhibited a different expression in some
kinds of tumors. For instance, in breast
and colon rectal carcinomas, a low
differentiation and poor prognosis were
observed, but a good prognosis in
kidney tumor was found. However,
alterations in the expression of HSP70
in oral cavity injuries have received little
attention. OBJECTIVE: To determine the
expressions of HSP70 in well-
differentiated and poorly-differentiated
Squamous Cell Carcinomas (SCC) of
oral cavity, in order to correlate its
degree of expression with its cellular
differentiation. METHODS: By using
immunohistochemical techniques, the
expression of the HSP70 in 10 well
differentiated and 10 poorly differentiated
SCC biopsies of oral cavity were
analyzed. RESULTS: A high expression
of HSP70 was observed in 7 of 10 well-
differentiated SCC biopsies and a mild
expression in the rest of them. In the
poorly differentiated SCC, there was not
expression of HSP70. CONCLUSIONS:
The lack of expression of HSP70 in
poorly differentiated SCC could suggest
an elusion system of the immune
response, due to its degree of
indifferentiation.
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INTRODUCCION

El cancer oral es la sexta causa de
cancer en el mundo y representa el 30%
de los tumores malignos de cabeza y
cuello. En el Instituto Nacional de Can-
cerologia, de Bogota Colombia, se pre-
sentan anualmente entre 100 y 120
casos nuevos de cancer en cavidad
oral, siendo mas frecuentes en hom-
bres (75%) que en mujeres (35%). 13

Se ha estimado que el 75% de to-
dos los canceres intraorales en paises
occidentales puede ser atribuido al uso
de tabaco y alcohol. Otros factores
asociados incluyen deficiencias
metabdlicas, desnutricion y exposicion
a microorganismos como Candida
albicans o el virus del papiloma huma-
no (detectado en diferentes concentra-
ciones en displasias de cavidad oral),
aunque su papel exacto en la produc-
cién del cancer no ha sido del todo es-
tablecido. 7

En la distribucién de los canceres
orales por areas, la lengua y el labio
inferior representan el principal sitio
seguido por el piso de boca, el triangu-
lo retromolar y la mucosa bucal.® EI 90%
de las neoplasias de cavidad oral co-
rresponde a carcinoma escamocelular
(CEC) seguido por los adenocarcino-
mas. 23

El CEC esté caracterizado histo-
patolégicamente por una proliferacion
de células malignas del epitelio esca-
moso, en forma de islas o cordones,
hacia el tejido conjuntivo subyacente.
Las células tumorales muestran un
abundante citoplasma eosindfilo,
hipercromatismo e incremento en la

relacion nacleo-citoplasma, al igual que
grados variables de pleomorfismo ce-
lular y nuclear. Pueden encontrarse fo-
cos queratinizacion (denominados
perlas de queratina) que son produci-
dos por las células tumorales.

La variedad histoldgica de los CEC
se relaciona con la magnitud o grado
de diferenciacion que presentan las
células tumorales y su similitud entre
la arquitectura del tejido y el epitelio
normal. Se ha denominado carcinomas
bien diferenciados a los que producen
importantes cantidades de queratina y
presentan algunos rasgos de madura-
cién que semejan al tejido de origen;
en contraste, se han denominado mal
diferenciados los que presentan abun-
dante pleomorfismo celular y nuclear,
poca o ninguna produccion de queratina,
escaso parecido con el epitelio de ori-
gen y una falta de patron estructural
normal. °

El avance del cancer oral esta
relacionado con la mortalidad,
desfiguramiento y disfuncién concer-
niente al tratamiento. La reduccion a la
exposicion a agentes carcinégenos y
una répida deteccion del cancer son los
mecanismos principales de prevencion;
sin embargo, la mayoria estd modera-
damente avanzada y tiene compromi-
so regional de ganglios linfaticos en el
momento del diagndstico.’

El estudio de la respuesta inmune
ante tumores en los dltimos afios in-
cluye lo referente a las proteinas de
choque térmico (HSP), también deno-
minadas proteinas de estrés, las cua-
les han sido encontradas en todos los
organismos y en todos los tipos de cé-
lulas.® Son inducidas en situaciones de
estrés ambiental (calor, irradiacion
ultravioleta, metales pesados u
oxidantes), estrés fisiolégico (infeccio-
nes, inflamacién o isquemia) o en con-
diciones libres de estrés, como en el
ciclo celular y en las etapas de desa-
rrollo y diferenciacion. °
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La expresion de las HSP en células
tumorales es considerada importante
en la respuesta inmune contra el can-
cer, como posible via para aumentar el
reconocimiento inmunoldgico.® En el
proceso de la carcinogénesis, las HSP
han mostrado alteracion en sus nive-
les de expresion, ya sea aumentando-
los o disminuyéndolos. Al parecer, la
expresion de las HSP puede reflejar el
grado de oncogenicidad de las células
malignas y asi proveer informacion re-
lacionada con el comportamiento de las
neoplasias de cavidad oral. 8

La expresion de estas proteinas en
la fase temprana de la oncogénesis
podria favorecer al control del creci-
miento tumoral, induciendo una res-
puesta mediada principalmente por
elementos de la inmunidad innata como
las células NK o los linfocitos T (TCRx0),
los cuales son poblaciones celulares de
caracteristicas morfolégicas dendriticas,
conocidas como las células T
dendriticas epidérmicas (DETEC), que
expresan el receptor TCRxd. Este tipo
de células no expresa CD4, CD8, ni
moléculas clase Il del complejo mayor
de histocompatibilidad, pero son capa-
ces de reconocer una serie de epitopes
qgue incluyen las proteinas del choque
térmico. 10 1

Entre las familias de HSP que han
presentado fuerte asociacion con el
cancer, se encuentra la HSP70.° Se ha
reportado que se encuentran en nucleo,
citosol y en la superficie de algunas
células tumorales. ©

La expresion de la HSP70 ha sido
reconocida como factor prondstico en
ciertos tumores, como en carcinoma
colorrectal y cancer de seno, en los que
se correlaciond con baja diferenciacion
y pobre prondstico. ® Aln asi, alteracio-
nes en la expresién de HSP en lesio-
nes de cavidad oral ha sido poco
estudiada. ® 1> 1% E| objetivo del presen-
te estudio fue determinar la expresion
de la proteina HSP70 en CEC bien di-



UNIVERSITAS ODONTOLOGICA N° 54-55 65

ferenciados y mal diferenciados de ca-
vidad oral, para correlacionar su grado
de expresion con la diferenciacion ce-
lular.

MATERIALES Y METODOS

El estudio fue observacional compara-
tivo in vitro. Se estudiaron 20 bloques
de parafina, correspondientes a
biopsias con diagnéstico de CEC de
cavidad oral, recolectadas en el Insti-
tuto Nacional de Cancerologia, el Hos-
pital Universitario San Ignacio y las
Clinicas de Cirugia de la Facultad de
Odontologia Pontificia Universidad
Javeriana, en Bogota Colombia.

Las biopsias fueron divididas en dos
grupos para lo cual: 10 fueron clasifica-
das con diagnoéstico de CEC bien dife-
renciado y 10 con diagndstico de CEC
mal diferenciado. Adicionalmente, se
utilizé una biopsia de cancer de seno
como control externo en el estudio, para
observar la reactividad del anticuerpo
empleado, al igual que una biopsia de
mucosa oral normal.

El estadio clinico de los tumores fue
evaluado de acuerdo con la clasifica-
cién propuesta por Sapp, donde se des-
cribe la variedad histolégica relacionada
con la magnitud o grado de diferencia-
cion que presentan las células
tumorales y la similitud entre la arqui-
tectura del tejido y el epitelio plano
estratificado normal. 14

El desarrollo de la prueba se llevo a
cabo en un laboratorio especializado en
técnicas de inmunohistoquimica (Novo-
castra-Novo, Bogota, Colombia), para
la cual fue utilizado el compuesto de
inmunoperoxidasa avidina-biotina. ** Se
realizaron cortes de tejido embebidos
en parafina de 4 mm de espesor utili-
zando micrétomo. Los cortes de tejido
fueron desparafinados e hidratados para
luego ser fijados a las laminas (previa-
mente tratadas) con Novobond® (adhesi-
vo tisular), usando formaldehido al 4%.

Para iniciar la técnica de
inmunohistoquimica, se fijaron las Ia-
minas, utilizando acetona por 5 minu-
tos y solucion buffer citrato, con el fin
de desenmascarar el antigeno. Se apli-
c6 peroxido de hidrégeno al 0.3% por
30 minutos, para bloquear la peroxidasa
endégena presente en el tejido.

Posteriormente, se aplicé suero nor-
mal (100/ul) sin lavar (Super ABCu®
Novocastra NCL-ABCu) sobre el tejido,
y se uni6 el anticuerpo primario HSP70
(anticuerpo monoclonal de ratén, labo-
ratorios Novocastra, Colombia). Se in-
cubd con anti-IgG de ratén marcado con
biotina (anticuerpo secundario “Unién”
Novocastra Super ABCu®). Nuevamen-
te se incubd el complejo estreptavidina
- biotina - peroxidasa por 1 hora
(Novocastra Super ABCu®). Luego,
se adicion6 sustrato cromégeno,
diaminobencidina 1 mg/ml méas peroxido
de hidrégeno (Liquido DAB®
Novocastra Sustrato cromogeno NNCL-
L-DAB), obteniendo una coloracion café.

Posteriormente a este procedimien-
to, se realiz6 contratincion, con el fin
de evidenciar las demds estructuras
presentes, utilizando coloracién de
Hematoxilina de Harris. Se utilizo
sulfato de cobre al 0.5% por 5 minutos
para fijar la diaminobencidina. Se reali-
z6 contraste con agua amoniacal por 2
segundos, deshidratacion del tejido con
etanol al 90, 95 y 100%, aclarando con
xilol puro, finalizando la fijacién con la-
minilla cubreobjetos. Para ser obser-
vado al microscopio de luz en
aumentos de 4x,10x y 40x.

RESULTADOS

El andlisis de inmunohistoquimica se
llevé a cabo, valorando la expresion de
HSP70, su distribucion e intensidad
sobre las células tumorales.

Expresion de la HSP70 en CEC de
cavidad oral

Al observar la expresion de HSP70 en
mucosa oral normal, ésta se presento

en forma difusa, en el estrato basal del
epitelio. En CEC bien diferenciado, se
presentd una alta expresion de HSP70
en 7 de las 10 biopsias analizadas y en
las 3 restantes se presenté una mo-
derada expresion. Al observar la ex-
presion de HSP70 en CEC mal
diferenciado, se encontrd que solo 1 de
las 10 biopsias presentd baja expresion
y las 9 restantes no mostraron expre-
sion.

Distribucién de la expresion de HSP70

Bajo aumentos de 10x y 40x se obser-
vo que la distribucidn de la expresion
de HSP70 en mucosa normal se pre-
sentd solo en el estrato basal, y la
tincion era de menor intensidad que la
observada en CEC bien diferenciado.

También se observé, en las biopsias
de CEC bien diferenciado, que la distri-
bucién de la tincion se presenté de for-
ma homogénea en la membrana celular
de las células epiteliales tumorales.
Como hallazgo adicional, se pudo ob-
servar que hubo un leve incremento en
la tincién, de forma focal, en la perife-
ria de algunos islotes tumorales. En
general, para las muestras de CEC mal
diferenciado, no se observo expresion
de la HSP70 en ninguna zona del es-
pesor tumoral; sin embargo, en la biop-
sia N.1 se present6 una expresion baja
de la HSP70 en algunas células dis-
persas entre los islotes tumorales.

Intensidad de la expresion de HSP70

Se observd mayor intensidad de expre-
sibn de HSP70 en los CEC bien dife-
renciados que en mucosa oral normal.

Relacion entre la expresion de HSP70
e infiltrado inflamatorio

Como hallazgo adicional en CEC bien
diferenciado, se observé abundante in-
filtrado leucocitario, a diferencia de lo
encontrado en CEC mal diferenciado,
en donde no se presentd. Al comparar
la expresion de HSP70 con la presen-
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cia de infiltrado leucocitario, se presen-
té una relacion directa entre la canti-
dad de infiltrado leucocitario y la
expresion de HSP70. A mayor infiltra-
do linfocitario, mayor expresion de
HSP70.

DISCUSION

El papel de las HSP en cancer est4 bajo
constante investigacion; varios estudios
recientes han evidenciado el incremento
de la expresion en diversas neoplasias
como leucemia, carcinoma de seno e
histiocitoma fibroso maligno. 6

El mecanismo especifico por el cual
la HSP70 participa en la inmunidad
antitumoral es basicamente la respues-
ta a la proliferacion celular, donde la
HSP70 se expresa en la membrana,
dandose una interaccion con diferentes
moléculas que van a causar la supre-
sion e inactivacion de la proliferacion
andémala; por esto, se han postulado
como “chaperonas moleculares” en la
interaccion de proteinas. La HSP70 es
una proteina de alto peso molecular, que
se encuentra en la superficie de célu-
las tumorales como determinantes
antigénicos, cuando se encuentra en
forma inducida. ¢

El papel de la HSP70 en cancer de
cabeza y cuello ha recibido poca aten-
cién, pero algunos investigadores, como
Sugerman y colaboradores (1995), exa-
minaron la inmunolocalizacion de la
HSP70 en algunas de las lesiones de
la mucosa oral; reportaron una colora-
cion difusa en todas las capas
epiteliales (estrato basal espinoso
granuloso y cérneo) de la mucosa nor-
mal y de lesiones benignas, mientras
gue en CEC bien diferenciados la colo-
racion se observé en todo el espesor
tumoral. > Boehncke y colaboradores
tuvieron hallazgos similares en CEC de
piel bien diferenciados, mientras que en
los mal diferenciados no se presento
coloracion. ¥ En esta investigacion se
pudo encontrar que en la mucosa nor-

mal de cavidad oral hay una baja ex-
presion de HSP70 en el estrato basal
que corresponde con una coloracion
mas clara y difusa. Con todo lo obser-
vado en el presente estudio y en com-
paracion con la literatura, se puede ver
que las HSP70 estan presentes en cé-
lulas de mucosa oral normal (estrato
basal) y que son constituyentes de este
tipo de tejido en condiciones fisiol4gi-
cas y su presencia en células tumorales
puede representar solamente una ex-
presion de la respuesta al incremento
de la proliferacion. 12

Por otro lado, en las biopsias de
CEC bien diferenciado, se observo
reactividad de la proteina HSP70 en
todo el espesor tumoral con mayor ex-
presion en pequefios focos localizados
hacia la periferia de algunos islotes
tumorales, en tanto que en las mues-
tras de CEC mal diferenciado no se
observo reactividad. Una posible expli-
cacion de la diferencia en los hallaz-
gos reportados por Sugerman y
Boehncke, es que en esos estudios
utilizaron anticuerpos policlonales con-
tra HSP70 y en el presente estudio el
anticuerpo utilizado fue monoclonal, lo
que permite mayor especificidad en la
marcacion. 12 7

En esta investigacion, se analizé
ademés la intensidad de la expresion
de HSP70 en CEC bien y mal diferen-
ciado, encontrando que 7 de las 10
biopsias presentaron una alta intensi-
dad de expresion de la HSP70, mien-
tras que en las biopsias restantes se
observé una moderada reactividad. En
CEC mal diferenciados, solamente una
biopsia de las 10 analizadas fue
reactiva para la HSP70 y la marcacién
fue de baja intensidad.

Al contrastar los hallazgos reporta-
dos por Ciocca y colaboradores (1993),
guienes asocian la mayor expresién de
la HSP70 en CEC mal diferenciados de
seno, con los de esta investigacion en
los CEC mal diferenciados de cavidad
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oral, no se evidencid expresion de la
proteina. Una de las posibles explica-
ciones de esta diferencia puede ser la
clase de tumor que estudid este inves-
tigador, ya que fue de tipo glandular
(adenocarcinoma) y hay que tener en
cuenta que las HSP presentan un com-
portamiento diferente frente a cada
tipo de tumor. 8

Es de resaltar que la regulacién de
la proliferacion se da cuando las célu-
las NK y los linfocitos Txd reconocen
los epitopes de la HSP70, controlando
el crecimiento tumoral e induciendo una
respuesta mediada por elementos de
inmunidad innata.

Al relacionar la expresion de la
HSP70 con la presencia de infiltrado
inflamatorio, es claro que estas dos
observaciones se dieron solamente en
los CEC bien diferenciados, mientras
qgue en los CEC mal diferenciados ni
se expresé HSP70 ni se present6 infil-
trado inflamatorio; ello esta en contra-
posicién con el estudio realizado por
Fiorentino quien mostré que en CEC la
expresion de HSP70 tenia una relacién
inversamente proporcional con la can-
tidad de infiltrado linfocitario, es decir,
a mayor infiltrado, menor expresién de
la HSP70.*° Ferrarini y colaboradores,
asi como Multhoff y colaboradores,
afirman que la expresion de la HSP70
esta relacionada con la cantidad de
infiltrado inflamatorio en células
tumorales. %1 Ademas, Broders, y
Regezi y Scuibba establecieron que en
CEC bien diferenciados se observa una
reaccion inflamatoria importante, lo que
fundamenta aun mas la asociacion del
infiltrado inflamatorio y la expresién de
HSP70. & 20

A partir de lo anterior, surgen las
siguientes preguntas de investigacion:

* ¢ Servird la HSP70 como factor pro-
nostico en la enfermedad?

e ¢Podria la HSP70, como marcador
tumoral, constituirse en un mecanis-
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mo de evasion de la respuesta in-
mune?

CONCLUSIONES

La presencia de HSP70 en el CEC bien
diferenciado (menos agresivo), asi
como su ausencia en el mal diferencia-
do (mas agresivo), sugiere que la
inexpresidn en estos tumores podria
constituirse en un mecanismo de eva-
sion de la respuesta inmune. En este
momento, las células tumorales pier-
den su forma y funcion, o sea que son
indiferenciadas, y se podria esperar que
una proteina como la HSP70 que cum-
ple funciones como determinante
antigénico regulando la proliferacion
celular, no se expresara permitiendo asi
un crecimiento incontrolado de las cé-
lulas tumorales.

Ademas, por medio de la técnica de
inmunohistoquimica, se pudo encontrar
gue la HSP70 se expresa en el estrato
basal de la mucosa oral, explicandose
como la zona proliferativa del epitelio;
en CEC bien diferenciados se expreso
en todo el espesor tumoral, mientras
que en mal diferenciados no hubo ex-
presion.

Frente a la intensidad de la expre-
sion de HSP70 en mucosa oral, ésta
fue mas baja que en CEC bien diferen-
ciados y la asociacion de la expresion
de la proteina con el infiltrado se ob-
servé en CEC bien diferenciados.

RECOMENDACIONES

Las recomendaciones que se pueden
dar para futuras investigaciones es eva-

luar la importancia, como factor pronos-
tico de la HSP70 en pacientes con
diagnostico de CEC de cavidad oral;
esto, teniendo en cuenta pardmetros
como historia clinica, edad, género,
ocupacion, patologias anteriores, tama-
flo, ubicacion de la lesion, clasificacion
TNM (American Joint Committee on
Cancer), para ayudar a ofrecer un ade-
cuado tratamiento y ofrecer una mejor
calidad de vida a los pacientes.
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