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RESUMEN

Es indudable que el cancer bucal causa un importante nimero de muertes a nivel mundial. El cancer invasivo
puede permanecer largo tiempo bajo cambios macroscépicos inespecificos, sélo la biopsia permite su diagnés-
tico. La técnica mas utilizada es la rutina con hematoxilina - eosina, actualmente se agrega a la misma otras que
contribuyen a clarificar el diagnéstico, por ejemplo la inmunohistoquimica, que en muchos casos determinaré la
estirpe de una neoplasia.
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SUMMARY

It is certain that the cancer buccal cause an important number of deaths at world level. The cancer invasivo can
remain long time low changes macroscopic unspecific, the biopsy only allows its diagnosis. The more used tech-
nique is the routine with hematoxylin - eosin, at the moment is added to the same others that contribute to cla-
rify the diagnosis, for example the inmunohistoquimica that will determine the stock of a neoplasia in many cases.
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INTRODUCCION

El tratamiento oncolégico depende en gran medida
del diagnéstico histoldgico. Esto es facil en tumores
externos, pero mas complicado en neoplasias inter-
nas, si bien la ecografia y la TAC, asi como otras téc-
nicas combinadas con la puncién biopsia y la citolo-
gia aspirativa, han permitido mejorar la situacién
previa. La inmunohistoquimica ha facilitado notable-
mente la identificacién de productos celulares o de
marcadores superficiales.

Histolégicamente este tumor presenta células neo-

plésicas proliferantes con atipias celulares y un estro-
ma de soporte. Los trastornos intracelulares pueden
originar defectos en los desmosomas o reducir su
nimero de manera que se reciente la adherencia
celular y se altera la distribucién de tonofibrillas. En
ocasiones se originan desmosomas intracitoplasmaé-
ticos, asi como cuerpos lisosémicos, éstos ultimos
favorecen la invasividad del carcinoma bucal porque
producen colagenasas.

La técnica de inmunofluorescencia fue modificada

con la introduccion de una técnica con inmunoenzi-
mas en 1966, ano en el que Nakane y Pierce (1), uti-
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lizaron con éxito la perioxidasa de rébano, iniciando
la era de la inmunohistoquimica enzimaética. El méto-
do que utilizaron fue descripto poco antes por
Graham y Karnovsky (2), consiste en hacer reaccio-
nar la peroxidasa con su sustrato especifico, el peré6-
xido de hidrégeno, en presencia del cromégeno. La
técnica de inmunoperoxidasa ofrece multiples venta-
jas frente a la inmunofluorescencia, entre éstas:
aumento de la sensibilidad, poder utilizar tejidos
congelados, fijados en formol y secciones en parafi-
na, capacidad para ser contrastada con tinciones de
rutina (hematoxilina) y posibilidad de doble tincion
en la misma seccién tisular. (3-4)

El objetivo de este trabajo es presentar un estudio
histopatolégico e inmunohistoquimico de 5 casos de
carcinoma escamoso de la mucosa bucal a fin de
registrar las caracteristicas més relevantes.

MATERIAL Y METODO

(] Se seleccioné aleatoriamente 5 piezas quirdrgicas
de carcinoma escamoso de la mucosa bucal.

[l Se practicaron secciones tisulares para tincion
con hematoxilina-eosina.

[1 Alos cortes se les elimind la parafina y se los hidra-
t6. Como disolvente de la parafina se utilizé el xilol,
posteriormente se los pasé por los alcoholes,
comenzando por los de mayor gradacién y termi-
nando por el agua para su hidrataciéon. Posterior-
mente se dio comienzo a la coloracién con hema-
toxilina y viraje de la misma con agua corriente,
para pasar luego a la eosina. Los tiempos en que
actuaron cada una de estas sustancias seria:

. Xilol, 8 minutos.

. Alcohol a 100°, arrastre de xilol.

. Alcohol a 90°, arrastre de alcohol 100°.

. Alcohol a 70°, arrastre de alcohol 90°.

. Agua, arrastre de alcohol 70°.

. Hemalumbre &cido de Mayer, 10 minutos o

mas. Adgua corriente (viraje), 5 minutos o més.

. Eosina (solucién alcohélica), medio minu-

to. Deshidratacion, aclaracién. (5)
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(1 Se clasificé segin los grados de diferenciacién de
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la OMS. En muchos preparados se encontraron
mas de un grado de diferenciacién.

1 Se obtuvieron cortes para técnicas de inmuno-
marcacién para la detecciéon de P53, Mib-1 y c-
erB-2.

En cuanto a la biologia celular de estos tumores, los
genes supresores son los que han recibido mayor
atencion y dentro de ellos, el P-53 se ha visto altera-
do con mayor frecuencia en los carcinomas del trac-
to aerodigestivos superior.

La sobreexpresiéon o mutacién de P-53, se ha demos-
trado con mayor frecuencia en células de carcinoma
de la mucosa oral, que en cualquier otro céncer
humano, por lo que evaluamos en 5 carcinomas
escamosos de dicha mucosa.

En cuanto a la actividad proliferativa tumoral que
refleja su potencial biol6gico y puede evaluarse por
distintos métodos, hemos también utilizado técnicas
de inmunomarcacién para la demostracién de un
marcador de proliferacién tumoral, Ki-67 (clon Mib-
1 Novocastra) de localizacién nuclear, con tincién
especifica a este nivel.

En lo que se refiere a oncoproteinas, evaluamos la
presencia o no de c-erB-2, en estos 5 tumores, con
el mismo procedimiento utilizado para P-53 y Mib-1.
Este protooncogen, codifica una proteina de mem-
brana que es detectable por inmunomarcacion y se
consider6 positiva solamente en aquellos casos con
clara tincién de la membrana celular.

Procedimiento técnico empleado

Se utilizaron cortes en blanco, de tacos parafinados,
provenientes de tejidos fijados en formol. Después
de la desparafinizacién, se realiz6 inhibicién de la
peroxidasa endégena con Metanol y agua oxigenada
por 30 minutos. Posteriormente, realizamos desen-
mascaramiento antigénico con Buffer Citrato, en
Microondas durante 15 minutos, después de lo cual
los cortes se incubaron durante 20 minutos en suero
normal de caballo.

El paso siguiente consistié en la colocacién del anti-



cuerpo primario (en nuestro caso P-53, Mib-1 y c-
erB-2), con incubacién overnight. Luego incubamos
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con una solucién de anticuerpo secundario biotinila-
do (1:100) por 30 minutos y posteriormente con una

solucién de Avidina-peroxidasa (1:80) (Vectastain

ABCQC), por 30 minutos también.

Finalmente, para el revelado, utilizamos una solucién
con Diaminobencidina por 5 minutos y contraste

con Hematoxilina.

RESULTADOS

Histolégicos (Tabla 1)

Surgen como caracteristicas histopatolégicas mas
relevantes: queratinizacién bajo formas de globos

cérneos, hipercromasia, polimorfismo nuclear y

celular, mitosis y presencia de infiltrado inflamatorio
crénico inespecifico. (Figuras 1, 2y 3)
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Fig. 1. x 2,5 de aumento. Abundantes glébulos cérneos.

TABLA 1.- RESULTADOS HISTOPATOLOGICO

Caso Grado Aumento X 2,5 Aumento X 10 Aumento X 40
diferenciacion

1 - Mucosa yugal Iyl Masas epiteliales. Atipias celulares. Pérdida de la adhesion
Abundante Hipercromasia. celular. Polimorfismo
infiltrado. Abundante infiltrado. nuclear. Leve

disqueratosis.

2 - Labio Il Infiltracién en Disqueratosis y Pérdida de la adhesion
cordones. abundantes globos celular. Polimorfismo

cdrneos. nuclear y celular.
Disqueratosis.

3 - Lengua I Digitaciones Hiperplasia escamosa. | Pérdida de la adhesion
invadiendo el Disqueratosis. celular. Polimorfismo
corion. Imagenes compatibles | celular. Hipercromasia.
Disqueratosis. con coilocitosis. Pérdida de polarizacion.

Infiltrado inespecifico. | Cédulas binucleadas.
Mitosis.

4 - Encia Iyl Abundante invasién | Abundante Abundante disqueratosis.
del estroma. disqueratosis. Pérdida de la accién
Disqueratosis. Abundante infiltrado. celular,. Polimorfismo

nuclear. Hipercromasia

5 - Lengua y piso
de boca

Infiltracion en
cordones

Invasion en cordones.
Disqueratosis.
Gran infiltrado

Alto grado de
disqueratosis. Alto grado
de hipercromasia. Pérdida
de la adhesién celular.
Polimorfismo nuclear.
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Fig. 2. x 10 de aumento. Prolongaciones digitiformes tumorales.
Avanzando en el estroma con reaccién linfocitaria.

Fig. 3. x 40 de aumento. Disqueratosis. Perla cérnea, hipercromasia.
Pleomorfismo, pérdida de adhesién celular.

Inmunohistoquimicos

La sobreexpresion de la proteina P53 esté relaciona-
da con la prognosis, en los 5 especimenes marca-
dos, hubo positividad con el inmunosuero especifico
para dicha proteina y con el inmunosuero para la
proteina Mib-1. (Figuras 4 y 5).

DISCUSION

Las caracteristicas histopatol6gicas mas importantes
que surgieron del estudio de los 5 casos selecciona-
dos son pardmetros observados por la mayoria de
los autores. (6)
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Los resultados inmunohistoquimicos, en muchos
casos, determinaran la estirpe de una neoplasia y
conduciré a un diagndstico preciso. Por este motivo,
es preciso recordar que las técnicas inmunohistoqui-
micas, a pesar del gran avance que han experimen-
tado en los ultimos anos, siguen adoleciendo de
variabilidad y problemas de sensibilidad y/o especifi-
cidad, en mayor o menor grado, dependiendo del
anticuerpo utilizado, de las caracteristicas de los teji-
dos, del procedimiento inmunohistoquimico y de la
pericia del personal encargado de realizarlas.

Procesamiento de los tejidos: La congelacién de los
tejidos no fijados constituye la mejor forma de con-
servar la antigenicidad, sin embargo plantea dificulta-
des anadidas a la inclusion rutinaria de los tejidos en
parafina. Los estudios retrospectivos no permiten el
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uso de anticuerpos Unicamente aplicables a tejidos
congelados, ya que los tejidos almacenados en casi
todos los laboratorios estén incluidos en parafina.

Las variaciones de pH, tiempo de fijacién, tempera-
tura y caracteristicas de la fijacién, influirdn sobre la
antigenicidad de la muestra estudiada. (7-8)

Los medios de fijacion mas difundidos siguen siendo
los aldehidos (formaldehido y glutaraldehido), siendo
el formol el fijador més utilizado. (9-10)

El proceso de inclusiéon en parafina aumenta la tin-
cién de fondo respecto a las secciones congeladas.
Previamente a la aplicacion de las técnicas es preci-
so una desparafinacién lo méas completa posible. (7,
11-12)

Los cortes en parafina se obtienen con un grosor
que oscile entre 5 y 10 micrones (13). Se debe tener
en cuenta que cortes demasiado finos facilitaran el
desprendimiento de los tejidos en los multiples lava-
dos y disminuiré la concentracién antigénica. Los
cortes de mayor dgrosor originardn superposicion
celular, dificultades en la desparafinacién y disminu-
cién en el nimero de muestras que es posible obte-
ner de cada lesion.

Debido a los numerosos lavados que deben efec-
tuarse, es frecuente que se desprendan los cortes, se
recomienda usar un adhesivo que fije las secciones a
los portaobjetos.

La pérdida de antigenicidad inducida por el uso de
fijadores que contienen aldehidos pueden atenuarse
mediante el uso de enzimas proteoliticas que desen-
mascaren los antigenos y aumente la inmunotincién.
La digestion enzimatica no es recomendable de
modo universal, ya que, en algunos casos, puede
aumentar la destruccién de los tejidos y antigenos,
creando falsos negativos y aumentando la tinciéon
inespecifica. Cuando es necesaria la digestién enzi-
matica con agentes proteoliticos, disponemos de
diferentes enzimas, se destacan la tripsina, proteasa,
pronasa, solucién de pepsina, etc. (11, 14-15)

Posteriormente al tratamiento enzimético y antes de
la aplicacién de los anticuerpos, es necesario inhibir
la actividad de la peroxidasa enddgena mediante

peréxido de hidrégeno, para evitar la tincién de
fondo inespecifica. (16-17-18-19)

Los cambios de diluciéon del anticuerpo primario a
utilizar van a determinar variaciones en los resulta-
dos.

Los cromégenos més difundidos son la 3-3-diami-
nobencidina (DAB) y el 3-amino-9-etilcarbazol
(AEC), que ofrecen un color marrén y rojo, respecti-
vamente. Los inconvenientes del primero son que el
color puede inducir confusién con pigmentos mela-
nicos y hematicos presentes en algunas lesiones
(17). El segundo es soluble en disolventes organicos.
El medio de contraste asociado habitualmente a los
procedimientos inmunohistoquimicos es la hemato-
xilina de Mayer.

Para asegurar que el procedimiento técnico que
estamos utilizando se desarrolla correctamente, es
necesario hacer una serie de controles (17, 20-21-
22). El control negativo consiste en reemplazar el
anticuerpo primario por suero no inmune, otro anti-
cuerpo o buffer, utilizando el mismo tejido que para
el control positivo, si se obtiene positividad ésta sera
inespecifica. En el control positivo se utiliza una
muestra de tejido que se procesa igual que el resto
de las secciones, en la que se tiene la certeza de que
se encuentra el antigeno objeto de estudio. Se ana-
dird esta muestra a cada bateria, con el objeto de
controlar la positividad. Si en la muestra de control
obtenemos resultado negativo, significard que existe
algun fallo en el procedimiento y que se ha obtenido
un resultado falsamente negativo.

Causa de falsos negativos: Mala fijacién, manejo
defectuoso de los cortes, desnaturalizaciéon de los
antigenos por el calor (que impide que los anticuer-
pos los reconozcan), enmascaramiento antigénico o
densidad antigénica por debajo de los niveles de
deteccion, uso de diluciones elevadas del anticuer-
po, interpretacién incorrecta.

Causas de falsos positivos: Presencia de peroxidasa
enddgena por una mala inhibicién, reacciones cru-
zadas inespecificas entre antigenos y anticuerpos,
artefactos por dilucién o por deficiente dilucién del
cromégeno, interpretacién incorrecta de los resulta-
dos.
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CONCLUSIONES

Sélo el estudio histopatolégico permite el diagnésti-
co de certeza, la sobreexpresién de la proteina p53
esta relacionada con la prognosis, de alli que su mar-
cacién mediante técnicas inmunohistoquimicas con-
tribuya al diagnéstico en anatomia patolégica. En los
5 especimenes marcados, hubo positividad con el
inmunosuero especifico para dicha proteina.

Las técnicas de inmunohistoquimica ademas, permi-
ten clarificar diagnésticos marcando diferentes pro-
teinas como la p53 mencionada, las queratinas de
alto y bajo peso molecular, la MIB-1, la p21 de con-
notaciones similares a la p53 y también los factores
de crecimiento tumoral cuya importancia radica en
que pueden modificar la funcién y estructura de los
factores transcripcionales cuando interactian con
ellos.

Se aclara ademas, el valor de la inmunomarcaciéon
ante tumores sumamente indiferenciados o metasta-
sicos a fin de posibilitar el hallazgo del primario.
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