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Correlacion histologica de expresion de marcadores
Ki-67 y ciclina D1 presentes en carcinomas
de células escamosas en cavidad oral

Histological correlation of Ki-67 and D1 cycline markers expression
in squamous cell carcinoma in the oral cavity

Edward Acero-Mondragon,* Rebeca Rodriguez-Farias,$
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RESUMEN

Introduccion: El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es
una neoplasia maligna originada en los queratinocitos del epitelio.
Biopsias tempranas, evidencian queratinocitos mitéticos displasicos
e infiltrados inflamatorios subepiteliales que progresan a pérdida de
la membrana basal. Sin embargo, en el diagndstico histolégico con
hematoxilina y eosina (H&E) no se muestra adecuada correlacion cli-
nica, aspecto que mejora cuando se utilizan marcadores moleculares
como Ki-67 y ciclina D1. El objetivo de este estudio es correlacionar
la descripcion histolégica de casos de COCE con la expresion de
Ki-67 y ciclina D1. Material y métodos: Se analizaron 12 pacientes
con lesiones sugestivas de cancer oral; fueron incluidos en el estudio
pacientes con diagndstico de COCE. Se tomaron biopsias unicas,
procesamiento histotécnico para cortes en parafina, coloracion con
H&E y coloracién inmunohistoquimica con ciclina D1 y Ki-67. Tres
pacientes cumplieron con los criterios de inclusion, llamados C1, C2y
C3. Se clasificé el tipo de COCE segun el American Joint Committee
on Cancer. Resultados: Histolégicamente el caso C1 fue clasificado
como COCE tipo I, los casos C2 y C3 tipo I; en la inmunohistoquimi-
ca encontramos en C1 Ki-67 positivo y ciclina D1 negativo, para C2,
Ki 67 negativo y ciclina D1 positivo y para C3 Ki-67 positivo y ciclina
D1 negativo. Conclusiones: La busqueda de marcadores como Ki-
67 y ciclina D1 en diagnésticos de COCE preestablecidos, pueden
influenciar los resultados histoldgicos, contribuyendo a un diagndsti-
co mas acertado asi como los tratamientos a realizar en el paciente.

ABSTRACT

Introduction: Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is a malignant
neoplasia originated in the epithelium’s keratocytes. Early biopsies
reveal dysplastic mitotic keratocytes and sub-epithelial inflammatory
infiltrate which progress towards a loss of basal membrane.
Nevertheless, hematoxillin and eosin (H&E) histological diagnosis
does not show suitable clinical correlation; this aspect improves when
molecular markers such as Ki-67 and cyclin D1 are used. The aim of
the present study was to correlate histological description of OSCC
cases with Ki-676 and cyclin D1 expression. Material and methods:
Twelve patients with lesions suggestive of oral cancer were analyzed,
patients with OSCC diagnosis were included in the study. Single
biopsies were taken, observing histological and technical processing
for paraffin cuts, coloration with H&E and immunohistochemical
coloration with cyclin D1 and Ki-67. Three patients met inclusion
criteria, they were named C1, C2 and C3. OSCC type was classified
according to the American Joint Committee on Cancer. Results:
Histologically, C1 case was classified as type Il OSCC. Cases C2 and
C3 were classified as type | OSCC. Immunohistochemical analysis
for C1 revealed Ki-67 positive and cyclin D1 negative; C2 exhibited
Ki-67 negative and cyclin D1 positive, and C3 showed Ki-67 positive
and cyclin D1 negative. Conclusions: Search for markers such as Ki-
67 and cyclin D1 in pre-established OSCC diagnoses can influence
histological results, contributing thus to more accurate diagnosis and
treatment for the patients.
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INTRODUCCION

Segun criterios de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), el carcinoma oral de células escamosas
0 COCE, es una neoplasia originada en los queratino-
citos pertenecientes al estrato escamoso del epitelio
oral, considerado maligno por su poder infiltrativo y
tendencia temprana a metastasis."? Constituye mas del
90% de las neoplasias malignas de la cavidad oral y
orofaringe,'? tiene mayor frecuencia en hombres? y su
incidencia es considerada alta en el mundo occiden-
tal.2® En Colombia, cifras oficiales calcularon para can-
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cer de boca el séptimo mas frecuente, con 2,000 casos
nuevos cada ano, entre 1989 y 1997, siendo la lengua
la ubicacién mas frecuente con 26.8%.4® En estudios
locales en el Hospital San Vicente de Paul (Medellin-
Colombia), entre los afos 1990 a 1996, hallaron 228
casos de neoplasia orales, siendo de mayor frecuencia
el ubicado en lengua con 30%,° y entre los afos 1996
y 2003 en la misma institucion se relacionaron 41% de
los canceres orales con consumo de alcohol.” COCE es
habitual en los tercios anteriores y dorsos laterales de
la lengua,’>® apareciendo tempranamente como zonas
rojizas o ulceradas que evolucionan a masas indura-
das de margenes elevados; tardiamente se convierten
en grandes masas con focos necréticos e infiltracion
a ganglios, hueso, musculo y piel.! Histolégicamente
biopsias de COCE en estados incipientes, evidencian
frecuentemente infiltrados inflamatorios subepiteliales
que progresan a estadios con pérdida de membrana
basal mostrando queratinocitos escamosos displasi-
cos hipertréficos, irregulares, en atipia y presencia de
figuras mitéticas incluso infiltrando la lamina propia.?
En el diagndstico definitivo, se acepta que el grado
histologico no muestra adecuada correlacion con la
evolucioén del paciente,®'® aspecto que mejora cuando
se evalua la profundidad e infiltracion de los margenes
invasivos'-'® 0 se usan marcadores moleculares'® entre
éstos, Ki-67, un marcador de proliferacion celular que
se expresa en fase «S» del ciclo celular,'® se correla-
ciona de manera significativa con las tasas de prolifera-
cion de COCE lingual,™ y ciclina D1, un marcador que
se relaciona en su expresion con malignidad® al expre-
sarse en la fase «G1» del ciclo celular.?'?2 E| objetivo
de este estudio es correlacionar la descripcidn histolo-
gica de casos de carcinoma de células escamosas en
cavidad oral con la expresion de Ki-67 y ciclina D1.

MATERIAL Y METODOS

Mediante un estudio retrospectivo desde agosto
2011 hasta abril 2012, se analiz6é un grupo de 12 pa-
cientes con lesiones sugestivas de cancer oral de los
cuales fueron incluidos en el estudio pacientes con
diagndstico de carcinoma de células escamosas en
cavidad oral, atendidos en las Clinicas Odontoldgicas
San Rafael, Bogota, D.C., Colombia, previo aval del
comité de ética de la institucién y consentimiento in-
formado de los pacientes, donde autorizaron el uso de
la informacidn, objetando fotos de los procedimientos.
Fueron excluidos pacientes con datos insuficientes en
historia clinica para completar analisis y aquellos sin
disponibilidad de laminas histoldgicas.

Se realizaron biopsias Unicas de 5 mm3, tomadas
de zonas centrales de las lesiones. El protocolo de

procesamiento del Laboratorio de Histologia Luis A.
Granobles-Universidad de La Sabana, Bogota, D.C.,
Colombia, para el manejo de especimenes obtenidos
de cavidad oral es el siguiente: fijacion de la muestra
con formol al 10%, procesamiento histotécnico para
cortes en parafina a 4 p y coloracién con hematoxilina
y eosina (H&E). Se realiz6 nueva lectura histoldgica
de los casos que cumplieron con los criterios de in-
clusioén, con microscopio Carl Zeiss Axiostar y poste-
riormente los bloques de parafina se enviaron para
coloracion inmunohistoquimica de ciclina D1 y Ki-67
con obtencidn de control positivo. Se tomaron fotos
con camara adaptada a PC con software analizador
de imagenes licenciado Motic Versién 4.61.

RESULTADOS

Tres pacientes cumplieron con el criterio de inclu-
sion, todos del género masculino, edades compren-
didas entre los 31 y 62 afios con un promedio de 46
anos (DE + 12.6). En los tres casos las lesiones se
ubicaban en la region lingual.

Caso 1: paciente masculino de 45 afos de edad,
quien consultd por una lesion en lengua de cuatro
meses de evolucion, sin reporte de antecedentes ta-
baquicos, consumo de alcohol o enfermedad sistémi-
ca. Paciente refirid zona algida en regién hemandibu-
lar izquierda, con adenopatia ipsilateral centrado en
triangulo submaxilar de esta zona. Al examen intraoral
se evidencio en borde antero-lateral izquierdo de la
mucosa lingual, masa de color blanquecino opaco, pa-
pular, de forma ovalada, con bordes ligeramente cir-
cunscritos, con un tamafo de 38 x 25 mm. Sobre esta
mucosa descrita se apreciaron focos reticulados gri-
saceos. Se realizo biopsia incisional en la zona central
de la lesion. Hallazgos histopatolégicos e inmunohis-
toquimicos se observan en las figuras 1A-D.

Caso 2: paciente masculino de 62 ahos de edad
quien consultd por una lesién en lengua de dos meses
y medio de evolucidn. Sin registro de antecedentes ta-
baquicos, con reporte de consumo habitual de alcohol.
Como antecedente patolégico reporté hipertension ar-
terial. EI examen intraoral revelé lesion papular color
blanquecino opaco, homogéneamente aplanada, for-
ma irregular, de aspecto leucoplasico, bordes circun-
scritos, de 29 x 14 mm de diametro, en borde lateral
derecho lingual. Descripcidn quirurgica reporta biopsia
incisional de 5 mm?. Hallazgos histopatoldgicos e in-
munohistoquimicos se observan en las figuras 2A-D.

Caso 3: paciente masculino de 31 afos de edad
que consultdé por una lesidn en lengua de ocho meses
de evolucion. Sin antecedentes tabaquicos, consu-
mo de alcohol o enfermedad sistémica reportados en
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Figura 1.

Fotos histolégicas COCE con
H&E. A) Objetivo de 10x, se
aprecia displasia epitelial con
anaplasia conectiva. B) Objetivo
de 40x, se evidencia queratino-
citos con nucleos poiquilocarioti-
cos, eucromaticos, de predomi-
nio megacariotico; se observa
forma mitética telofasica. C) Ob-
jetivo de 40x se observa tejido
conjuntivo conspicuo con infiltra-
do de células epiteliales, mega-
caridticas, eucromaticas, poiqui-
locaridticas. D) Objetivo de 40x
el sefialador muestra inmuno-
histoquimica positiva leve para
Ki-67 en queratinocitos infiltra-
dos en lamina propia, y negativo
para ciclina D1.

Figura 2.

Fotos histologicas COCE con
H&E. A) Objetivo de 10x se
aprecia epitelio lingual plano es-
tratificado no queratinizado con
foco hiperplasico a expensas del
estrato espinoso alternado con
foco tisular altamente displasico.
B) Objetivo de 40x se observan
en lamina propia, abundantes nu-
cleos basdfilos de predominio re-
dondeado y ovalado, megacario-
ticos y eucromaticos, alternados
con espacios revestidos por cé-
lulas de aspecto epiteloide com-
patible con vasos sanguineos. C)
Objetivo de 40x se aprecia lami-
na propia infiltrada con formas
nucleares polisegmentadas, he-
terocromaticos, compatibles con
polimorfonucleares sobre trama
de fibras delgadas eosindfilas
compatibles con fibras reticula-
res. D) Objetivo de 40x el sefiala-
dor muestra inmunohistoquimica
positiva leve para ciclina D1 en
queratinocitos del estrato espino-
S0 y negativo para Ki-67.
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Figura 3. Fotos histolégicas COCE con H&E. A) Objetivo de 10x se observa epitelio hiperplasico infiltrado hacia la lamina pro-
pia, engrosado. B) Objetivo de 40x se aprecia estrato escamoso de epitelio lingual con foco displasico, en el cual se observan
queratinocitos entre mega y microcarioticos, con cromatina de predominio. C) Objetivo de 40x el sefialador muestra inmunohis-
toquimica positiva moderada para Ki-67 en queratinocitos del estrato basal y espinoso, negativo para ciclina D1.

historia clinica. Al examen clinico de cabeza y cuello,
ligero aumento ganglionar submaxilar simétrico y bila-
teral, sin algidez; en la cavidad oral se reporta gingivi-
tis generalizada y sobre borde antero lateral derecho
de mucosa lingual en relacion con cuspide mesiolin-
gual fracturada de primer molar inferior, masa de color
blanquecino, sin elevacion, circunscrita al trayecto del
molar fracturado, de un tamafo aproximado de 11 x
7 mm. Historia clinica reporta antecedente de biop-
sia incisional de zona central de la lesion. Hallazgos
histopatolégicos e inmunohistoquimicos se observan
en las figuras 3A-C.

DISCUSION

Desde el punto de vista morfolégico macroscoépico
el American Joint Committee on Cancer (AJCC), cla-
sificd los carcinomas epiteliales en tipo I, II, 11l y 1V,
considerando como criterio el tamafio de la neoplasia,
siendo los COCE tipo | y Il aquellos menores de 4 cm
y tipo lll y IV mayores a 4 cm,?® y desde el punto de
vista histoldgico, es aceptado que los carcinomas se
clasifiquen segun grados de diferenciacién celular en
bien diferenciado, moderadamente diferenciado e in-
diferenciado.?

Con los criterios expuestos de COCE, los casos
clinicos se clasificarian como: caso clinico 1, tipo Il
- moderadamente diferenciado, por tamafo de 38 x
25 mm e histologia anaplasica con reconocimiento de
queratinocitos (Figuras 1A-C); para casos clinicos 2
y 3, tipo | - bien diferenciado, por tamafnos de 29 x
14 mm y 11 x 7 mm respectivamente, e histoldgica-
mente reconociendo los epitelios planos estratifica-
dos no queratinizados (Figuras 2A-C); sin embargo,
al hacer demostraciones de inmunohistoquimica de

Ki-67, en las histologias de los casos clinicos, se ha-
[16 mayor expresion para el caso clinico 3 que mostré
menor displasia (Figura 3C) y una menor expresion
en el caso clinico 1 que mostré mayor displasia (Fi-
gura 1D), aspecto contradictorio dado que la literatura
reporta directa relaciéon entre expresion de células en
fase «S» y displasia.’® Considerando sélo el inmuno-
marcaje resefiado, se puede replantear el diagndstico
de COCE por el de carcinoma basocelular oral, que
demuestra expresion de Ki-67 limitada a queratinoci-
tos basales y espinosos (Figura 3C), concordando con
estudios inmunohistoquimicos de expresion de Ki-67
en carcinomas basocelulares.®

Con respecto a la inmunohistoquimica con ciclina
D1, la unica expresion fue demostrada de manera
leve limitada a los queratinocitos del estrato escamo-
so en el caso clinico 2 (Figura 2D), un caso clasifi-
cado como tipo | por tamano y bien diferenciado por
histologia; sin embargo, la literatura es consistente en
demostrar que el valor biolégico del marcador ciclina
D1 en COCE indica mayor agresividad con peor pro-
nostico y recurrencia.?® Para el caso clinico 2, no se
evidenciéo compromiso ganglionar pero si se admite
consumo habitual de alcohol, un factor de riesgo que
no establece correlacién directa con ciclina D1, pero
contribuye a un mal prondéstico con un posible desen-
lace metastasico.

CONCLUSIONES

Consideramos que la busqueda de marcadores
como Ki-67 y ciclina D1 en diagndsticos de COCE
preestablecidos, pueden influenciar y optimizar los
resultados histoldgicos finales y en este sentido se
sugiere deben ser considerados como parte de las he-
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rramientas para perfeccionar el diagndstico final asi
como los posibles tratamientos que se le reportan al
paciente.
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