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LE.- Lupus eritematoso

LLO.- Lesion liquenoides oral

LLOR.- Lesiones liquenoides oral reactiva

LPM.- Liquen plano mucoso

LPO.- Liquen plano oral
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Introduccion

1. INTRODUCCION

Clasicamente se considera al “Liquen Plano Oral” (LPO) como un
desorden potencialmente maligno de la mucosa oral de caracter inflamatorio,
curso cronico y probable origen autoinmune; que aparece hasta en el 2% de la
poblacion, y afecta principalmente a mujeres perimenopausicas ',

En 2008 el Profesor José Manuel Aguirre ° propuso una nueva
nomenclatura y clasificacion para los procesos orales que muestran
caracteristicamente “papulas blancas reticulares en la mucosa oral”, a los que
agrup6 bajo la denominacion de “Enfermedad Liquenoide Oral” (ELO). La ELO
incluye a distintos procesos de base inmunoldgica que muestran caracteristicas
clinicas e histopatoldgicas similares pero tiene una distinta etiologia y, lo que es
mas importante un variable riesgo de trasformacion maligna *>°. Los distintos
procesos 0 subtipos incluidos en la ELO son: el liguen plano mucocutaneo
(LPOMC), el liguen plano mucoso (LPM), el liquen plano oral (LPO), las
lesiones liquenoides orales reactivas (LLOR) y las lesiones liquenoides orales
idiopaticas (LLO) °.

La “papula blanca lineal”, como lesién mucosa, es el nexo fundamental
enre los distintos subtipos de la ELO, mostrando un patron clasico lineal
reticular. Generalmente estas lesiones son asintomaticas, aunque cuando se
acompanan de lesiones atrdéficas, erosivas y ulcerativas, suele existir dolor y

escozor siendo generalmente el motivo de consulta >”’.

Las localizaciones mas frecuentes de estos procesos son la mucosa
yugal, la lengua (dorso y bordes laterales), la encia (en forma de gingivitis
descamativa cronica) y la mucosa de los labios (en ocasiones se extiende al
bermelldn) 3. Las lesiones clinicas suelen presentar un patrén bilateral y

simétrico caracteristico en los casos tipicos de liquen plano oral %32,

La etiologia de estos procesos es todavia desconocida, aunque existe
un acuerdo general en considerarlos “procesos autoinmunes” en los que

participan de manera importante los linfocitos T. Se ha reconocido un acumulo
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de linfocitos TCD8 citotéxicos (LTCD8) y linfocitos TCD4 colaboradores
(LTCD4) en la lamina propia y en la submucosa superficial. Estos linfocitos son
activados por diferentes mecanismos antigénicos y producen degeneracion de
la capa basal con apoptosis de los queratinocitos, y destruccion de la

membrana basal, promoviendo las lesiones clinicas %"

La imagen histoldgica clasica, mas no patognomonica del LPO, es la de
un epitelio mucoso en general adelgazado y con hiperqueratosis, que muestra
un infiltrado inflamatorio crénico predominantemente linfocitario en el corion con
disposicion “en banda”, unido a la presencia de degeneracion de células
basales y siempre en ausencia de displasia epitelial >3, Aunque no existe un
aspecto histologico tipico para las LLO, pudiendo no ser distinta de la imagen
clasica descrita para el LPO, se ha descrito que la presencia de un infiltrado
inflamatoria crénico mas profundo, asi como la presencia de células
plasmaticas, o inflamacion perivascular serian datos sugestivos de LLO y no de
LPO 13-16.

Sin lugar a dudas, la complicacién mas importante de cualquiera de los
procesos agrupados en la ELO, es su posible transformacion maligna 1724,
Existen varios procesos orales similares al LPO, la mayoria de las veces
indistinguibles, pero que no cumplen todos los requisitos clinicopatolégicos
tipicos de esta enfermedad y a los que genéricamente se debe denominar

como “Lesion Liquenoide Oral” (LLO) &

Clinicamente las LLO suelen adoptar con frecuencia un patron de
afectacion unilateral y/o asimétrico . Se ha reconocido que las LLO pueden ser
reactivas cuando existe una causa reconocida (p.e. la amalgama de plata,
determinados farmacos o enfermedad injerto contra huésped), o bien,

idiopaticas cuando no se logra identificar ningtin factor causante °.

En muchas ocasiones los procesos inicialmente denominados como
LPO por su aspecto clinico, no cumplen los criterios histopatoldgicos

considerados tipicos, es decir, no muestran un infiltrado inflamatorio linfocitario
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en banda ni degeneracion de las células basales del epitelio. Por el contrario,
existen lesiones que clinicamente no cumplirian los criterios de LPO, pero
histolégicamente muestran una imagen tipica de este proceso. Estos casos
deben ser considerados como “histologicamente compatibles” y deben ser
incluidos en las LLO ®'°.

El tratamiento de la ELO, ademas de la eliminacion de las posibles
causas, es sintomatico y esta indicado principalmente en los pacientes que
presentan sintomatologia que suele estar asociada a la presencia de lesiones
atroficas, erosivas y/o ulcerativas. Los farmacos mas utilizados en la ELO son
los agentes inmunosupresores e inmunomoduladores locales y sistémicos,

preferentemente los corticosteroides topicos "2>%.

Desde hace poco tiempo las LLO han sido objeto de un interés especial
al habérseles asociado un mayor riesgo de transformacion maligna, si los
comparamos con el LPO clasico o “tipico” ®?*. No obstante, este hallazgo no ha
sido reconocido en otros estudios que utilizaron otros criterios diagndsticos
192327 "nor lo que es un tema aun controvertido que ha motivado estudios con
series de pacientes intentando determinar el potencial maligno de estos

procesos 2%,

A pesar de la gran cantidad de estudios realizados en pacientes con
LPO, el verdadero potencial de transformaciéon maligna de este proceso aun se

6,24

desconoce *°. A partir de los estudios de van der Meij y cols. ®?*, consideramos

que los diferentes subtipos de la ELO (LPO y LLO), son procesos que muestran

3 Incluso utilizando criterios clinico-

una etiologia y prondstico distintos
patoldégicos diagndsticos estrictos resulta dificil diferenciar el LPO y las LLO por
su similitud clinica e histopatoldgica, y por ello, en muchos casos no podemos
determinar el verdadero potencial maligno de cada proceso basandonos solo

en los datos clinico-patoldgicos #1330,

La gran frecuencia de la ELO en nuestra poblacién y la dificultad de
conocer el potencial maligno en cada caso, nos sefiala la necesidad de

encontrar marcadores biolégicos que nos permitan diferenciar el LPO y las
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LLO. La obtencion de resultados nos permitiria instaurar medidas terapéuticas
y preventivas, asi como de vigilancia adecuada en cada caso. En este sentido
se enmarca el analisis inmunohistoquimico para la deteccién de marcadores
moleculares asociados a la carcinogénesis presentes en los procesos

agrupados bajo la denominacion de “Enfermedad Liquenoide Oral” (ELO).

La inflamacién desempefia un papel importante en la carcinogénesis de

3133 Algunos estudios ***°, han

algunos procesos inflamatorios cronicos
demostrado compuestos carcinogénicos derivados de la inflamacién cronica en
lesiones orales potencialmente malignas e inflamatorias crénicas como el LPO.
También se ha sefalado la gran similitud clinica y en los porcentajes de
transformacién maligna entre el LPO y algunos de los procesos inflamatorios
cronicos clasicamente asociados al desarrollo de carcinomas como la gastritis
cronica, la esofagitis cronica, la colecistitis cronica, y la enfermedad inflamatoria

intestinal crénica, entre otros %%

Considerando que la inflamacion crénica es el rasgo mas caracteristico
de la ELO, conocer la expresion de algunos marcadores inflamatorios, puede
tener gran interés para valorar el potencial maligno en estos procesos. Entre
estos marcadores estarian la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2), la enzima
oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS) y la enzima metaloproteinasa-9 (MMP-

9), que han sido ampliamente relacionadas con la carcinogénesis oral '*3"41.

La enzima COX-2 sintetiza prostaglandinas (PG) y se expresa casi
exclusivamente en procesos patoldgicos, principalmente inflamatorios vy

neoplasicos malignos “**°.

Las PG producidas por COX-2 actuarian
estimulando multiples factores de crecimiento, promoviendo la angiogénesis,
disminuyendo la apoptosis y provocando inmunosupresion local, entre otros

efectos favorecedores de la carcinogénesis “°.

La enzima INOS se encarga de sintetizar 6xido nitrico (NO), el cual
ejerce multiples y diferentes efectos benéficos y daninos, que dependeran de la
cantidad y del tejido en el que ejerza su efecto *’. Varios estudios 3'*"*#*° han

demostrado la expresion de metabolitos derivados de NO-iINOS dependientes
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como son el 8oxoG y la 8-nitroguanina en lesiones potencialmente malignas
orales, ambos reconocidos marcadores de dafio oxidativo y nitrico, y por

consecuencia altamente carcinogénicos.

La enzima MMP-9 es una gelatinasa que degrada el colageno tipo IV de

| 40,41

la membrana basal del epitelio ora La MMP-9 ha sido ampliamente

estudiada por su relacion con distintos procesos neoplasicos malignos en

cabeza y cuello, eséfago, colon, piel, entre otros *°%>*,

Existen otros marcadores que aunque no estan directamente
relacionados con la inflamacién cronica, si lo estan con los efectos secundarios
derivados de ésta, como la trasformacion maligna y el prondstico de las
lesiones orales, y por ello nos podrian ofrecer datos importantes en los subtipos
de la ELO. Entre éstos se encuentran el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), la enzima reparadora del ADN O°-Metilguanina-ADN
Metiltransferasa (MGMT), los marcadores de angiogénesis como la molécula
de adhesion endotelial PCAM-1 (CD31), los marcadores de proliferacion celular

como la proteina Ki-67 y la proteina supresora de tumor p53.

El EGFR es un receptor de accion tirosina-quinasa dependiente
encargado de poner en marcha diferentes vias de estimulacion y/o modulacién
celular (Ras/Raf/MAPK; P13K/AKT; PCLgamma; STATs) a través de la
proliferacion y diferenciacion celular, la inhibicion de la apoptosis, la promocién
de la angiogénesis y la migracién e invasion celular; eventos que favorecerian

la carcinogénesis en los procesos potencialmente malignos como la ELO °*°7,

La enzima reparadora del ADN O°-Metilguanina-ADN Metiltransferasa
(MGMT) desempena un papel crucial en la eliminacion de grupos alquilantes
del ADN derivados de la inflamacion crénica °®. Numerosos estudios *°°' han
demostrado la hipermetilacién del promotor del gen MGMT en el carcinoma oral
escamoso Yy los tejidos adyacentes de apariencia normal. También se ha
descrito disminucidn en la expresion de la proteina, y un aumento de
hipermetilacion del promotor en lesiones potencialmente malignas y malignas

orales %2
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La angiogénesis también juega un papel fundamental y decisivo en la
geénesis de distintos canceres, incluyendo el cancer oral, principalmente en las
etapas tempranas de las lesiones premalignas orales, donde los cambios
fenotipicos malignos atin no han ocurrido ®°°°. En este sentido, la valoracién de
la expresiéon de CD31 (PCAM-1), puede ser util para identificar estadios

iniciales de angiogénesis, sugestivo de cambios asociados a la carcinogénesis.

El marcador de proliferacién celular Ki-67, es una proteina que se
expresa en el nucleo durante las fases del ciclo celular (G1, S, G2 y M),
excepto en la fase reposo celular GO "®". Algunos autores """ han
demostrado la asociacion entre una localizacion suprabasal de Ki-67 y un
mayor grado de displasia epitelial en lesiones potencialmente malignas orales,
y en la mucosa adyacente a carcinomas orales con el posterior desarrollo de

multiples tumores.

El gen supresor de tumor TP53, codifica una proteina nuclear (p53) que
actua como un factor de trascripcion ante diferentes situaciones de estrés
celular como los dafios en el ADN, la hipoxia, el choque térmico, los cambios
metabolicos y también como respuesta a mudiltiples citoquinas ">, Algunos
estudios "%, han demostrado que la localizacién suprabasal de la proteina
p53 se asocia a un mayor grado de displasia epitelial en las lesiones y a un

mayor riesgo de transformacion maligna.

Consideramos que el analisis inmunohistoquimico de la expresion de las
proteinas COX-2, iNOS, EGFR, MGMT, MMP-9, CD31, Ki-67 y p53, en las
lesiones orales de pacientes con ELO, puede ser de gran ayuda en la
diferenciacion de los diferentes procesos, y puede proporcionarnos datos

importantes sobre su comportamiento bioldgico.
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1.1. Hipétesis

Aunque en la actualidad la ELO es considerada un desorden oral
potencialmente maligno, existen numerosas controversias respecto a este
potencial. La gran similitud clinica e histopatolégica de los diferentes procesos
englobados como ELO, asi como la ausencia de unos criterios diagnodsticos
clinicos e histopatoldgicos definidos y universales, hace mas dificil reconocer la
realidad bioldgica de estos procesos, motivo principal por el que el verdadero

potencial maligno aun es controvertido.

El conocimiento de la expresion de diferentes marcadores
inmunohistoquimicos implicados en las fases tempranas de la carcinogénesis
oral, junto a la aplicacion de unos criterios diagndsticos clinicos e
histopatolégicos estrictos, pueden ser de gran ayuda en la diferenciacion de los

procesos englobados en la ELO.

En base a lo sefialado anteriormente establecemos las siguientes hipotesis:

1 Los diferentes subtipos de la enfermedad liquenoide oral como son el LPO
y las LLO, pueden ser diferenciados en base a criterios diagnosticos

clinicos e histopatologicos.

2 Las alteraciones celulares asociadas al proceso inflamatorio crénico
presente en la enfermedad liquenoide oral, condicionan la expresion
inmunohistoquimica de ciertas proteinas que nos pueden permitir

diferenciar las lesiones de LPO y de LLO.

3 Las diferencias en la expresion de ciertos marcadores inmunohistoquimicos
asociados a la carcinogénesis oral pueden ayudarnos a establecer el
verdadero potencial maligno de cada subtipo de enfermedad liquenoide

oral.
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1.2. Objetivos

El objetivo principal de este estudio es conocer la expresion
inmunohistoquimica diferencial de ciertas proteinas celulares relacionadas con

la carcinogénesis oral en las lesiones de la ELO.

Los objetivos especificos serian:

1 Determinar la expresion inmunohistoquimica de las proteinas COX-2, iNOS,
EGFR, MGMT, MMP-9, CD31, Ki67 y p53 en las lesiones de pacientes

diagnosticados clinica e histopatoldgicamente de ELO.

2 Encontrar diferencias en el patron de expresion inmunohistoquimica en

relacion con los subtipos de ELO.

3 Relacionar los datos clinicos e histopatoldgicos de las lesiones de ELO con

los patrones de expresidon inmunohistoquimica de cada proteina
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2. ANTECEDENTES

Desde hace afios, el liquen plano oral (LPO) ha sido considerado como
un proceso potencialmente maligno, habiéndose sefialado porcentajes de
transformaciéon maligna muy variables entre el 0 y 5,3% de los casos

29.17.2021.2328.2981  Actualmente se considera que este porcentaje de

malignizacién de esta enfermedad no supera el 1% de los casos *13283°,

Existe cierta controversia en si realmente este proceso posee un
potencial maligno intrinseco, o bien, si los casos reportados de malignizacion
responden a otros factores ®?*. Entre estos factores estarian los errores en el
diagnodstico de estos procesos ante la falta de unos criterios diagnosticos
uniformes en los distintos estudios, donde se incluirian casos de todo tipo 3%,
Hace algunos afios, van der Meij y cols. ¥% demostraron la variabilidad
interobservador e intraosbervador, tanto clinica como histopatologica en el
momento del diagnéstico del LPO cuando no existen criterios diagnosticos

estrictos.

Hace algunos afios van der Meij y van der Waal 8, sefialaban que la
ausencia de parametros o criterios diagnosticos clinicos e histopatoldgicos
estrictos en el LPO, habia provocado la inclusion de casos que no se
correspondian con este diagnostico, ya que dichas lesiones podrian ser otros
procesos con un reconocido potencial maligno intrinseco como las leucoplasias
y lesiones displasicas con rasgos histolégicos liquenoides, dando como
resultado un sesgo importante en los porcentajes reales de transformacion
maligna de este proceso.

Anteriormente, van der Meij y van der Waal %

, al realizar una revision
exhaustiva de la literatura publicada en relacién a los casos de LPO con
transformacion maligna, encontraron que solo un 34% de los casos cumplian
los requisitos clinicos e histopatologicos que sustentaban una verdadera

transformacién maligna.
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En el afio 2003 van der Meij y van der Waal 8 propusieron unos criterios
clinicos e histopatoldgicos estrictos para el diagnéstico del LPO y de las LLO.
Al aplicar estos criterios observaron que los pacientes diagnosticados de LLO
presentaban un mayor riesgo de transformacibn maligna que los
diagnosticados de LPO °. Estos resultados fueron reproducidos en un estudio
posterior realizado por este mismo grupo y siguiendo los mismos criterios 2*. De

manera similar, otros autores °°

sefialan una mejor correlacién clinica e
histopatoldgica en el diagnostico de esta enfermedad siguiendo los criterios
propuestos por el grupo holandés 8. Estos datos son los que motivaron la
clasificacion y la denominacion como “Enfermedad Liquenoide Oral” realizada

por Aguirre en el afio 2008 °, tratando de separar estos procesos.

La enfermedad liquenoide oral (ELO) agrupa a distintos procesos
patoldégicos de la mucosa oral de base inmunolégica, que muestra
caracteristicas clinicas e histopatoldgicas similares pero que presentan una
distinta etiologia y un variable riesgo de trasformacién maligna >®. Los distintos
procesos o subtipos incluidos dentro de la ELO, son el liquen plano
mucocutaneo (LPOMC), el liquen plano mucoso (LPOM), el liquen plano oral
(LPO), las lesiones liquenoides orales reactivas (LLOR) y las lesiones
liquenoides orales idiopaticas (LLOI) °. No obstante, siguiendo a lo sefialado al

6,13,24

grupo holandés , actualmente consideramos dos grandes grupos: el liquen

plano oral (LPO) y las lesiones liquenoides orales (LLO).

El nexo fundamental o la lesidon elemental basica que une a todos los
procesos incluidos en la ELO es la papula blanca, por lo regular lineal y con
disposicion en forma de reticula °. Esta imagen clinica no es patognomonica de
la ELO, y debe ser considerada una expresion clinica inespecifica de la
mucosa oral frente a multiples agentes etiopatogénicos, en la mayoria de los
casos desconocidos, que ademas puede mostrar diferentes patrones
histolégicos lo que dificulta su diferenciacién con otros procesos mucosos,

algunos incluso ya cancerosos >,

10
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2.1. Liquen Plano Oral (LPO)

El LPO es un proceso inflamatorio cronico de la mucosa oral de base
inmunoldgica y de etiologia desconocida, en la cual uno o varios antigenos
activan la inmunidad celular, dando como resultado una reaccién inflamatoria

que provoca dafio y apoptosis de los queratinocitos basales del epitelio oral
9,11,12,26,87

El LPO afecta preferentemente a las mujeres, de una edad comprendida
entre la 5ta y 6ta década de vida, aunque puede aparecer en otras edades,

incluso en nifios 1371388

Se considera el LPO tiene una prevalencia que oscila entre 0,5 y el 4%,
no obstante la mayoria de los estudios coinciden en que puede afectar a

1,3,9,26

alrededor del 2% de la poblacién , lo que la convierte en una de las

enfermedades no infeccionas mas comunes de la mucosa oral .

La presentacion clinica clasica del LPO es la presencia de papulas
blancas dispuestas en linea que al entrecruzarse forman una reticula (estrias
de Wickham). Estas lesiones diagndsticas frecuentemente se acompafan de
otras lesiones: atroficas, erosivas y/o ulcerativas, asi como lesiones en placa
37.12 (Figura 2.1). Un hallazgo frecuente en el LPO es la presencia de lesiones
erosivas en la mucosa gingival constituyendo la “gingivitis descamativa crénica”

(GDC) 17,89,90.
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Figura 2.1. Lesiones papulares blanquecinas reticulares (a), y asociadas a
lesion atrdfica y ulcerativa (b).

Los lugares mas frecuentemente afectados por el LPO son las mucosas
yugales, la lengua y la encia, siendo infrecuente la afectacion del paladar, del
suelo de boca y de la mucosa labial superior, no obstante pueden aparecer
lesiones en cualquier zona de la cavidad oral *'*'*. Segun distintos estudios
790 "entre un 7,4% y un 8,6% de los casos de LPO se encuentra confinado
solo a las encias en forma de gingivitis descamativa crénica (GDC).

La GDC es un diagndstico semiolégico y no es exclusiva o
patognomonica del LPO, pudiendo aparecer en otros procesos mucosos como
son las LLO, el lupus eritematoso (LE), el pénfigo vulgar (PV), el penfigoide
mucoso (PM), la estomatitis ulcerativa cronica (EUC), la enfermedad linear de

IgA (ELIgA), la dermatitis herpetiforme (DH), entre otros >%°.

Caracteristicamente las lesiones clinicas en el LPO son bilaterales y mas
0 menos simétricas, lo que constituye un dato diferenciador respecto a las LLO
813 | os rasgos histoldgicos del LPO son caracteristicos pero no exclusivos o
patognomonicos, e incluyen un epitelio por lo general adelgazado, con
hiperqueratosis (orto y/o paraqueratosis) y degeneracién de los queratinocitos
basales, provocada por un intenso infiltrado inflamatorio croénico,
preferentemente linfocitario y dispuesto “en banda” en el conectivo superficial

(corion), ademas de la ausencia de displasia epitelial ®'° (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Aspecto histopatoldgico tipico en LPO, mostrando hiperqueratosis,
degeneracion de queratinocitos basales y un infiltrado crénico linfocitario “en

banda” en el corion.

Se estima que cerca del 15% de los pacientes con LPO presentan
manifestaciones en otras localizaciones como en la piel, ufias u otras mucosas
como la genital, la esofagica, la anal y la ocular *°"% De este modo se

conformarian las formas cutaneo-mucosas °.

La presencia concomitante de LPO en las encias y lesiones en la vulva
y/o la vagina constituye el denominado “sindrome vulvo-vaginal gingival’,y de
igual forma, cuando las lesiones se localizan en el pene adquiere el nombre de
“sindrome pene-gingival”’, que es menos frecuente que su homodlogo en la
mujer 291949 E| diagnéstico de estos sindromes adquiere importancia ya que

se ha descrito la trasformacion maligna del LP en las mucosas genitales %

2.2. Lesiones Liquenoides Orales (LLO)

Las LLO son procesos que aparecen en la mucosa oral mostrando
caracteristicas clinicas e histologicas similares al LPO, pero que en ocasiones

responden a factores etioldgicos reconocibles '>13:26:96.97,
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Los posibles factores etiologicos pueden ser multiples: materiales
odontolégicos como la amalgama de plata, distintos farmacos como algunos
antihipertensivos, antimalaricos, antimicrobianos, AINE’s, antiglicémicos orales,
etc., asi como la enfermedad injerto contra huésped, etc. No obstante, en
algunos casos estas LLO son idiopaticas o no es posible identificar un factor
etioldgico 3?8 (Figura 2.3).

Los caracteristicas clinicas descritas para las LLO son similares e
indistinguibles de las descritas en el LPO '8'316% No obstante, existen
algunos datos clinicos que orientan mas hacia el diagnéstico de LLO, tales
como que se trate de lesiones aisladas, unilaterales o localizadas en sitios poco
frecuentes, estar en estrecho contacto o cercanas a restauraciones de
amalgamas de plata o algun otro material, aparicion tras vacunaciones o
ingesta de algunos farmacos y su total o parcial desaparicion tras retirarlo, o

aparecer en el contexto de una enfermedad injerto contra huésped (EICH)
13,26,96,97,99,100

Figura 2.3. Papulas blancas reticulares cercanas a una restauracion de

amalgama de plata.
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Al igual que las caracteristicas clinicas, las caracteristicas histologicas
de las LLO no difieren mucho de las descritas para el LPQ ':816:2698.101 Ng
obstante, se han sefalado algunos datos histologicos que pueden ser
sugestivos de las LLO, como la presencia de paraqueratosis focal, la
interrupcién de la capa granulosa, la presencia de cuerpos de Civatte en la
capa cornea, el aumento de mastocitos en zonas de degeneracion de
queratinocitos basales, la presencia de un infiltrado inflamatorio mixto con
polimorfonucleares (PMN), la disposicion difusa y profunda, una inflamacion
perivascular, un incremento de la vascularizacion, asi como una disminucion

del grosor de la membrana basal PAS-positiva a diferencia del LPO
13,16,26,98,101,102

Aunque las caracteristicas clinicas e histopatolégicas mencionadas
anteriormente suelan asociarse con mayor frecuencia a las LLO, no son
siempre infalibles y/o discriminatorias entre los distintos tipos de LLO ni con el
LPO, ya que la imagen histologica puede ser modificada por la presencia de
ulceraciones, fendmenos traumaticos y sobreinfeccion por hongos, hallazgos

frecuentes en estos pacientes '°.

Por todos estos motivos, es fundamental realizar, siempre que sea
posible, el diagndstico de la ELO, tanto de LPO como de las LLO basandonos

en criterios clinico-patolégicos '+°:813.15.16.26.85

2.3. Inflamacioén crénica y carcinogénesis

Desde hace afios numerosos estudios 3'%3¢193109 han demostrado el
importante papel que ejerce la inflamacion en la carcinogénesis de algunas
enfermedades inflamatorias cronicas como el eséfago de Barret, la colecistitis
cronica, la gastritis cronica, las enfermedades intestinales inflamatorias

cronicas y las hepatitis B y C, entre otras. Se estima que la inflamacion crénica
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contribuye de manera importante en el desarrollo del 25% de los canceres

humanos '®, y de estos el 15% estaria relacionado con agentes infecciosos .

Algunos autores '0%*1°711% han sefalado la gran similitud existente en
los aspectos moleculares, clinicos, histopatoléogicos asi como en la
discrepancia en los porcentajes de transformacién maligna entre algunas de las
enfermedades inflamatorias cronicas clasicamente asociadas al desarrollo de

cancery la ELO.

Los mecanismos involucrados en la carcinogénesis asociada a la
inflamacion crénica, independientemente de su etiologia son muy similares,
destacando la participacion de citoquinas y quimiocinas asociadas a la
inmunidad celular y humoral, que estan presentes y son predominantes en el
microambiente de las lesiones premalignas y malignas de dichos procesos '%’.
En este sentido, se sabe que en el LPO la expresidon de estos factores se
encuentra alterada, lo que explica en parte su caracter cronico y sus

caracteristicas clinicas e histopatoldgicas *'%%’.

La inflamacién crénica favorece la carcinogénesis mediante la expresion
de multiples citoquinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, FNT-alfa, INF-gamma, etc.) que
estimulan y mantienen la expresion de otros factores favorecedores de la
carcinogénesis oral. Entre estos factores se encuentran el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) y sus respectivos ligandos (EGF, TGF-alfa,
Heregulina, Amfiregulina, etc.), la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2)
produciendo prostaglandinas, la enzima oxido nitroso sintetasa inducible
(iINOS) produciendo 6xido nitrico, la enzima metaloproteinasa-9 (MMP-9) que
degrada la matriz extracelular y la enzima O°Metilguanina-ADN
Metiltransferasa (MGMT) encargada de reparar lesiones del ADN, ademas de

10,31,33,41,55,107,111,112 Todas estas moléculas

ciertos factores angiogénicos
inducen y/o favorecen de forma directa o indirecta y de forma autocrina y/o
paracrina, la proliferacion y diferenciacion celular, la inhibicién de la apoptosis,
la inmunosupresién local, la estimulacion de la angiogénesis y el dafno de la

estructura del ADN, lo que modifica sustancialmente el microambiente celular
10,31,33,105,107
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Entre los mecanismos mas importantes descritos en la carcinogénesis
asociada a la inflamacion crénica, se podrian separar arbitrariamente dos
grupos, los mecanismos quimicos ocasionados por la presencia de especies

108,113
Y

por otro lado los mecanismos biolégicos en los que participarian las citoquinas
106,113,114

reactivas oxidativas y nitricas producidas por distintos tipos celulares

y quimiocinas sobre la regulacion del ciclo celular

La inflamacion crénica puede estar derivada o desencadenada por
distintos mecanismos, ya sea por la persistencia del agente causal o por un
trastorno en los mecanismos que regulan el inicio y/o cese de la inflamacién
3336103 En |a ELO aun se desconoce cuales son los mecanismos exactos que
condicionan, desencadenan y mantienen la agresion inflamatoria hacia los

queratinocitos del epitelio de la mucosa oral 1263087,

Teniendo en cuenta el caracter inflamatorio cronico de la ELO y los
efectos asociados a esta inflamacion, es razonable considerar que pueda
desempeniar un papel importante en la malignizacién de estos procesos.

6,24
>,

Partiendo de los estudios de van der Meij y van der Waa y

considerando la dificultad en el diagndstico clinico e histopatolégico de estos

procesos %2'"°  que explicarian la disparidad en los porcentajes de

transformacion maligna descritos 2©:18:20:23.24.27-30.81

, consideramos necesaria la
busqueda de datos diferenciales tanto clinico-patolégicos como moleculares,
que nos permitan identificar aquellos casos que muestran un mayor riesgo de

transformacién maligna.

2.4. Ciclooxigenasa-2 (COX-2)

Las ciclooxigenasas (COXs) son un grupo de enzimas (COX-1 y COX-2)
que se expresan en todos los tejidos del organismo participando en la sintesis

de las prostanglandinas-H2 (PGH2) a partir del 4cido araquidénico (AA) *°.
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La COX-1 se expresa constitutivamente en distintos tejidos sintetizando
PG que desempeian un papel fisioldgico importante como la proteccion de la
mucosa gastrica, la regulacién de la funcion renal, la diferenciacion celular y la

homeostasis “>*®""° (Figura 2.4).

La enzima COX-2 se expresa casi exclusivamente en procesos
patoldgicos, principalmente inflamatorios y neoplasicos malignos, a excepcion
de algunos tejidos en los que se expresa constitutivamente y en pequeias
cantidades ***¢1"%""7 | as PGE2 derivadas de COX-2 actuarian favoreciendo la
carcinogénesis oral estimulando la expresion de factores de crecimiento,
promoviendo la angiogénesis, disminuyendo la apoptosis y provocando

inmunosupresion local “°.

CICLOOXIGENASAS (COX)

Acido Araquidénico

COX-1 COX-2
CONSTITUTIVA INDUCIBLE
Funciones fisolégicas Inflamacién

Neoplasia
Diferenciacion celular Proliferacion celular
Senalizacion Inhibicién de apoptosis
Homeostasis Angiogénesis
Inmunosupresion

Figura 2.4.- Representacion esquematica de las distintas funciones de COX-1
y COX-2.

Diversos estudios ''®"?2 han demostrado que la expresién de COX-2 en

lesiones premalignas orales esta directamente relacionada con la severidad de

la displasia epitelial, y destacan su importante papel en las etapas tempranas
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de la carcinogénesis . Del mismo modo, se ha demostrado una asociacién
entre la expresion de esta enzima y el pronostico de carcinomas orales de
células escamosas (COCE) y de carcinomas de células escamosas de cabeza
y cuello (CCC) 4445123 También se ha demostrado sobreexpresion de COX-2
en lesiones premalignas de otras localizaciones como son el eséfago %,
estdmago '?°, vesicula biliar '?°, mama ¥ e higado '%.

Existen pocos estudios 383

que hayan analizado la expresién de COX-2
en la ELO, y solo uno donde ademas se analizé en las LLO . No obstante,
los resultados obtenidos en algunos estudios son controvertidos, Yy
probablemente esto esta relacionado con los criterios empleados en el
diagnodstico de las pacientes. La expresion de COX-2 podria ser distinta en los
diferentes subtipos de ELO, siendo mayor en los casos con un mayor riesgo de

transformacién maligna.

2.5. Oxido Nitrico Sintetasa inducible (iNOS)

La enzima oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS), forma parte de una
familia de enzimas (neural [nNOS o tipo 1], inducible [INOS o tipo II] y
endotelial [eNOS o tipo 1ll]) que se encargan de sintetizar éxido nitrico (NO) "°.
Este producto ejerce multiples y diferentes efectos tanto beneficiosos como
dafiinos, dependiendo de la cantidad y del tejido en el que ejerza su efecto *’. A
diferencia de la nNOS y la eNOS que se expresan de manera constitutiva en
las membranas de las células nerviosas y endoteliales, la INOS se expresa
tanto en las células inflamatorias como en las epiteliales, y casi exclusivamente

en situaciones patologicas, como la inflamacién y las neoplasias malignas
37,47,131,132

Algunos estudios *'* han demostrado una mayor produccién de NO
en la saliva de pacientes con enfermedades inflamatorias crénicas como el
LPO vy la aftosis oral recurrente. Ademas, se observaron efectos negativos

sobre cultivos celulares de fibroblastos y queratinocitos en presencia de NO 2.
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A diferencia de la expresion de NO de forma pulsada y de corta duracién
derivada de la nNOS y la eNOS, el NO derivado de la iINOS es mayor y tiene
un tiempo prolongado de accion, lo que supone que los efectos negativos del
NO-INOS dependiente se perpetuen (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Efectos del 6xido nitrico

Tipo de efecto
del é6xido nitrico

Efecto en las células

Crecimiento tumoral y mutagenicidad

Angiogénesis

Metastasis

Citotoxicidad contra células neoplasicas

Inmunosupresion

Daio nitrico y oxidativo del ADN (8oxoG y 8-
nitroguanina)

Los efectos benéficos o dafiinos del NO en los tejidos sanos,
premalignos y malignos dependeran de diversos factores '*°. Se ha descrito por
un lado un efecto antitumoral y por otro un efecto carcinogénico, datos que han
generado controversia '*2. Sin embargo, diversos estudios *'37474913¢ han
demostrado la expresion de metabolitos derivados de NO-INOS dependiente
que se asocian a dafio del ADN, como son el 8oxoG y la 8-nitroguanina,

reconocidos marcadores de dafo oxidativo y nitrico, respectivamente.

Se ha reconocido en lesiones premalignas orales una asociacion entre la
expresion de iNOS y la severidad de la displasia epitelial 33748137138 Otros

12313 sefialan sobreexpresion de esta enzima en CCC asi como su

estudios
asociacion con la presencia de metastasis extranodales, el estadio TNM y la

angiogénesis tumoral.
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La expresion de iNOS parece ser un biomarcador prometedor en la
deteccion de etapas tempranas del proceso de carcinogénesis oral asociado a
enfermedades inflamatorias crénicas como la ELO. A pesar de esto, pocos

34,137

estudios la han analizado en estas lesiones y ninguno tratando de

diferenciar los subtipos.

2.6. Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR)

El Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR) es una
glicoproteina transmembrana que forma parte de una familia de receptores de
factores de crecimiento (Erb1 o EGFR, Erb2, Erb3 y Erb4) *’. El EGFR es un
receptor de accion tirosina-quinasa dependiente que posee una porcion
extracelular que actia como punto de unién con sus respectivos ligandos (EGF
[epidermal growth factor], TGF-a [transforming growth factor], betacelulina,
amfiregulina, heregulina), una segunda porcién transmembrana unida a una
tercera porcion intracelular encargada de poner en marcha diferentes vias de
estimulacion y/o modulaciéon celular (Ras/Raf/MAPK; P13K/AKT; PCLgamma;
STATs) a través de la proliferacion y diferenciacién celular, inhibicion de la
apoptosis, promocion de la angiogénesis, y la migracién e invasion celular *>°’
(Figura 2.5).

En condiciones normales la expresion y la funcion del EGFR, esta
estrechamente controlada y regulada por mecanismos relacionados el
desarrollo epitelial y su respuesta frente a las lesiones *’. Se ha descrito
sobreexpresion de este receptor en neoplasias malignas como el CCC vy el
COCE, asi como en las respectivas lesiones precursoras, hasta en un 90% de
los casos °"'*°. Esta sobreexpresion se relaciona proporcionalmente con el
grado de displasia epitelial y un mayor riesgo de desarrollar un cancer oral

14140145 “una mayor capacidad de invasion, de presentar metastasis y ganglios

146-149

linfaticos positivos , datos que ensombrecen el prondstico de los

pacientes.
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EGF

TGFa NRG1,2,3.4
Amphiregulin Heregulins/
ILFIIGFS-IHD HE=EGF Heregulins/ Meuregulins
f=Cellulin Neuregulins p=Cellulin
Epiregulin NRG1 Epiregulin
A
EGFR/ErbB
RECEPTORS:
B
DIMERIZATION
OPTIONS:
C
SIGNALING
PATHWAYS:
D
Proliferation Differentiation
CELLULAR
PHEMOTYPES: .
Migration a-Apoptosis
E Transformation

Figura 2.5. A) Distintos ligandos extracelulares, B) Receptores EGFR/Erb 1, 2,
3y 4, C) Dimerizacién de receptores al ser activados, D) Diferentes vias
intracelulares activadas, E) Distintos efectos derivados de la activacion de las

vias intracelulares (Tomado y modificado de Grandis et al 2004) "°.

Se ha demostrado °%°7:120.151-153

que la sobreexpresion de EGFR
participa de forma sinérgica en la expresién de otros marcadores involucrados
en la carcinogénesis oral y en lesiones premalignas del tracto aerodigestivo,
como la COX-2 y la iNOS. Esta sinergia se produce a través de la activacion de
distintas vias intracelulares dependientes e independientes del EGFR °°°7.
Estos hallazgos indicarian que la expresion del EGFR puede ser un marcador
importante en los estadios iniciales de la carcinogénesis oral y en los multiples

procesos celulares involucrados.
Hasta el momento existen pocos estudios sobre la expresion de EGFR

en el LPO *%1**1% 'y ninguno sobre las LLO. Los resultados obtenidos sefialan

la existencia de alteraciones en la expresion del EGFR en éstos procesos, y
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que podria ser un marcador temprano en la carcinogénesis oral, y que podria

servir para conocer el potencial maligno de los diferentes subtipos de la ELO.

2.7. Enzima O°-Metilguanina-ADN Metiltransferasa (MGMT)

La enzima reparadora del ADN OG-MetiIguanina-ADN Metiltransferasa
(MGMT), forma parte de un amplio sistema reparador del ADN, desempenando
un papel crucial en la eliminacién de grupos alquilantes unidos a la posicién O°
de la guanina, para formar O°-Metilguanina (O°MetG) °%. Debido a que los
compuestos O°MetG tienen una tendencia a aparearse con la timina durante la
replicacion, se provoca una conversion erronea de la guanina-citosina (G-C) en
adenina-timina (A-T), generandose una mutacién transicional puntual que a su

vez puede afectar a genes fundamentales para la estabilidad genémica °%'°°.

Los compuestos O°MetG se producen de forma enddgena a través de la
formacién de compuestos nitrosos derivados de aminas y del dafo oxidativo
generado por la inflamacién o la infeccion **'°"1%%; o de forma exdgena por
alimentos, productos de combustion, cientos de agentes quimioterapéuticos
alquilantes, y por ultimo y quizas el mas importante, por la exposicion a

distintos elementos quimicos contenidos en el tabaco '#°8:60:62:65.159-161

La enzima MGMT actua eliminando los grupos premutagénicos O°MetG
del ADN, transfiriendo el grupo o “aducto” metilo hacia un sitio cisteina
localizado en MGMT, restaurando la base original, para posteriormente sufrir
degradacion y ser resintetizada en una molécula de MGMT nueva ®*'%°. Por
este motivo, se cree que la cantidad de MGMT expresada en los tejidos, es

proporcional a su capacidad para reparar lesiones O°MetG del ADN 8161163,

Se sabe que la metilaciéon del gen MGMT es responsable en gran
medida de la ausencia de expresion de dicha proteina, impidiendo la
reparacion de las lesiones del tipo O°MetG, y de este modo aumentando el

riesgo de que las mutaciones sigan acumulandose a lo largo de las diversas
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replicaciones, y con ello el riesgo de desarrollar lesiones neoplasicas malignas
%0.1%¢ (Figura 2.6).

(a)
NORMAL CELL

I (Gene expression
m—m EXON 1 ﬁ EXON 2 T EXON 3

(b) T Methyalted Cp G

CANCER CELL

T Unmethyalted Cp G
Grene mactivation

EXON 1 EXON 2 EXON 3

Figura 2.6. Promotor del gen MGMT no metilado (a) y metilado (b), y sus

distintos efectos sobre el gen (Tomado de Jacinto y cols 2007) °%.

961180 han demostrado la existencia de

Numerosos estudios
hipermetilacion del promotor del gen MGMT en el CCC y el COCE asi como en
los tejidos adyacentes de apariencia normal. También se ha demostrado una
disminucién en la expresion de la proteina e hipermetilacion del promotor de

6265 gSe ha asociado la

MGMT, en lesiones precursoras del cancer oral
hipermetilacion del promotor de MGMT con la apariciéon de recurrencias en el
CCC " un peor pronéstico, un menor tiempo de supervivencia y la presencia

de ganglios positivos %%,

Aunque existe suficiente evidencia del importante papel que juega
MGMT en las etapas tempranas de la carcinogénesis oral, no existen estudios
que la hayan analizado en la ELO. Por ello y considerando la naturaleza

inflamatoria crénica de la ELO y el riesgo de desarrollar lesiones del tipo
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0°MetG, creemos que puede ser interesante conocer si existen diferencias en

Su expresion.

2.8. Metaloproteinasa-9 (MMP-9)

Las metaloproteinasas (MMPs) son una amplia familia de enzimas
dependientes del Zinc, que se encargan de la degradacion de varios
componentes de la matriz extracelular para su remodelacion en distintos
procesos fisiologicos como la embriogénesis, la reparacion de heridas, los
procesos inflamatorios, asi como en procesos patolégicos como la invasion y
produccion de metastasis *>'®°. Existen 4 grandes grupos de MMPs basadas
en su estructura y su sustrato: las colagenasas, las gelatinasas, las

estreptomelisinas y las metaloproteinasas del tipo membrana “°.

La MMP-9 es una gelatinasa que degrada el colageno tipo IV de la

40,41

membrana basal del epitelio oral La MMP-9 ha sido ampliamente

estudiada por su relacién con distintos procesos neoplasicos malignos de

cabeza y cuello, eséfago, colon, piel, etc. 36:40-50-54.107

Se ha demostrado que la sobreexpresion de MMP-9 en los
queratinocitos y en algunas células estromales en lesiones de pacientes con
cancer de cabeza y cuello, se relacionan con una mayor capacidad de invasion,
un mayor riesgo de metastasis ganglionares y a distancia, asi como con un

peor control local y regional y un menor periodo libre de enfermedad “°1%-168,

Distintos trabajos °%'%¢671%% han demostrado en lesiones premalignas
orales, asi como en lineas celulares derivadas de estas, una asociacion entre
la sobreexpresion de MMP-9 y un mayor grado de displasia epitelial,
observando que se asociaba principalmente con las lesiones que sufrian

transformacién maligna.
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Algunos autores '"°, han encontrado en pacientes con cancer de cabeza
y cuello, una asociacion entre la sobreexpresion de MMP-9 y una mayor
expresion de iNOS, p53 y CD31, marcadores indicativos de dafio oxidativo a
través de la expresion de NO, dafio del ADN y promocidn de angiogénesis,
respectivamente. Estos hallazgos, apoyarian la hipotesis de una participacion
importante de la MMP-9 en distintas fases de la carcinogénesis oral.

La inflamacion parece jugar un papel importante en la activacion de las
MMPs, ya que el control de su activacién o inhibicion esta regulada por varias
citoquinas, factores de crecimiento e inhibidores tisulares de metaloproteinasa
(TIMPs), moléculas frecuentemente expresadas en los procesos inflamatorios

cronicos como la ELO 394087,

Existen pocos estudios que hayan analizado la expresion de MMP-9 en
el LPO *""% v en ninguno de ellos se analiza en las LLO. Los resultados

41,169

obtenidos por estos autores son controvertidos, por un lado Chen y cols.

2008 ' sefiala un incremento de MMP-9 dependiendo del tipo clinico de la

lesién, y por otro lado, Zhou y cols. *'

encuentra una baja expresion de esta
enzima. Creemos que puede ser interesante conocer si existen diferencias en

la expresién de esta enzima en los subtipos de ELO.

2.9. CD31 (PCAM-1)

La angiogénesis es un proceso fundamental para numerosos fenémenos
fisiolégicos en el ser humano para que se produzca un correcto desarrollo,
crecimiento y funcionamiento del organismo. La angiogénesis por definicién, se
refiere a la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos

68

preexistentes ™, y es el resultado del balance de multiples estimulos

angiogénicos y antiangiogénicos generados en el tejido en cuestion °'"

(Figura 2.7).
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Red Blood Cells

Basement Membrane

Smooth Muscle =

Angiogenesis

Figura 2.7. Procesos y elementos celulares involucrados en la angiogénesis;
Las células endoteliales emergen del vaso existente en forma de “brote
primitivo” para posteriormente organizarse para formar la estructura vascular.

Tomado de: http://www.gene.com/gene/research/focusareas/tar/.

La angiogénesis juega un papel fundamental y decisivo en la
carcinogénesis de distintas localizaciones como el cancer oral %¢°°. Esto es
especialmente importante en las etapas mas tempranas de las lesiones
potencialmente malignas orales, donde los cambios fenotipicos malignos aun
no han ocurrido. Estos trabajos ®°%°, han demostrado una mayor microdensidad
vascular (MDV) en lesiones premalignas a través de la expresion de diferentes
marcadores moleculares de la angiogénesis como las moléculas de adhesion
de células endoteliales CD31 (PCAM-1) y CD34, asi como el receptor de factor

endotelial vascular (VEGF).

Se ha demostrado que la expresion de los marcadores de angiogénesis
y la MDV en las lesiones potencialmente malignas orales, es mas frecuente,
mas intensa e importante en los estadios mas tempranos de la hiperplasia y
displasia epitelial si lo comparamos con las lesiones malignas °¢¢"%°. En este

sentido, se situarian los estudios '"*'"

que destacan la importancia de la
terapia antiangiogénica en distintas lesiones premalignas y malignas originadas

en ser humano.
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Diversos autores 1032336768110

han destacado Ila importante
participacion de la angiogénesis en distintos procesos inflamatorios crénicos
orales incluidos en la ELO (LPO y las LLO). En este sentido, se ha demostrado
una mayor MDV y expresion de marcadores angiogénicos en el LPO 123171,

7% incluso  han

Por otro lado, algunos autores como Tao y cols.
encontrado diferencias en la angiogénesis entre los distintos tipos de lesiones
clinicas de LPO. Otros autores '’ ademas de haber demostrado un aumento
en la expresion de VEGF y CD34 en biopsias de LPO, han podido confirmar
estos hallazgos “in vivo™ a través de capilaroscopia, observando un aumento no
solo de la MDV, sino la presencia de una morfologia vascular distinta asociada

a una proliferacién vascular desorganizada """’

Aunque los distintos estudios demuestran un aumento tanto de la MDV
como de los marcadores moleculares relacionados con la angiogénesis en el
LPO, no existen trabajos que evaluen y/o hagan distincion de estos marcadores
entre LPO y las LLO.

2.10. Gen supresor de tumor p53

El gen supresor de tumor TP53, codifica una proteina nuclear con el
mismo nombre (p53) que actia como un factor de transcripcion ante diferentes
situaciones de estrés genético como es el dafo al ADN, la hipoxia, el choque

térmico, los cambios metabdlicos y en respuesta a multiples citoquinas ">,

Una vez que la proteina p53 es sintetizada se ponen en marcha distintos
mecanismos que a su vez promueven la expresion de genes que tienen como
objetivo principal detener el ciclo celular para la reparacion del material
genético dafado, o bien, inducir apoptosis si ésta no puede llevarse a cabo,

evitando la replicacién de células con mutaciones o dafio genético, y con esto
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evitar la formacion de tumores, motivo por el cual clasicamente se le denomina

el “guardian del genoma” "®'"8,

La proteina p53 se expresa en condiciones normales en células con
capacidad de “proliferaciéon” como serian las de la capa basal del epitelio de la
mucosa oral, considerandose anormal una expresion en capas superiores o de
“maduracién” como serian la espinosa, la granulosa y la cérnea . Se estima
que en un importante porcentaje de lesiones potencialmente malignas y sus
respectivos carcinomas existe mutacion en el gen TP53 780179180 qando como
resultado alteraciones en la expresién de la proteina p53. No obstante, la
expresion de p53 en una lesion potencialmente maligna, no necesariamente es
sindnimo de mutacion en dicha proteina, ya que este fendmeno puede ocurrir
en respuesta a multiples factores de agresion, o bien, debido a alteraciones en
las distintas fases de las vias de activacion de p53 que interfieren con la

expresion, funcién y degradacion de la proteina salvaje ®'.

Diferentes estudios '17179180182185 han demostrado tanto sobreexpresion
como falta de expresion de p53 en pacientes con CCC como con COCE vy sus

respectivas lesiones precursoras.

Por otro lado, algunos autores "% han demostrado en estudios
realizados sobre lesiones orales potencialmente malignas, que mas que la
expresion de p53, es mas relevante la localizaciéon en las capas epiteliales

suprabasales. Estos autores "%

sefalan que la expresion de p53 en capas
suprabasales o madurativas se asocia con el grado de displasia epitelial y con

un mayor de riesgo de transformacién maligna.

Numerosos estudios han demostrado distintos porcentajes de expresion

de p53 en muestras de pacientes diagnosticados de LPQ 3%70:179.180.186-189

y de
LLO "™°  demostrando la mayoria la forma salvaje de la proteina,

contrariamente a lo que se pensaba anteriormente °.
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Debido a los pocos trabajos que analizan y diferencian la expresion y la
localizacion de p53 en el LPO y las LLO, seria interesante conocer si existen

diferencias en la expresion.

2.11. Marcador de proliferacion celular Ki-67 (MIB-1)

El marcador de proliferacién celular Ki-67, es una proteina que se
expresa en el nucleo durante las distintas fases del ciclo celular (G1, S, G2 y
M), excepto en la fase reposo celular GO 073 teniendo un pico de expresion
durante la fase de sintesis (S) para disminuir drasticamente inmediatamente

después de la fase de mitosis (M) "',

En condiciones fisiolégicas normales solo las capas basales del epitelio
oral, albergan células con capacidad de proliferacion para posteriormente
madurar en las capas superiores y de esta manera mantener la integridad del
epitelio. Por el contrario, la proliferacion celular en capas para o suprabasales
debe ser considerada un signo anormal indicativo de trastornos en los

mecanismos que regulan el ciclo celular """'%2.

Diversos estudios ">18+19319% han demostrado una asociacion entre la
expresion de Ki-67 y la severidad de las lesiones potencialmente malignas y

malignas orales, asi como su relacién con el pronéstico de estas lesiones '°.

Algunos autores ' han demostrado la asociacidn entre un mayor grado
de displasia epitelial de las lesiones potencialmente malignas orales y una
localizacion suprabasal de la expresion de Ki-67. Posteriormente, estos mismos
autores "' demostraron una mayor expresién suprabasal de Ki-67 en la mucosa
sin alteraciones fenotipicas que era adyacente al carcinoma.

Existen numerosos estudios '*:72192.196-198

que han valorado el indice de
proliferacion celular mediante la expresion epitelial de Ki-67 en el LPO, y uno

de ellos también sobre LLO ', Los resultados obtenidos por estos estudios
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70.72.192.196-198 oinciden en sefialar una alta tasa de proliferacion celular en

ambos procesos.

De manera similar a lo que ocurre con la proteina p53, no siempre altos
indices de proliferacién o de expresion de Ki-67, se asocian a la severidad de la
lesion o a un mayor riesgo de transformacion maligna. En este sentido, algunos

autores 707119

, seflalan que mas que la expresion de Ki-67 por si sola, es mas
relevante la localizacion suprabasal de este marcador, ya que puede ser un
dato indicativo de un trastorno de la maduracion en capas no replicativas, lo

que incrementaria el riesgo de transformacién maligna de estos procesos.

En el estudio de Acay y cols. ', al analizar la expresion de Ki-67 tanto
en lesiones de LPO como en LLO, no observaron diferencias en el indice de
proliferacion celular entre ambos procesos, aunque era mayor que en los

controles.
Aunque existen numerosos estudios que han analizado la expresion de

Ki-67 en los desérdenes potencialmente malignos como la ELO, pocos lo han

hecho buscando diferencias entre los diferentes subtipos de este proceso.
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3. PACIENTES, MATERIALES Y METODOS

3.1. Pacientes

Hemos estudiado las biopsias de la mucosa oral de 44 pacientes
diagnosticados clinica e histopatolégicamente de Enfermedad Liquenoide Oral
en las Unidades de Medicina Bucal, y de Patologia Oral y Maxilofacial del
Servicio Clinica Odontoldgica de la Universidad del Pais Vasco /EHU.

En todos los pacientes se han recogido los principales datos clinicos
siguiendo el protocolo clinico para liquen plano oral (LPO) de la Sociedad
Espafiola de Medicina Oral (Bilbao 2001), y los datos histopatolégicos segun un

protocolo previamente disefiado basado en estudios previos ®'>'° (Tabla 3.1).

Este estudio forma parte de la linea de investigacion “Precancer y cancer
oral” del Grupo Consolidado de Investigacion de la UPV/EHU dirigido por el
Prof. José Manuel Aguirre Urizar y ha sido aprobado por la Comisién
Universitaria de Etica de la Investigacién y la Docencia (CUEID) de la
Universidad del Pais Vasco (UPV/EHU), con numero de registro:
CEISH/34/2010/CORTES RAMIREZ.

De los 44 pacientes 30 (68,2%) eran mujeres y 14 (31,8%) hombres, con
una edad media de 56,4 afios, un minimo de 31 y un maximo de 81 afos. En
todos los casos los pacientes firmaron un consentimiento informado

permitiendo la toma y el analisis de la muestra para el diagndstico definitivo.

3.1.1. Controles

Como controles de los analisis inmunohistoquimicos se procesaron 4
muestras de mucosa oral sin alteraciones epiteliales ni inflamatorias, asi como
2 muestras de carcinoma oral de células escamosas (COCE). Estas muestras

anonimizadas fueron obtenidas de biopsias diagnésticas de las coleccion de la
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Unidad de Patologia Oral y Maxilofacial del Servicio Clinica Odontolégica de la
UPV/EHU.

3.1.2. Criterios de seleccion de pacientes

Para ser incluidos como casos debieron cumplir con los siguientes criterios de

inclusion:

1. Presentar datos diagndsticos clinico-patologicos de Enfermedad
Liquenoide Oral (LPO o LLO).
2. Tener suficiente material para realizar el estudio histopatologico e

inmunohistoquimico.

Del mismo modo, los casos fueron eliminados del estudio si presentaban los

siguientes criterios de exclusion:

1. Presencia de displasia epitelial o de carcinoma de células escamosas en
la biopsia diagndstica.

2. Presencia de caracteristicas clinico-patolégicas propias de enfermedad
o lesion de naturaleza distinta a las incluidas en la enfermedad
liquenoide oral (LPO o LLO).

Las 44 biopsias de los casos fueron clasificadas en grupos clinicos en base
al tipo clinico de lesion o lesiones presentes en el momento del diagndstico, y
en grupos histolégicos segun las caracteristicas microscopicas de la biopsia
diagnéstica siguiendo los criterios sefialados por van der Meij y van der Waal 8
para el diagnostico de LPO y LLO (Tabla 3.2).
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Tabla 3.1. Protocolo de valoracién histopatolégica de ELO &'

PROTOCOLO HISTOPATOLOGICO
Unidad POMF // Master Patologia Oral UPV/EHU
Enfermedad Liquenoide Oral (ELO)

Numero de biopsia:

Caracteristicas clinicas de las lesiones:

. Reticular 1
. Atrofico 2
. Erosivo — Ulcerativo 3
. Otros 4

Caracteristicas epiteliales

1. Queratinizacién epitelial
. Paraqueratinizacion 01
. Para y ortoqueratinizacion 01

Alteracion en la queratinizacion

. Hiperparaqueratosis 01 Grado1/2/3
. Hiperortoqueratosis 01 Grado1/2/3
. Granulosis 01 Grado1/2/3
2. Grosor y configuracion epitelial
. Atrofia 01 Grado1/2/3
. Acantosis 01 Grado1/2/3
. Acantolisis 01 Grado1/2/3
. Exocitosis linfocitos 01 Grado1/2/3
. Exocitosis PMN 01 Grado1/2/3

3. Cambios celulares y en unién epitelio-conectivo:

. Células apoptoticas (Civatte) 01 Grado1/2/3
. Degeneracién basal 01 Grado1/2/3
. Banda eosinofilica basal 01 Grado1/2/3

5. Caracteristicas inflamatorias

1.- Infiltrado inflamatorio en banda 01 Grado 1 (focal) /2 (parcial) / 3 (total)

2 .- Infiltrado inflamatorio difuso 01 Grado 1 (focal) /2 (parcial) / 3 (total)

3.- Infiltrado inflamatorio perivascular 01 Grado 1/2/3

4 .- Intensidad del infiltrado Grado 1/2/3

5.- Profundidad del infiltrado 1 (superficial) / 2 (profundo [submucosal])
6.- Linfocitos 01 Grado 1/2/3

7.- Células plasmaticas 01 Grado 1/2/3

8.- PMN 01 Grado 1/2/3

9.- Histiocitos 01 Grado 1/2/3

10.-Mastocitos 01 Grado 1/2/3

Ausencia= 1, Presencia= 0.

Intensidad: 1 = leve, 2 = moderada, 3 = severa.
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Tabla 3.2. Criterios diagnosticos clinicos e histopatoldgicos para el diagnostico

de ELO (LPOy LLO) 8.

Criterios diagnésticos

Criterios clinicos

* Lesiones papulares reticulares blanquecino-grisaceas bilaterales simétricas
* Lesiones ulceradas, erosivas, atroficas, bullosas y en placa (solo consideradas en

presencia de lesiones papulo-reticulares en alguna zona de la mucosa oral).

Criterios histoldgicos
* Presencia de un infiltrado inflamatorio crénico en banda en el corion, principalmente

linfocitario
e Signos de degeneracion de la capa basal epitelial

* Ausencia de displasia epitelial

Diagnostico final de LPO o OLL

Debera realizarse siempre en base a los criterios clinicos e histopatologicos

e El diagnéstico sera de LPO cuando reuna todos los criterios clinicos e
histopatoldgicos anteriores

* El diagnéstico de LLO se utilizara en los siguientes casos:

1. Clinicamente tipico pero histolégicamente solo compatible
2. Histolégicamente tipico pero clinicamente compatible

3. Clinicamente e histolégicamente compatible.

LPO: Liquen plano oral, LLO: Lesion liquenoide oral

Modificado de van der Meij y van der Waal 2003 8,

36



Pacientes, material y métodos

3.1.3. Grupos de estudio
Grupo Clinico 1 (C1)

En este grupo se incluyeron los casos que presentaban unica y
exclusivamente lesiones clinicas orales en forma de papulas blanquecino-

grisaceas reticulares, en el momento del diagndstico clinico-patolégico de ELO.
Grupo Clinico 2 (C2)

En este grupo se incluyeron los casos que ademas de presentar lesiones
orales papulares descritas para el grupo C1, mostraban lesiones atroficas,
erosivas y/o ulcerativas, en el momento del diagndstico clinico-patolégico de
ELO.

Histolégicamente tipico (HT)

En este grupo se incluyeron los casos que presentaban caracteristicas
histopatolégicas consideradas tipicas para el LPO: a) infiltrado inflamatorio
cronico en banda en el corion predominantemente linfocitario y b) signos de

degeneracion de la capa basal del epitelial (Figura 3.1).
Histolégicamente compatible (HC)

En este grupo se incluyeron los casos que no presentaban alguno de los
criterios  histopatolégicos  descritos  anteriormente para el grupo

histolégicamente tipico.

3.2. Materiales

Las biopsias de cada caso fueron orientadas y procesadas siguiendo un
protocolo estandar para el analisis histopatolégico convencional de inclusidon en
parafina y tincion con hematoxilina-eosina, y para el analisis
inmunohistoquimico para valorar la expresion de los anticuerpos COX-2, iNOS,
EGFR, MGMT, MMP-9, CD31, Ki-67 y p53.
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3.3. Métodos

3.3.1. Procedimiento histolégico
Para el analisis histopatolégico de las biopsias se ha seguido un
procedimiento convencional de fijacion, deshidratacion, inclusion en parafina y

tincion con hematoxilina y eosina.

1. Fijacion de las muestras
a. Las biopsias obtenidas han sido fijadas en formol tamponado al
10% al menos durante 24 horas.

2. Deshidratacion de las muestras e inclusion en parafina

a. Se realiza la deshidratacion de las muestras en alcoholes
crecientes, comenzando con 1 bafo de alcohol de 96° durante 30
minutos seguido de 3 bafios de alcoholes absolutos, los primeros
2 de 30 minutos y el ultimo de 1 hora.

b. Se realizan lavados consecutivos en xilol de 15 y 30 minutos que
eliminan el alcohol de la muestra y permiten la penetracion de la
parafina en 2 bafos consecutivos de 30 minutos y una hora. Tras
la inclusion se realiza el molde orientando adecuadamente la

muestra.

3. Tincion con Hematoxilina y Eosina.

a. Se realizan cortes de 5 ym que son montados en portaobjetos
para ser tefiidos con hematoxilina y eosina segun un
procedimiento estandarizado.

b. Eliminacion de la parafina e hidratacion en alcoholes decrecientes
terminando con agua.

c. Tincidon con hematoxilina de Harris durante 5 minutos y posterior
lavado con agua caliente durante 1 minuto.

d. Eliminacion del exceso de hematoxilina con HCI al 0,5% durante
30 segundos y posterior lavado en agua corriente.

e. Tincidbn con eosina al 1% durante 5 minutos. Eliminacién del

exceso de eosina, en agua corriente.
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f. Deshidratacion en alcoholes crecientes.
g. Montaje en medio permanente (Eukitt®), previa eliminacion del

exceso de alcohol con xilol.

3.3.2. Procedimiento inmunohistoquimico

Para el analisis inmunohistoquimico de las biopsias con los distintos
anticuerpos, se ha seguido un procedimiento convencional general con algunas

pequenas modificaciones dependiendo de cada proteina.

a. Desparafinizacion en xilol mediante dos bafios de 10 minutos.

b. Las secciones de parafina de 4um se colocan sobre portaobjetos
para estudio de inmunohistoquimica.

c. Se hidrata en banos de alcohol decreciente y agua corriente.

d. Desenmascaramiento antigénico con calor y presion. Tras
alcanzar una presion uniforme se contabiliza 1 minuto.

e. Inhibicién de la peroxidasa enddgena con 0,03% H202 durante
10 minutos.

f. Incubacién con BSA (A-9647, SIGMA ® Steinheim, Alemania) al
3% durante30 minutos a temperatura ambiente para bloquear los
antigenos inespecificos.

g. Incubacion del anticuerpo primario en camaras de humedad.
Dilucién de los anticuerpos con el diluyente S2022 (DAKO,
Carpinteria, Ca, EEUU). El tipo de anticuerpo, marca comercial,
dilucion y tiempo de incubacion se reflejan en la Tabla 3.3.

h. Revelado del proceso con el sistema de visualizacion Polymer
Detection Kit (Novocastra®, New Castle Upon Tyne, UK).

i. La reaccidon se revela con 3,3’diaminobenzidina-hidrocloridico
(DAB) produciendo un precipitado de color marrén.

j- Contraste de las secciones con hematoxilina de Harris durante 40
segundos y montaje en un medio permanente (Eukitt®).

k. Entre los distintos pasos se realizaron lavados con PBS1X

durante 5 minutos.
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Tabla 3.3. Caracteristicas de los anticuerpos primarios empleados.

Anticuerpo Clon LEIED Dilucién IBT® G
Comercial incubacion
COX-2 Monoclonal SP21 | Novocastra® 1:100 1 hora
. Policlonal RB- Thermo .
iINOS 9242-R7 Scientific® 1:100 1 hora
EGFR Monoclonal 31G7 | Novocastra® Prediluido 1 hora
Monoclonal Thermo .
MGMT MT3.1 Scientific® 1:100 1 hora
Monoclonal Thermo .
MMP-9 15W2 Scientific® 1:100 1 hora
Monoclonal .
CD31 (PCAM-1) 1A10 Novocastra® 1:100 1 hora
Ki-67 Monoclonal Dako® 1:100 1 hora
Mib-1
p53 Monacional Dako® 1:200 1 hora

3.3.3. Valoracioén

Hemos realizado una valoracién cualitativa y semicuantitativa de los
aspectos histologicos e inmunohistoquimicos con un microscopio Olympus®

(BX41), analizando un minimo de 5 campos en cada caso.

La totalidad de las muestras fueron analizadas por tres observadores
independientes utilizando el protocolo mencionado anteriormente y discutiendo

posteriormente para alcanzar un consenso en la valoracion final de cada caso.

3.3.3.1. Valoracion histolégica

Se valoraron las caracteristicas epiteliales e inflamatorias de cada
muestra en un minimo de 5 campos representativos de la lesion. Se tomo en
cuenta la presencia, ausencia y grado de cada caracteristica epitelial e
inflamatoria siguiendo un protocolo establecido previamente (Tabla 3.1). Para

facilitar el analisis estadistico, las variables inicialmente valoradas como nada

40



Pacientes, material y métodos

leve, moderada y severa, fueron finalmente dicotomizadas en dos: nada-leve y

moderado-severo.

3.3.3.2. Valoracion inmunohistoquimica

En todos los casos se realizd una valoracidn semicuantitativa de la
expresion de cada marcador en 5 campos representativos de la lesién,
utiizando el software Soft Imagen System Cell A Olympus® (Munster,
Germany). Para facilitar el analisis estadistico, las variables inicialmente
valoradas como expresion leve, moderada y severa, fueron finalmente
dicotomizadas en dos: expresion leve y sobreexpresion en relacion con los

porcentajes medios de expresion de cada caso.

a. Valoracion inmunohistoquimica de COX-2

Basados en estudios previos #8121 se realizd6 un andlisis
semicuantitativo del porcentaje y patrén de expresion epitelial de COX-2. La
presencia de una tincion marronacea citoplasmatica y/o nuclear clara era un
requisito para ser considerada en el contaje celular. Se consideré expresion
epitelial leve cuando COX-2 se encontraba en <30% de las células vy
sobreexpresion cuando se encontraba en = 30%.

Del mismo modo en relacion con la expresion inflamatoria se considero
expresion leve cuando COX-2 se mostraba en <40% de las células

inflamatorias, y sobreexpresion cuando aparecia en 240% de las células

b. Valoracion inmunohistoquimica de iNOS

Partiendo de estudios anteriores con este anticuerpo ¥, se realizd un
analisis semicuantitativo del porcentaje y patron de la expresion celular epitelial
de iINOS. La presencia de una tincidbn marronacea citoplasmatica y/o nuclear
clara era un requisito para ser considerada en el contaje celular. Se consideré
expresion epitelial leve cuando INOS se encontraba en <30% de células

epiteliales, y sobreexpresion cuando se encontraba en 230% de las células. El
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patron de tincion epitelial fue valorado en citoplasmatico (C), nuclear (N) y
citoplasmatico-nuclear (CN).

En el infiltrado inflamatorio, se valoré unicamente la localizacién de las
células inflamatorias que expresaban iINOS, ya fuera en el conectivo superficial
(Cs) y/o conectivo profundo (Cp).

c. Valoraciéon inmunohistoquimica de EGFR

Basandonos en estudios precedentes '%°, realizamos un andlisis
semicuantitativo del porcentaje y del patron de expresion celular epitelial de
EGFR. La presencia de wuna tincibn marronacea membranosa Yy/o
citoplasmatica clara era un requisito para ser considerada en el contaje celular
Se considerd expresion epitelial leve cuando se reconocia en <40% de las
células, y sobreexpresion cuando se encontraba en 240% de las células. El
patron de expresion celular se valord segun se observo solo en la membrana

(M) y/o en el citoplasma (MC).
d. Valoraciéon inmunohistoquimica de MGMT

Nuestro grupo ha realizado estudios previos con este anticuerpo que nos
han servido de guia para realizar la valoracién ®. Se realizé un analisis
semicuantitativo del porcentaje celular, del patrén y la localizacion de la
expresion epitelial de MGMT. La presencia de una tincidbn marronacea
citoplasmatica y/o nuclear clara era un requisito para ser considerada en el
contaje celular. Se consider6 expresion leve cuando MGMT se encontraba en
<10% de las células, y sobreexpresion cuando se encontraba en 210% de las
células epiteliales. El patron de expresion celular epitelial fue valorado en

expresion nuclear (N) y citoplasmatica (C).

La intensidad de la expresion epitelial, asi como la expresion en las

células inflamatorias de este marcador no fue valorada.
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e. Valoracion inmunohistoquimica de MMP-9
Basados en estudios previos *''% hemos realizado una leve
modificacion para el analisis semicuantitativo del porcentaje y patrén de
expresion celular epitelial de MMP-9. La presencia de una tincion marronacea
citoplasmatica y/o nuclear clara era un requisito para ser considerada en el
contaje celular. Se considero expresion epitelial leve cuando MMP-9 se
reconocia en <15% de las células, y sobreexpresion cuando se encontraba
215% de las células. El patron de expresion fue valorado en citoplasmatico (C)
o citoplasmatico y nuclear (CN). No se valoro la expresion en el infiltrado

inflamatorio

f. Valoracion inmunohistoquimica de CD31

Siguiendo estudios anteriores °"'"

, se realizd un contaje de vasos
positivos para CD31 en 5 campos representativos de la muestra a un aumento
de 200x (objetivo 20x y ocular 10x), para posteriormente obtener la media de
vasos positivos. Se consider6 como expresion positiva la existencia de
cualquier estructura vascular y/o conjunto de células endoteliales con
expresion, sin importar la intensidad. No obstante, una tincion marronacea clara
era requisito para ser considerada en el contaje celular. La microdensidad
vascular (MDV) se expres6 como la media de vasos positivos para cada caso.
Se considerdé una MDV leve cuando las estructuras vasculares positivas eran
<5 y alta cuando eran 25 (Tabla 3.9). Se valor6 ademas la presencia o
ausencia de grupos de células endoteliales CD31 positivas, que fueron
interpretadas como vasos en neoformacion aunque la luz vascular no fuera

reconocida todavia.

g. Valoraciéon inmunohistoquimica de p53

Basandonos en diferentes estudios "280:186.189

, se realizé un analisis del
porcentaje celular y de la localizacion de la expresion epitelial de p53, sin tomar
en consideracion la intensidad. No obstante, una tincion marronacea clara era

requisito para ser considerada en el contaje celular. Se considero expresion
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leve cuando existia expresion en menos del 10% de las células y

sobreexpresion cuando aparecia en 210% de las células.

La localizacion de la expresion se evalué como: basal cuando estaba
confinada al nucleo de las células de las capas basales (12 a 3% capas), y
suprasabal cuando la expresion se encontraba en células de capas superiores

a la 32 capa epitelial.

h. Valoracién inmunohistoquimica de Ki-67

Siguiendo estudios precedentes ’*7"186

, se realizd el analisis de la
localizacion de la expresion epitelial de Ki-67, sin tomar en consideracion la
intensidad. No obstante, una tincion marronacea clara era requisito para ser
considerada en el contaje celular. Se considero expresion leve cuando existia
expresion en menos del 10% de las células y positiva cuando era en 210% de
las células.

La localizacion se evalu6 como: basal cuando la expresion estaba
confinada a las células de la capa basal (12 a 32 capas), y suprasabal cuando la

expresion se encontraba en las células capas superiores de la 3% capa epitelial.

3.3.4. Analisis estadistico

Con todos los datos obtenidos, se realizd un analisis estadistico
descriptivo y comparativo, utilizando la aplicacion informatica SPSS® version
15.0 (SPSS Inc., Chicago, ILL, EEUU).

Las variables continuas se describen como medias, porcentajes y
rangos. Las variables categoricas se describen en numeros absolutos y
porcentajes.

El contraste de asociacion de las variables categédricas se efectuo
mediante la prueba de x* de Pearson, y cuando las frecuencias esperadas eran

inferiores a 5 se utiliz6 el test exacto de Fischer.
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3.3.5. Busqueda bibliografica

Se realiz6 una busqueda bibliografica en las principales bases
bibliograficas y bibliotecas virtuales disponibles en Internet, como Medline,
National Library of Medicine (Pubmed) o Scielo con las palabras claves:
enfermedad liquenoide oral, liquen plano, lesion liquenoide, carcinogénesis
oral, COX-2, iNOS, EFGR, MGMT, MMP-9, CD31, p53 y Ki-67.

A partir de estas busquedas se obtuvieron mas de 1500 referencias
bibliograficas recientes, de las cuales se seleccionaron las directamente
relacionadas con este trabajo. Para la ordenacion de la bibliografia en este
trabajo hemos utilizado el sistema Reference Manager Professional Edition
Version 11© 2000, empleando el formato Vancouver.
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4. RESULTADOS

4.1. Aspectos Clinicos Generales

Se han estudiado las biopsias de 44 pacientes con ELO, de los cuales
30 (68,2%) eran mujeres y 14 (31,2%) hombres, con una media de edad de
56,4 afos, en un rango entre 31y 81 afios.

La localizacion de las muestras fue de 31 casos en la mucosa yugal
(MY) (70,5%), 5 en la lengua (11,4%), 5 en la encia (11,4%) y 3 en el labio
(6,8%). Estas tres ultimas localizaciones fueron agrupas en un uUnico grupo

denominado “otras localizaciones” (OL) con13 casos (29,5%) (Figura 4.1).

3;7%
5;11% O Mucosa yugal
E Lengua
O Encia
5;11% O Labio

31, 71%

Figura 4.1. Localizacion de las muestras de ELO sometidas a biopsia

4.2. Aspectos histopatolégicos generales

En relacibn con las caracteristicas epiteliales se reconocio
paraqueratosis en 20 casos (45,5%) y para y ortoqueratosis en 24 (54,5%).

No existia hiperqueratosis o fue leve en 27 casos (61,4%) y era
moderada-severa en 17 (38,6%).

No se reconocia atrofia o fue leve en 33 casos (75%) y era moderada-

severa en 11 (25%).
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No constatamos alargamiento de las crestas epiteliales o era leve en 32
casos (72,7%) y moderada-severa en 12 (27,3%).

Se apreciaron disqueratinocitos (Civatte) en el epitelio en 17 casos
(38,6%).

Se reconocié degeneracion de queratinocitos de la capa basal en 41

casos (93,2%) (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Frecuencias de las principales caracteristicas epiteliales de las
biopsias de ELO

En relacién a las caracteristicas del componente inflamatorio, se
reconocié un infiltrado inflamatorio leve en 27 casos (61,4%) y moderado-
severo en 17 (38,6%). Se observo presencia leve de linfocitos y plasmaticas en
12 (27,3%) y 33 (75%) casos respectivamente, y fue moderada-severa en 32

(72,7%) y 11 (25%) casos respectivamente.
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Se constato la existencia de un infiltrado inflamatorio en banda en 34

casos (77,3%), y un infiltrado perivascular en 6 casos (13,6%).

La localizacion del infiltrado fue superficial en 22 casos (50%) y profundo
en los 22 restantes (50%) (Figura 4.4).
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Figura 4.3. Frecuencias de las principales caracteristicas del infiltrado

inflamatorio en las biopsias de ELO

4.3. Grupos clinicos

Grupo Clinico C1

Este grupo, constituido por los casos que presentaban unicamente
lesiones papulo-reticulares blanquecinas (Figura 4.4), estaba compuesto por
26 pacientes (59,1%), con una media de edad de 55,6 afios en un rango de 31
a 82 afos. De los 26 pacientes 17 eran mujeres (65,4%) y 9 hombres (34,6%).
La localizacién de las biopsias en estos pacientes fue de 17 casos en MY
(65,4%)y 9 en OL (34,6%) (Figura 4.5).
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Figura 4.4. Lesiones papulo-reticulares blancas un caso correspondiente al
grupo C1

O Hombre
O Mujer

O Mucosa yugal

M Otras localizaciones

Numero casos

Figura 4.5. Frecuencias en funcion del sexo y la localizacion de la biopsia en el
grupo C1

Caracteristicas epiteliales
Se reconocié paraqueratosis en 10 casos (38,5%) y para-ortoqueratosis
en 16 (61.5%). No encontramos hiperqueratosis o fue leve en 12 casos (46,2%)

y moderada-severa en 14 (53,8%), sin atrofia o leve en 18 casos (69,2%) y

moderada-severa en 8 (30,8%).
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No existia alargamiento de las crestas epiteliales o era leve en 18 casos
(69,2%) y moderado-severo en 8 (30,8%).

Se constato la presencia de disqueratinocitos (cuerpos de Civatte) en 17
casos (65,4%) y degeneracion de la capa basal en 9 (34,6%).

Caracteristicas inflamatorias

Se reconocio un infiltrado inflamatorio leve en 17 casos (65,4%) y
moderado-severo en 9 (34,6%). Se reconocié una presencia de linfocitos leve
en 8 casos (30,8%) y moderada-severa en 18 (69,2%). Se aprecio presencia
plasmocitaria leve en 20 casos (76,9%) y moderada-severa en 6 (23,1%).

En 22 casos (84,6%) se observé un infiltrado inflamatorio con disposicion
en banda. Solo en 2 casos (7,7%) se observé inflamacién perivascular. En 14
casos (53,8%) el infiltrado era superficial, mientras que en los 12 restantes
(46,2%) era profundo.

Grupo Clinico C2

Este grupo, constituido por los casos que presentaban lesiones papulo-
reticulares blancas junto a otras lesiones atréficas, erosivas y/o ulcerativas
(Figura 4.6), estaba compuesto por 18 pacientes (40,9%), con una media de
edad de 57,6 anos en un rango de 32 a 81 anos. De los 18 pacientes 13 eran
mujeres (72,2%) y 5 hombres (27,8%).

La localizacion de las biopsias en estos pacientes fue de 14 casos en
MY (77,8%)y 4 en OL (22,2%) (Figura 4.7).
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Figura 4.6. Lesiones atréficas y erosivas en un caso correspondiente al grupo
C2
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Figura 4.7. Frecuencias en funcion del sexo y la localizacion de la biopsia en el
grupo C2

Caracteristicas epiteliales

Se reconocié paraqueratosis en 10 casos (55,6%) y para-ortoqueratosis
en 8 (44.4%), nada o leve hiperqueratosis en 15 casos (83,3%) y moderada-
severa en 3 (16,7%), sin atrofia o leve en 15 casos (83,3%) y moderada-severa
en 3 (16,7%). No existia alargamiento de crestas epiteliales o era leve en 14

casos (77,8%) y moderado-severo en 4 (22,2%). Se constaté la presencia de
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disqueratinocitos (cuerpos de Civatte) en 10 (55,6%) casos y de degeneracién

celular en la capa basal en 16 (88,9%).

Caracteristicas inflamatorias

Se reconocio un infiltrado inflamatorio leve en 10 casos (55,6%) y
moderado-severo en 8 (44,4%). Se reconocié una presencia de linfocitos leve
en 4 casos (22,2%) y moderada-severa en 14 (77,2%). Se aprecid una
presencia plasmocitaria leve en 13 casos (72,2%) y moderada-severa en 5
(27,8%).

En 12 casos (66,7%) se observé un infiltrado inflamatorio con disposicion
en banda y en 4 casos (22,2%) se reconoci6 inflamacion perivascular. En 8
casos (44,4%) el infiltrado inflamatorio era superficial mientras que en los 10

restantes (55,6%) era profundo.

Analisis histopatolégico comparativo entre los grupos C1y C2

Al comparar las caracteristicas epiteliales entre los grupos clinicos solo
se reconocieron diferencias significativas en relacion con la intensidad de la
hiperqueratosis. Se observé un mayor niumero de casos con hiperqueratosis
moderada-severa en el grupo C1 (53,8%) comparado con el grupo C2 (16,7%)
(p=0.013).

No se apreciaron diferencias estadisticamente significativas en el resto
de las caracteristicas epiteliales ni en las del infiltrado inflamatorio (p>0.05)
(Tabla 4.1)
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Tabla 4.1. Caracteristicas histologicas en los diferentes grupos clinicos

Grupos clinicos de ELO
C1 (%) C2 (%) p
Paraqueratosis 10 (38,5) 10 (55,6) 50,05
Para-Ortoqueratosis 16 (61,5) 8 (44,4)
Hiperqueratosis 14 (53,8) 3 (16,7) 0.013
Atrofia 8 (30,8) 3(16,7)
Alargamiento crestas 8 (30,8) 4(22,2)
Disqueratosis (Civatte) 17 (65,4) 10 (55,6)
Degeneracién de capa basal 25 (96,2) 16 (88,9)
Inflamacidon 9 (34,6) 8 (44,4)
Linfocitos 18 (69,2) 14 (77,8) >0,05
Células plasmaticas 6 (23,1) 5 (27,8)
Inflamacién en banda 22 (84,6) 12 (66,7)
Inflamacién perivascular 2(7,7) 4(22,2)
Inflamacién superficial 14 (53,8) 8 (44,4)
Inflamacién profunda 12 (46,2) 10 (55,6)

C1: Lesiones Unicamente papulo-reticulares blancas.

C2: Lesiones papulo-reticulares blancas asociadas a otras lesiones (atroficas, erosivas y/o ulcerativas).

4.4. Grupos histolégicos

Grupo HT

Este grupo estaba constituido por los casos que mostraban en la biopsia
un infiltrado inflamatorio crénico principalmente linfocitario en el corion con una
disposicion en banda y signos de degeneracion de la capa basal epitelial
(figura 4.8). Este grupo estaba compuesto por 23 pacientes (52,3%), con una
media de edad de 56,1 afios en un rango de 31 a 82 anos. En relacion con el
género, 15 eran mujeres (65,2%) y 8 hombres (34,8%). La localizacion de las
biopsias en estos pacientes fue de 19 casos en MY (82,6%) y 4 en OL
(17,4%) (Figura 4.9).
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Figura 4.8. Casos del grupo HT donde se reconoce la presencia de un
infiltrado crénico linfocitario “en banda” (a) (20x) y (b) (40x) y la degeneracion
de capa basal de queratinocitos (c) (20x) y (d) (40x).
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Figura 4.9. Frecuencias en funcion del sexo y de la localizacién de la biopsia
en el grupo HT
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Caracteristicas epiteliales

Se reconocio paraqueratosis en 6 casos (26,1%) y para-ortoqueratosis
en 17 (73,9%). No existia hiperqueratosis o era leve en 13 casos (56,5%) y
moderada-severa en 10 (43,5%). No habia atrofia o era leve en 16 casos
(69,6%) y moderada-severa en 7 (30,74%). No se existia o habia leve
alargamiento de las crestas epiteliales en 19 casos (82,6%) y moderado-severo
en 4 (17,4%).

Se constato la presencia de disqueratinocitos (cuerpos de Civatte) en 13
casos (56,5%) y degeneracion de la capa basal en los 23 casos (100%) ya que

era una caracteristica definitoria de este grupo.

Caracteristicas inflamatorias

Se observd un infiltrado inflamatorio leve en 12 casos (52,2%) y
moderado-severo en 11 (47,8%). Se reconocié una presencia linfocitaria leve
en 2 casos (8,7%) y moderada-severa en 21 (91,3%), y presencia plasmocitaria
leve en 17 casos (73,9%) y moderada-severa en 6 (27,1%). En los 23 casos
(100%) se constato la presencia de un infiltrado inflamatorio en banda y en
ningun caso se observé inflamacion perivascular. En 14 casos (60,9%) el

infiltrado era superficial, en los 9 restantes (39,1%) era profundo.

Grupo HC

Este grupo estaba constituido por los casos que en la biopsia no
presentaban al menos una de las caracteristicas definidas para el grupo HT
(figura 4.10), y estaba compuesto por 21 pacientes (47,7%), con una media de
edad de 56,8 afos en un rango de 32 a 76 afnos. En relacion con el género, 15
eran mujeres (71,4%) y 6 hombres (28,6%). La localizacion de las biopsias en
estos pacientes fue de 12 casos en MY (57,1%) y 9 en OL (42,9%) (Figura
4.11).
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Figura 4.10. Casos correspondientes al grupo HC con ausencia tanto de
infiltrado inflamatorio en banda como de signos de degeneracion de la capa
basal (a) (20x). Presencia de foliculos germinales linfocitarios (b) (20x) e

infiltrado inflamatorio profundo, discontinuo y difuso (c) (4x).
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Figura 4.11. Frecuencias en funcion del sexo y de la localizacion de la biopsia
en el grupo HC
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Caracteristicas epiteliales

Se reconocid paraqueratosis en 14 casos (66,7%) y para-ortoqueratosis
en 7 (33,3%). No existia hiperqueratosis o era leve en 14 casos (66,7%) y
moderada-severa en 7 (33,3%). No habia atrofia o era leve en 17 casos (81%)
y moderada-severa en 4 (19%). No existia o habia leve alargamiento de las
crestas epiteliales en 13 casos (61,9%) y moderado-severo en 8 (38,1%).

Se constato la presencia de disqueratinocitos (cuerpos de Civatte) en 14
casos (66,7%) y degeneracion de la capa basal en 18 casos (85,7%).

Caracteristicas inflamatorias

Se observd un infiltrado inflamatorio leve en 15 casos (71,4%) y
moderado-severo en 6 (28,6%). Se reconocié una presencia linfocitaria leve en
10 casos (47,6%) y moderada-severa en 11 (52,4%), y presencia plasmocitaria
leve en 16 casos (76,2%) y moderada-severa en 5 (23,8%).

En 11 casos (52,4%) se observé infiltrado inflamatorio en banda y en 6
casos (28,6%) se observo inflamacion perivascular. En 8 casos (38,1%) el

infiltrado era superficial, en los 13 restantes (61,9%) alcanzaba la submucosa.

Analisis histolégico comparativo entre los grupos HT y HC

Al comparar las caracteristicas epiteliales entre los grupos histologicos,
solo encontramos diferencias significativas en relacion al tipo de
queratinizacién presente en el epitelio. Ambos tipos de queratinizacion para y
ortoqueratina fueron mas frecuentes en el grupo HC (73,9%) comparado con el
grupo HT (33,3%) (p=0,007). Aunque la presencia de degeneracion basal no
fue considerada en el anadlisis comparativo por ser una caracteristica de
inclusién en el grupo HT, ésta caracteristica estuvo presente en el 85,7% de los

casos del grupo HC.
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El resto de caracteristicas epiteliales no mostraron diferencias
significativas (p>0,05) (Tabla 4.2).

Al comparar las caracteristicas del infiltrado inflamatorio de ambos
grupos histolégicos observamos diferencias significativas en relacion con la
presencia de linfocitos y de inflamacion perivascular. En el grupo HT la
presencia de linfocitos era mayor (91,3%) comparado con del HC (52,4%)
(p=0,004). La inflamacion perivascular solo estuvo presente en un 28,6% de los
casos, todos pertenecientes al grupo HC (p=0,008) (Tabla 4.2).

En relacién con la presencia de una inflamacién en banda, aunque no
fue considerada en el estudio comparativo por ser un criterio de inclusion para
el grupo HT, en el grupo HC solo estuvo presente en 52,4% de los casos. El
resto de caracteristicas del infiltrado inflamatorio no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos histologicos (p>0,05). (Tabla
4.2).

Tabla 4.1. Caracteristicas histolégicas en los diferentes grupos clinicos

Grupos histolégicos de ELO

HT (%) HC (%) P
Paraqueratosis 6 (26,1) 14 (66,7) 0,007
Para-Ortoqueratosis 17 (73,9) 7 (33,3)
Hiperqueratosis 10 (43,5) 7 (33,3)
Atrofia 7 (30,4) 4 (19)
Alargamiento crestas 4(17,4) 8 (38,1) 20,05
Disqueratosis (Civatte) 13 (56,5) 14 (66,7)
Degeneracion de capa basal 23 (100) 18 (85,7)
Inflamacidén 11 (47,) 6 (28,6)
Linfocitos 21 (91,3) 11 (52,4) 0,004
Células plasmaticas 6 (26,1) 5(23,8) >0,05
Inflamaciéon en banda 23 (100) 11(52,4) <0,000*
Inflamacién perivascular 0 (0) 6 (28,6) 0,008
Inflamacién superficial 14 (60,9) 8 (38,1) ~0,05
Inflamacion profunda 9 (39,1) 13 (61,9)

* Criterio caracteristico del grupo HT.
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4.5. Expresion de COX-2

Expresion epitelial

Controles

Los controles de mucosa sin alteraciones no mostraron expresion
epitelial de COX-2. Por el contrario, los controles positivos correspondientes a
COCE, mostraban una expresion citoplasmatica granular difusa y perinuclear

intensa en las células neoplasicas.

Casos

En todos los casos de ELO se reconocio expresion de COX-2 en las
células de las capas basales, parabasales y espinosa del epitelio mucoso,
mostrando un patrén citoplasmatico granular difuso en todos los casos, y

perinuclear intenso en 17 (38,6%).

Se reconocié sobreexpresion epitelial (230% células) en 24 casos
(54.5%), y expresion leve (<30% células) en 20 (45,5%). Todos los casos con
sobreexpresion epitelial involucraban las capas basales y suprabasales, y en
17 de estos casos (70,8%), la expresidon se extendia hasta la capa espinosa y

granulosa (Figura 4.6.1).
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Figura 4.6.1. Expresion epitelial de COX-2 en casos de ELO. Caso HT con
expresion leve mostrando un patrén citoplasmatico difuso (a y b) (20x y 40x).
Caso HC con sobreexpresion mostrando expresion citoplasmatica granular y

perinuclear intensa (c y d) (20x y 40x).
Analisis comparativo
De los 24 casos que mostraban sobreexpresion epitelial de COX-2, 13
casos (54,2%) correspondian al grupo C1 y 11 al grupo C2 (45,8%). No se
encontraron diferencias significativas en relacién con los grupos clinicos
(p>0,05).
En relacion con los grupos histolégicos, 9 casos (37,5%) correspondian

al grupo HT y 15 al grupo HC (62,5%) (p=0,032) (Tabla 4.6.1).
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Tabla 4.6.1. Sobreexpresion epitelial de COX-2 en relacién a los grupos

clinicos e histologicos de ELO

Sobreexpresion epitelial P
de COX-2 (%)
Grupo C1 13 (54,2)
>0,05
Grupo C2 11 (45,8)
Grupo HT 9 (37,5)
0,032
Grupo HC 15 (62,5)

C1: Lesiones Unicamente papulo-reticulares blancas.

C2: Lesiones papulo-reticulares blancas asociadas a otras lesiones (atréficas, erosivas y/o ulcerativas).
HT: Histolégicamente tipicas de LPO

HC: Histolégicamente compatibles de LPO

Al comparar las caracteristicas histologicas de los casos con y sin
sobreexpresion de COX-2, no se reconocieron diferencias significativas
(p>0,05) (Tabla 4.6.2).

Tabla 4.6.2. Caracteristicas histoldgicas de los casos con y sin sobreexpresion
epitelial de COX-2

Sobreexpresion epitelial de COX-2
NO (%) Sl (%) p
Paraqueratosis 7 (35) 13 (54,2)
Para-Ortoqueratosis 13 (65) 11 (45,8)
Hiperqueratosis 10 (50) 7(29,2)
Atrofia 7 (35) 4 (16,7)
Alargamiento crestas 5 (25) 7 (29,2)
Disqueratosis (Civatte) 11 (55) 16 (66,7)
Degeneracion de capa basal 20 (100) 21 (87,5) 5005
Inflamacion 8 (40) 9 (37,5)
Linfocitos 16 (80) 16 (66,7)
Células plasmaticas 6 (30) 5 (20,8)
Inflamacion en banda 17 (85) 17 (70,8)
Inflamacioén perivascular 1(5) 5(20,8)
Inflamacion superficial 9 (45) 13 (54,2)
Inflamacion profunda 11 (55) 11 (45,8)
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Al analizar las caracteristicas histologicas de los casos que presentaban
sobreexpresion en relacion a los distintos grupos clinicos e histologicos, se
observo que de los 13 casos con paraqueratinizacion, 11 (73,3%) pertenecian
al grupo HC (p=0,03) (Tabla 4.6.3). Aunque en el grado de hiperqueratosis
existia una notoria diferencia en los porcentajes, no era estadisticamente

significativa, probablemente debido al bajo numero de casos.

En 5 de los casos (83,3%) que mostraron inflamacion perivascular, se
reconocio sobreexpresion epitelial de COX-2, y todos ellos pertenecian al grupo
HC. No obstante, debido al bajo numero de casos no lo consideramos

estadisticamente representativo.
En el resto de caracteristicas histoldgicas no se apreciaron diferencias

significativas en relacion a los diferentes grupos clinicos y/o histolégicos
(p>0,05) (Tabla 4.6.3).
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Tabla 4.6.3. Caracteristicas histologicas de los casos de ELO con

sobreexpresion de COX-2 en relacion a los diferentes grupos clinicos e

histologicos
Sobreexpresion epitelial de COX-2

cien [cael | o [ urew [He@l | o |
Paraqueratosis 6 (46,2) 7 (53,8) 20,05 2 (22,2) 11 (73,3) 0,03
Para-Ortoqueratosis 7 (63,6) 4 (36,4) 7(77,8) 4 (26,6)
Hiperqueratosis 6 (46,2) 19,1 0,07 3(33,3) 4 (26,7)
Atrofia 2 (15,4) 2(18,2) 1(11,1) 3 (20)
Alargamiento crestas 5 (38,5) 2 (18,2) 1(11,1) 6 (40) >0,05
Disqueratosis (Civatte) 10 (76,9) | 6 (54,5) 5(55,6) | 11(73,3)
Degeneracién de capa basal 12 (92,3) | 9(81,8) 9 (100) 12 (80)
Inflamacion 5(38,5) 4 (36,4) 5 (55,6) 4 (22,7) 0,02
Linfocitos 9 (69,2) 7 (63,6) >0,05 8 (88,9) 8 (53,3)
Células plasmaticas 3(23,1) 2 (18,2) 2(22,2) 3 (20)
Inflamacidn en banda 10(76,9) | 7(63,3) 9 (100) 8 (53,3) ~0,05
Inflamacién perivascular 2 (15,4) 3 (27,3) 0 (0) 5(33,3)
Inflamacién superficial 7 (53,8) 6 (54,5) 6 (66,7) 7 (43,7)
Inflamacién profunda 6 (46,2) 5 (45,5) 3 (33,3) 8 (53,3)

* Criterio caracteristico del grupo HT

C1: Lesiones Unicamente papulo-reticulares blancas.

C2: Lesiones papulo-reticulares blancas asociadas a otras lesiones (atréficas, erosivas y/o ulcerativas).
HT: Histologicamente tipicas de LPO

HC: Histolégicamente compatibles de LPO

Expresion inflamatoria

Controles

Dado que en los controles de mucosa sin alteraciones el infiltrado
inflamatorio era inexistente, no se observé expresion de COX-2. Por el
contrario, las células del infiltrado inflamatorio asociado al COCE mostraron un

patron de expresion citoplasmatico granular.
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Casos

Se reconocid expresion de COX-2 en las células inflamatorias
mononucleares en los 44 casos de ELO, mostrando un patrén citoplasmatico
granular difuso (Figura 4.6.3).

Se reconocié sobreexpresion inflamatoria (240% células) en 14 casos
(31,8%), y expresion leve (<40% células) en 30 casos (68,2%) (Figura 4.6.3).
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Figura 4.6.3. Expresion de COX-2 en células mononucleares del infiltrado
inflamatorio mostrando un patrén citoplasmatico granular intenso (a y b) (40x);
Expresion inflamatoria leve en un caso HT (c) y sobreexpresion en un caso HC

(d) (20x).
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Analisis comparativo

De los 24 casos que mostraban sobreexpresion de COX-2 en el infiltrado
inflamatorio, 6 casos (42,9%) correspondian al grupo C1 y 8 al grupo C2
(57,1%). No se encontraron diferencias significativas en relacion con los grupos
clinicos (p>0,05). En relacion con los grupos histologicos, 4 casos (28,6%)
correspondian al grupo HT y 10 al grupo HC (71,4%) (p=0,032) (Tabla 4.6.4).

Tabla 4.6.4. Sobreexpresion epitelial de COX-2 en relacion a los grupos

clinicos e histoldgicos de ELO

Sobreexpresion inflamatoria de P
COX-2 (%)
Grupo C1 6 (42,9)
>0,05
Grupo C2 8 (57,1)
Grupo HT 4 (28,6)
0,032
Grupo HC 10 (71,4)

C1: Lesiones Unicamente papulo-reticulares blancas.

C2: Lesiones papulo-reticulares blancas asociadas a otras lesiones (atroficas, erosivas y/o ulcerativas).
HT: Histologicamente tipicas de LPO

HC: Histolégicamente compatibles de LPO

Al comparar las caracteristicas histologicas de los casos que mostraron
sobreexpresion inflamatoria de COX-2 observamos diferencias significativas en
relacion al tipo de queratinizacién y la presencia de hiperqueratosis. Se
reconocio paraqueratosis en 10 casos (71,4%) con sobreexpresion y en 10 sin
sobreexpresion (33,3%) (p=0,018). Se reconocié hiperqueratosis solo en 1
caso (7,1%) que mostraba sobreexpresion inflamatoria frente a 16 casos sin
sobreexpresion (53,3%) (p=00,3) (Tabla 4.6.5).
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Tabla 4.6.5. Caracteristicas histologicas de los casos que mostraban
sobreexpresion inflamatoria de COX-2

Sobreexpresion inflamatoria de COX-2 en ELO
NO (%) Sl (%) P
Paraqueratosis 10 (33,3) 10 (71,4) 0,018
Para-Ortoqueratosis 20 (66,7) 4 (28,6)
Hiperqueratosis 16 (53,3) 1(7,1) 0,003
Atrofia 10 (33,3) 1(7,1)
Alargamiento crestas 6 (20) 6 (42,9)
Disqueratosis (Civatte) 17 (56,7) 10 (71,4)
Degeneracién de capa basal 29 (96,7) 12 (85,7)
Inflamacién 9 (30) 8 (57,1)
Linfocitos 23 (76,7) 9 (64,3) >0,05
Células plasmaticas 6 (20) 5 (35,7)
Inflamacién en banda 23 (76,7) 11 (78,6)
Inflamacién perivascular 3 (10) 3(21,4)
Inflamacién superficial 17 (56,7) 5(35,7)
Inflamacién profunda 13 (43,3) 9 (64,3)

Al analizar las caracteristicas histolégicas de los casos que presentaban
sobreexpresion inflamatoria y su relacién con los distintos grupos clinicos e
histolégicos, hemos observado diferencias significativas en relacion con la
profundidad del infiltrado inflamatorio. De los 9 casos que mostraron
sobreexpresion inflamatoria e inflamacion profunda, 6 correspondian al grupo
C1(66,6%) y 3 al grupo C2 (33,4%) (p=0,03) (Tabla 4.6.6).

En algunas de las caracteristicas histologicas restantes, aunque si se
observaron diferencias en los porcentajes, no fueron estadisticamente
significativos en relacion con los grupos clinicos ni histolégicos de ELO
(p>0,05), probablemente debido al bajo numeros de casos en cada apartado
(Tabla 4.6.6).
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Tabla 4.6.3. Caracteristicas histologicas de los casos de ELO con
sobreexpresion de COX-2 en relacion a los diferentes grupos clinicos e

histologicos

Sobreexpresion inflamatorio de COX-2 en ELO
cien 20 | p [ urew [HEED | p |
Paraqueratosis 4 (66,7) 6 (75) 2 (50) 8 (80)
Para-Ortoqueratosis 2 (33,3) 2 (25) 2 (50) 2 (20)
Hiperqueratosis 1(16,7) 0 (0) 0 (0) 1(10)
Atrofia 1(16,7) 0(0) 0(0) 1(10) >0,05
Alargamiento crestas 4 (66,7) 2 (25,5) 2 (50) 4 (40)
Disqueratosis (Civatte) 4 (66,7) 6 (75) 20,05 3 (75) 7 (70)
Degeneracién de capa basal 6 (100) 6 (75) 4 (100) 8 (80)
Inflamacion 4 (66,7) 4 (50) 4 (100) 4 (40) 0,08
Linfocitos 4 (66,7) 5(62,5) 4 (100) 5 (50) 0,07
Células plasmaticas 3 (50) 2 (25) 2 (50) 3 (30)
Inflamacién en banda 5 (83,3) 6 (75) 4 (100) 7 (70)
Inflamacién perivascular 1(16,7) 2 (25) 0 (0) 3 (30) >0,05
Inflamacién superficial 0 (0) 5 (62,5) 0,03 2 (50) 3 (30)
Inflamacién profunda 6 (100) 3 (37,5) 2 (50) 7 (70)

C1: Lesiones Unicamente papulo-reticulares blancas.

C2: Lesiones papulo-reticulares blancas asociadas a otras lesiones (atroficas, erosivas y/o ulcerativas).
HT: Histologicamente tipicas de LPO

HC: Histolégicamente compatibles de LPO
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4.6. Expresion de iNOS

Expresion epitelial

Controles

Los controles de mucosa sin alteraciones no mostraron expresion
epitelial de INOS. Por el contrario, los controles de COCE, mostraban expresion

epitelial con un patron membranoso, citoplasmatico y nuclear.

Casos

Se reconocid expresion epitelial de INOS en 42 casos (95,5%) y en 2
(4,5%) la expresion fue negativa.

La expresion en el epitelio mucoso se observo en las células epiteliales
de las capas basal, parabasal y espinosa, con un patron de expresion
citoplasmatico y nuclear en 20 casos (47,6%) y en 22 casos (52,4%) también

membranoso (Figura 4.7.1).
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Figura 4.7.1. Expresion epitelial de INOS mostrando un patron citoplasmatico-

nuclear (a) y citoplasmatico-nuclear y membranoso (b) (40x).
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Se reconocié sobreexpresion epitelial de INOS (230% células) en 30
casos (71.4%), y expresion leve (<30% células) en los 12 restantes (28,6%)
(Figura 4.7.2).
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Figura 4.7.2.- Expresion epitelial de iNOS. Expresion epitelial leve en caso HT

(a) y sobreexpresion en un caso HC (b) (20x).

Analisis comparativo

De los 30 casos que presentaban sobreexpresion epitelial de iINOS, 16
correspondian al grupo C1 (53,3%) y 14 al grupo C2 (46,7%) (p>0,05).
Respecto a los grupos histolégicos, 11 casos (36,7%) correspondian al grupo
HT y 19 al grupo HC (63,3%) (p=0,002) (Tabla 4.7.1).

Al comparar las caracteristicas histologicas de los casos que mostraron
sobreexpresion epitelial de INOS, so6lo hemos encontrado diferencias
significativas en relacion a la profundidad del infiltrado inflamatorio. Se observo
que 19 casos (63,3%) con sobreexpresion epitelial de INOS presentaban un
infiltrado inflamatorio profundo, a diferencia de solo 3 casos (21,4%) en el

grupo con expresion leve (p=0,010) (Tabla 4.7.2).
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Tabla 4.7.1. Sobreexpresion epitelial de INOS en funcién de los grupos clinicos

e histoldgicos de ELO

Sobreexpresion epitelial de P
iNOS
Grupo C1 16 (53,3%)
>0,05
Grupo C2 14 (46,7%)
Grupo HT 11 (36,7%)
0,002
Grupo HC 19 (63,3%)

C1: Lesiones Unicamente papulo-reticulares blancas.

C2: Lesiones papulo-reticulares blancas asociadas a otras lesiones (atroficas, erosivas y/o ulcerativas).
HT: Histologicamente tipicas de LPO

HC: Histolégicamente compatibles de LPO

Tabla 4.7.2. Caracteristicas histolégicas de los casos que mostraban

sobreexpresion epitelial de INOS

Sobreexpresion epitelial de INOS

NO (%) Sl (%) p
Paraqueratosis 6 (42,9) 14 (46,7)
Para-Ortoqueratosis 8 (57,1) 16 (53,3)
Hiperqueratosis 5(35,7) 12 (40)
Atrofia 4 (28,6) 7 (23,3)
Alargamiento crestas 1(7,1) 11 (36,7)
Disqueratosis (Civatte) 8 (57,1) 19 (63,3) ~0,05
Degeneracion de capa basal 14 (100) 27 (90)
Inflamacion 6 (42,9) 11 (36,7)
Linfocitos 11 (78,6) 21 (70)
Células plasmaticas 2 (14,3) 9 (30)
Inflamacién en banda 13 (92,9) 21 (70)
Inflamacioén perivascular 1(7,1) 5(16,7)
Inflamacioén superficial 11 (78,6) 11 (36,7) 0.01
Inflamacién profunda 3(21,4) 19 (63,3)
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Al analizar las caracteristicas histologicas en los casos que presentaban
sobreexpresion epitelial de iINOS y su relacion con los distintos grupos clinicos
e histologicos sélo hemos observado diferencias significativas en relacion al
tipo de queratinizacion. Se reconocio paraqueratinizacion en 13 casos (68,4%)
con sobreexpresion del grupo HC, frente a solo 1 del grupo HT (9,1%)
(p=0,002).

No hemos reconocido diferencias significativas en ningun parametro en

relacion a los grupos clinicos (p>0,05).

Expresion inflamatoria

Controles

Los controles de mucosa sin alteraciones no mostraron expresion
inflamatoria de iINOS. Por el contrario, los controles de COCE, mostraban

expresion epitelial con un patron citoplasmatico granular y nuclear.

Casos

Se reconocio expresion intensa de iINOS en células mononucleares del
infiltrado inflamatorio en los 44 casos de ELO, tanto en el infiltrado superficial
como en el infiltrado profundo, mostrando un patrén citoplasmatico y nuclear
(Figura 4.7.3).

No se observaron diferencias significativas en relacion a la localizacion
de células inflamatorias con expresion de iINOS en el infiltrado inflamatorio
respecto a los distintos grupos clinicos y/o histolégicos de ELO (p>0,05) (Tabla
4.7.3).
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Tabla 4.7.3. Expresion inflamatoria de iNOS en relacion a los diferentes grupos
clinicos e histologicos ELO

Sobreexpresion inflamatoria iNOS
Superficial o] Profunda p
14 (53,8) 12 (46,2)
8 (44,4) 10 (55,6)
>0,05 >0,05
14 (60,6) 9 (39,1)
8 (38,1) 13 (61,9)

C1: Lesiones unicamente papulo-reticulares blancas.

C2: Lesiones papulo-reticulares blancas asociadas a otras lesiones (atroficas, erosivas y/o ulcerativas).
HT: Histolégicamente tipicas de LPO

HC: Histolégicamente compatibles de LPO

Figura 4.7.3. Sobreexpresion inflamatoria de INOS severa en un caso HC (a)

(20x) mostrando un patron citoplasmatico y nuclear intenso (b) (40x).
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4.7. Expresiéon de EGFR

Expresion epitelial

Controles

Los controles de mucosa sin alteraciones mostraron una expresion de
EGFR limitada a las capas basales y parabasales del epitelio mucoso con un
patrén de expresion principalmente en la membrana y con escasa expresion
citoplasmatica. Por el contrario, en las muestras de COCE la expresion epitelial
fue intensa, tanto en la periferia como en el centro de las islas de células
neoplasicas, mostrando una evidente expresion membranosa y citoplasmatica

granular (Figura 4.5.1).

Figura 4.5.1. Expresion de EGFR leve en mucosa sin alteraciones epiteliales ni

inflamatorias con patrén de membranoso y citoplasmatico (a) y sobreexpresion

en COCE mostrando un patron membranoso y citoplasmatico granular (b) (20x
y 40x) .
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Expresion epitelial

En los 44 casos de ELO se reconocié expresion de EGFR en las capas
basales y parabasales del epitelio mucoso. En 39 casos (88,6%) se observd
también expresion en la capa espinosa, y solo en 5 casos (11,4%) en las capas
superficiales queratinizadas.

Se reconocid sobreexpresion de este marcador (240% células) en 35
casos (79,5%) y expresion leve (<40% células) en 9 casos (20,5%) (Figura
4.5.2).
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Figura 4.5.2. Expresion epitelial de EGFR en el epitelio de casos con ELO.
Caso HT con una expresion leve (a) (40x) y caso HC con sobreexpresion (b)

(20x).

En todos los casos se observo un patron membranoso y en 31 casos
(70,5%), ademas un patron citoplasmatico, leve en 13 (41,9%) y moderado-
severo en 18 (58,1%) (Figura 4.5.3).
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Figura 4.5.3.- Patrén de expresion de predominio membranoso (a), y

membranoso-citoplasmatico (b) (40x).

Analisis comparativo

Al comparar la expresion epitelial de EGFR entre los grupos clinicos e
histolégicos de ELO, no han aparecido diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05) (Tabla 4.5.1).

Al comparar los casos que mostraban sobreexpresion de EGFR, hemos
observado un patron membranoso y citoplasmatico moderado-severo en 11
casos del grupo C1 (64,7%) y en 6 del grupo C2 (54,5%) (p>0,05). En relacion
con los grupos histoldgicos, mostraron este patrén 6 casos (40%) del grupo HT
y 11 (84,6%) del grupo HC (p=0,016) (Tabla 4.5.2).
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Tabla 4.5.1. Sobreexpresién de EGFR en funcion de los grupos clinicos e
histologicos de ELO

Sobreexpresion EGFR P
Grupo C1 20 (76,9 %)
Grupo C2 15 (83,3 %)
>0,05
Grupo HT 18 (78,9 %)
Grupo HC 17 (81,0 %)

C1: Lesiones Unicamente papulo-reticulares blancas.

C2: Lesiones papulo-reticulares blancas asociadas a otras lesiones (atroficas, erosivas y/o ulcerativas).
HT: Histolégicamente tipicas de LPO
HC: Histolégicamente compatibles de LPO

Tabla 4.5.2. Sobreexpresion de EGFR y patron de membrana y citoplasmatico

en funcién de los grupos clinicos e histolégicos de ELO

Sobreexpresiéon EGFR PR LR D e P
citoplasmatico
Grupo C1 11 (64,7)
>0,05
Grupo C2 6 (54,5)
Grupo HT 6 (40)
0,016
Grupo HC 11 (84,6)

C1: Lesiones Unicamente papulo-reticulares blancas.

C2: Lesiones papulo-reticulares blancas asociadas a otras lesiones (atroficas, erosivas y/o ulcerativas).
HT: Histologicamente tipicas de LPO

HC: Histolégicamente compatibles de LPO
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Al analizar las caracteristicas histologicas de los casos que mostraban
sobreexpresion epitelial de EGFR, observamos diferencias significativas en
relacion con el tipo de queratinizacion. De los 35 casos con sobreexpresion, 19
(54,3%) presentaban paraqueratosis, frente a 1 caso (11,1%) en los que no
mostraban sobreexpresion (p=0,027).

El resto de caracteristicas histolégicas no mostraron diferencias
resefiables (p>0,05) (Tabla 4.5.3)

Tabla 4.5.3. Caracteristicas histolégicas de los casos de ELO en relacién con

la sobreexpresion epitelial de EGFR

Sobreexpresion epitelial de EGFR
NO (%) Sl (%) P
Paraqueratosis 1(11,1) 19 (54,3) 0,027
Para-Ortoqueratosis 8 (88,9) 16 (45,7)
Hiperqueratosis 5 (55,6) 12 (34,3)
Atrofia 2(22,2) 9 (25,7)
Alargamiento crestas 1(11,1) 11 (31,4)
Disqueratosis (Civatte) 6 (66,7) 21 (60)
Degeneracion de capa basal 9 (100) 32 (91,4)
Inflamacion 2(22,2) 15 (42,9) 20,05
Linfocitos 8 (88,9) 24 (68,6)
Células plasmaticas 1(11,1) 10 (28,6)
Inflamacién en banda 6 (66,7) 28 (80)
Inflamacioén perivascular 1(11,1) 5(14,3)
Inflamacién superficial 5 (55,6) 17 (48,6)
Inflamacién profunda 4 (44,4) 18 (51,4)
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4.8. Expresion de MGMT
Expresion epitelial

Controles

Los controles de mucosa sin alteraciones mostraron una expresion
epitelial nuclear de MGMT en las capas basales y parabasales del epitelio
mucoso. Por el contrario, los controles de COCE mostraron una expresion

escasa nuclear y citoplasmatica difusa de MGMT (Figura 4.7.1).

o R T R

Figura 4.7.1. Expresion nuclear de MGMT en control de mucosa sin
alteraciones (a) (20x). Expresidon escasa nuclear y citoplasmatica difusa en los
nidos de COCE (b) (40x).

Casos

Hemos observado expresion epitelial positiva para MGMT (210%
células) en 39 casos (88,6%) y expresion negativa (<10% células) en 5
(11,4%). Se reconocid expresion en las células epiteliales de las capas basales
y parabasales en 14 casos (31,8%). En 25 casos (56,8%) la expresion se
extendia hasta Ila capa espinosa. El patron de expresidon era
predominantemente nuclear (PN) en 3 casos (6,8%), y en 36 (81,8%)

predominantemente citoplasmatico (PC) (Figura 4.7.2)
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Figura 4.7.2. Patron de expresion epitelial de MGMT en casos de ELO. Patrén
de expresion predominantemente nuclear y leve citoplasmatica (PN) (40x) y
predominantemente citoplasmatico y leve perinuclear (PC) (40x).

Analisis comparativo

De los 39 casos que mostraron expresion positiva para MGMT, 24
(61,5%) correspondian al grupo C1y 15 (38,1%) al grupo C2. En relacién con
los grupos histoldgicos, 21 casos (53,8%) correspondian al grupo HT y 18
(46,2%) al grupo HC (p>0,05) (Figura 4.7.3) (Tabla 4.7.1).
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Figura 4.7.3. Expresion epitelial de MGMT en casos de ELO. Caso HT con

expresion leve (a) y con sobreexpresion (b) (20x). Caso HC con expresion
leve (c) (20x)
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Tabla 4.7.1. Expresion epitelial de MGMT en los diferentes grupos clinicos e
histologicos de ELO

Expresion epitelial de p
MGMT (%)
Grupo C1 24 (61,5)
Grupo C2 15 (38,1)
>0,05
Grupo HT 21 (53,8)
Grupo HC 18 (46,2)

C1: Lesiones Unicamente papulo-reticulares blancas.

C2: Lesiones papulo-reticulares blancas asociadas a otras lesiones (atroficas, erosivas y/o ulcerativas).
HT: Histolégicamente tipicas de LPO

HC: Histolégicamente compatibles de LPO

Al analizar tanto el patrén de expresion de MGMT como la localizacién
en las diferentes capas del epitelio mucoso en los grupos clinicos e
histolégicos, no han aparecido diferencias significativas (p>0,05). Esta
ausencia de diferencias estadisticamente significativas probablemente se
explique por el bajo numero de casos en algunos de los diferentes grupos
analizados (Tabla 4.7.2).

Al analizar el patrén y la localizacion de la expresion epitelial de MGMT
con las caracteristicas histolégicas, solo hemos reconocido diferencias
significativas en relacién con la presencia de inflamacién perivascular y la
localizacion de la expresion. En 4 casos (28,6%) que mostraban expresiéon
basal-parabasal existia inflamacién perivascular, frente a 1 caso (4%) en los

que mostraban expresion suprabasal (p=0,047) (Tabla 4.7.3).
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Tabla 4.7.2. Expresion epitelial de MGMT en los diferentes grupos clinicos e
histologicos de ELO

Expresion epitelial de MGMT 39 (100%)
Localizacion Patrén
B-Pb SPb p PN PC p
Grupo C1 10 (41,7%) | 14 (58,3%) 3(12,5%) | 21 (87,5%)
Grupo C2 4(26,7%) | 11(73,3%) 0 (0%) 15 (100%)
>0,05 >0,05
Grupo HT 7 (33,3%) | 14 (66,7%) 2 (9,2%) 19 (90,5%)
Grupo HC 7(38,9%) | 11 (61,1%) 1 (5,6%) 17 (94,4%)

B-Pb: Basal y Parabasal, SPb: Suprabasal, PN: Preferentemente nuclear,

PC: Preferentemente citoplasmatico.

C1.- Lesiones unicamente papulo-reticulares blancas.

C2.- Lesiones papulo-reticulares blancas asociadas a otras lesiones (atréficas, erosivas y/o ulcerativas).
HT: Histologicamente tipicas de LPO

HC: Histolégicamente compatibles de LPO

Un hallazgo interesante fue que en ningun caso que mostraba expresion
predominantemente nuclear de MGMT, se reconocid la presencia de un

infiltrado inflamatorio moderado-severo, ni alargamiento de las crestas

epiteliales asi como tampoco inflamacion perivascular (Tabla 4.7.3).

En el analisis del resto de caracteristicas las histolégicas no hemos

encontrado diferencias significativas (p>0,05) (Tabla 4.7.3).
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Tabla 4.7.3. Caracteristicas histolégicas de los casos de ELO en relacion con

el patrén y localizacion de la expresion epitelial de MGMT

Expresion epitelial de MGMT

B-Pb (%) | SPb (%) P PN (%) PC (%) p

Paraqueratosis 6 (42,9) 12 (48) 2(66.7) 16 (44,4)
Para-Ortoqueratosis 8 (57,1) 13 (52) 1(33,3) | 20(55.6)
Hiperqueratosis 5 (35,7) 10 (40) 1(333) | 14(38,9)

Atrofia 6 (42,9) 4 (16) 1(33,3) 9 (25)
Alargamiento crestas 4 (28,6) 5 (20) 0(0) 9 (25)
Disqueratosis (Civatte) 8 (57,1) 15 (60) >0,05 1(33,3) 22 (61,1)
Degeneracion de capa basal 13 (92,9) 23 (92) 3(100) 33(91.7)
Inflamacién 4 (28,6) 10 (40) 0(0) 14 (38,9) 70,05
Linfocitos 12 (85,7) 16 (64) 2(66,7) | 26(72,2)
Células plasmaticas 4 (28,6) 5 (20) 1(33,3) 8(22,2)
Inflamacién en banda 10 (74,4) | 21(84) 2(66,7) | 29(80,6)
Inflamacién perivascular 4 (28,6) 1(4) 0,047 0(0) 5(13,9)
Inflamacién superficial 6 (42,9) 15 (60) 2 (66,7) 19 (52,8)
Inflamacién profunda 8 (57,1) 10 (40) 70.09 1(333) | 17 (47.2)

B-Pb: Basal y Parabasal
SPb: Suprabasal

PN: Preferentemente nuclear,

PC: Preferentemente citoplasmatico.
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4.9. Expresién de MMP-9

Expresion epitelial

Controles

Los controles de mucosa sin alteraciones epiteliales ni inflamatorias
mostraron expresion epitelial de MMP-9 citoplasmatica y nuclear,
principalmente en las capas basales y parabasales. Por el contrario, los casos

de COCE mostraron expresion citoplasmatica intensa de MMP-9 en las células

de los nidos tumorales (Figura 4.8.1).

Figura 4.8.1. Expresion epitelial de MMP-9 en control de mucosa sin
alteraciones epiteliales ni inflamatorias mostrando un patrén de expresion
citoplasmatico y nuclear en las capas basales y parabasales (a) (40x), y
expresion intensa citoplasmatica en nidos tumorales (b) (20x).

Casos

Se reconocio expresion epitelial de MMP-9 en 42 casos (95,5%) casos y
fue negativa en 2 (4,5%). En 10 casos (23,8%) el patrén de expresion fue

citoplasmatico y en 32 (76,2%) fue citoplasmatico y nuclear (Figura 4.8.2).
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Figura 4.8.2. Expresion epitelial de MMP-9 en un caso de ELO mostrando
patron principalmente citoplasmatico (a), y citoplasmatico y nuclear (b) (40x).

La expresion de MMP-9 se localizaba en las capas basales y
parabasales en 7 casos (16,7%). En los 35 restantes (83,3%) la expresion se
observaba también la capa espinosa.

Se reconocié expresion leve (<15% células) en 8 casos (19%) y

sobreexpresion (215% células) en 34 (81%) (Figura 4.8.3 ay b).

Figura 4.8.3. Expresion epitelial de MMP-9 en casos de ELO. Expresioén leve

(a) y sobreexpresion (b) (20x).
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Analisis comparativo

Al analizar los 34 casos que presentaban sobreexpresion epitelial de
MMP-9, se observé que 19 correspondian al grupo C1 (55,9%) y 15 al grupo
C2 (44,1%) (p>0,05). Respecto a los grupos histologicos, 17 casos (50%)
correspondian al grupo HT y 17 (50%) al grupo HC (p>0,05) (Tabla 4.8.1).

Tabla 4.8.1. Sobreexpresion epitelial de MMP-9 en relacion con los diferentes

grupos clinicos e histolégicos de ELO

Sobreexpresion epitelial de P
MMP-9 (%)
Grupo C1 19 (55,9)
Grupo C2 15 (44,1)
>0,05
Grupo HT 17 (50)
Grupo HC 17 (50)

C1: Lesiones Unicamente papulo-reticulares blancas.

C2: Lesiones papulo-reticulares blancas asociadas a otras lesiones (atroficas, erosivas y/o ulcerativas).
HT: Histologicamente tipicas de LPO

HC: Histolégicamente compatibles de LPO

Al analizar los casos que presentaban sobreexpresion de MMP-9 con las
caracteristicas histolégicas estudiadas no hemos observado diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05) (Tabla 4.8.2). No obstante, si se
encontraron diferencias en los porcentajes en algunas caracteristicas
histolégicas del infiltrado inflamatorio como es la presencia linfocitaria y
plasmocitaria moderada-severa, asi como de inflamacion perivascular.
Pensamos que esto puede ser debido al bajo numero de casos en estas
variables (Tabla 4.8.2).
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Tabla 4.8.2. Caracteristicas histoldgicas de los casos de ELO que mostraron

sobreexpresion epitelial de MMP-9

Sobreexpresion epitelial de MMP-9
34 (100%)
C (%) CN (%) P

Paraqueratosis 1 (25) 14 (46,7)
Para-Ortoqueratosis 3 (75) 16 (53,3)
Hiperqueratosis 2 (50) 12 (40)

Atrofia 1 (25) 7 (23,3)

Alargamiento crestas 1 (25) 8 (26,7)

Disqueratosis (Civatte) 2 (50) 19 (63,3)
Degeneracion de capa basal 4 (100) 28 (93,3) 50,05
Inflamacion 2 (50) 12 (40)

Linfocitos 4 (100) 20 (66,7)

Células plasmaticas 2 (50) 7 (23,3)

Inflamacién en banda 2 (50) 23 (76,7)

Inflamacioén perivascular 0 (0) 5(16,7)

Inflamacioén superficial 2 (50) 2 (50)

Inflamacioén profunda 15 (50) 15 (50)

C: Patrén de expresion citoplasmatico

CN: Patrén de expresion citoplasmatico-nuclear

Al comparar el patrén y la localizacidn de la expresion epitelial de MMP-9
en relacion a los grupos clinicos e histolégicos no hemos apreciado diferencias
significativas (p>0,05) (Tabla 4.8.3).
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Tabla 4.8.3. Patron y localizacion de expresion de MMP-9 en los distintos
grupos clinicos e histolégicos de los casos de ELO

Sobreexpresion epitelial de MMP-9

Patron Localizaciéon
cen [oNea | p | Bew [ sBOM | P |
Grupo C1 7 (28) 18 (72) 6 (24) 19 (76)
Grupo C2 3(17,6) 14 (82,4) 1(5,9) 16 (94,1)
>0,05 >0,05
6 (26,1) 17 (73,9) 6 (26,1) 17 (73,9)
4(21,1) 15 (78,9) 1(5,3) 18 (94,7)

C: Patron de expresion citoplasmatico

CN: Patrén de expresion citoplasmatico-nuclear

B: Expresion basal y parabasal

SB: Expresion suprabasal
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4.10. Expresién de CD31

Expresion endotelial

Controles

Los controles de mucosa sin alteraciones mostraron expresion
citoplasmatica de CD31 en las células endoteliales de las estructuras
vasculares presentes en el tejido conectivo subepitelial, y de estructuras
vasculares y vasos en neoformacion en el COCE (Figura 4.9.1).
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Figura 4.9.1. Expresion citoplasmatica de CD31 en células endoteliales de las
estructuras vasculares subepiteliales de mucosa sin alteraciones (a) 20x), (b)
(40x) y asi como en el COCE, distinguiendose conjunto de vasos en

neoformacion (c) (20x).
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Casos
Se reconocié expresion citoplasmatica en las células endoteliales de las

estructuras vasculares submucosas en los 44 casos de ELO (Figura 4.9.2).

En 20 casos (45,5%) la microdensidad vascular (MDV) fue leve (<5
vasos) y fue alta (=5 vasos) en los 24 restantes (54,5%) (Figura 4.9.2). Se
reconocio la presencia de grupos de vasos en neoformacion (VnF) en 22 casos
(50%) (Figura 4.9.2).

Figura 4.9.2. Expresion positiva de CD31 en las células endoteliales

vasculares de casos de ELO. Caso con MDV leve (a). Caso con MDV alta (b).
Vasos en neofromacion (VnF) y células endoteliales CD31+ que se distinguen

de estructuras vasculares bien conformadas (40x).
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Analisis comparativo

Al analizar los 24 casos que mostraban un MDV alto, se observé que 16
casos correspondian al grupo C1 (66,7%) y 8 al grupo C2 (33,3%), mostrando
una diferencia en los porcentajes, pero sin mostrar diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05). En relacién a los grupos histologicos, 13 casos (54,2%)
correspondian al grupo HT y 11 al grupo HC (45, 8%) (p>0,05) (Tabla 4.9.1)

Al analizar los 22 casos con presencia de VnF en relacién a los grupos
clinicos se observé que 14 (63,6%) correspondian al grupo C1y 8 (36,4%) al
grupo C2. En relacién con los grupos histologicos, 12 casos (54,5%)
pertenecian al grupo HT y 10 al grupo HC (45,5%) (p>0,05) (Tabla 4.9.2).

Tabla 4.9.1. Casos con MDV alto en funciéon de los grupos clinicos e
histoldgicos

CD31 MDYV alto (%) P
Grupo C1 16 (61,5)
Grupo C2 8 (44,4)
>0,05
Grupo HT 13 (56,5)
Grupo HC 11 (52,4)

MDV: Microdensidad vascular

C1: Lesiones Unicamente papulo-reticulares blancas.

C2: Lesiones papulo-reticulares blancas asociadas a otras lesiones (atroficas, erosivas y/o ulcerativas).
HT: Histologicamente tipicas de LPO

HC: Histolégicamente compatibles de LPO
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Tabla 4.9.2. Casos con VnF en los diferentes grupos clinicos e histolégicos de
ELO

CD31 VnF (%) P
Grupo C1 14 (63,6)
Grupo C2 8 (36,4)
>0,05
Grupo HT 12 (54,5)
Grupo HC 10 (45,5)

VnF: Vasos en neoformacion

C1: Lesiones Unicamente papulo-reticulares blancas.

C2: Lesiones papulo-reticulares blancas asociadas a otras lesiones (atroficas, erosivas y/o ulcerativas).
HT: Histolégicamente tipicas de LPO

HC: Histolégicamente compatibles de LPO

Al analizar las caracteristicas histologicas en relaciéon al MDV y a la
presencia de VnF, no hemos reconocido diferencias significativas (p>0,05)
(Tabla 4.9.3).

Tabla 4.9.3. Caracteristicas histologicas de los casos de ELO en relacion con

la MDV vy la presencia de VnF

Expresion endotelial de CD31
MDV VnF
[ Alio () | Baio(w) | o h No(k) | e
Paraqueratosis 11 (45,8) 9 (45) 11 (50) 9 (40,9)
Para-Ortoqueratosis 13 (54,2) 11 (55) 11 (50) 13 (59,1)
Hiperqueratosis 9 (37,5) 8 (40) 8 (36,4) 9 (40,9)
Atrofia 6 (25) 5 (25) 4(18,2) 7 (31,8)
Alargamiento crestas 8 (33,3) 4 (20) 6 (27,3) 6 (27,3)
Disqueratosis (Civatte) 17 (70,8) 10 (50) 11 (50) 17 (72,6)
Degeneracion de capa basal 23 (95,8) 18 (90) 21 (95,5) 20 (90,9)
>0,05 >0,05
Inflamacion 10 (41,7) 7 (35) 9 (40,9) 8 (36,4)
Linfocitos 19 (79,2) 13 (65) 17 (77,3) 15 (68,2)
Células plasmaticas 8 (33,3) 3 (15) 7 (31,8) 4(18,2)
Inflamacién en banda 19 (79,2) 15 (75) 17 (77,3) 17 (77,3)
Inflamacioén perivascular 4 (16,7) 2 (10) 2(9,1) 4 (18,2)
Inflamacion superficial 11 (45,8) 11 (55) 11 (50) 11 (50)
Inflamacién profunda 13 (54,2) 9 (45) 11 (50) 11 (50)
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4.11. Expresién de p53

Expresion epitelial

Controles

Los controles de mucosa sin alteraciones mostraron expresion epitelial
nuclear de p53 en las capas basales y parabasales. Los controles de COCE
mostraron expresién intensa nuclear en células neoplasicas de distintas capas

espiteliales (Figura 4.11.1).
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Figura 4.11.1. Expresion nuclear basal y parabasal de p53 en mucosa sin
alteraciones epiteliales ni inflamatorias (a) y expresion nuclear intensa en

distintas capas de células neoplasicas de COCE (b).

Casos

Los 44 casos de ELO fueron positivos (210% células) en la expresion
nuclear de p53. En 15 casos (34,1%) la expresion fue solo basal y en 29

(65,9%) también suprabasal.
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Analisis comparativo

Al comparar los casos que mostraban expresion suprabasal de p53,
observamos que 18 correspondian al grupo C1 (62,1%) y 11 al grupo C2
(37,9%) (p>0,05). Respecto a los grupos histologicos, 15 casos (51,7%)
pertenecan al grupo HT y 14 (48,3%) al grupo HC (p>0,05) (Figura 4.11.2).
Aunque hemos reconocido diferencias en los porcentajes, estas diferencias no

fueron estadisticamente significativas (Tabla 4.11.2).

Tabla 4.11.2. Expresion de p53 suprabasal en los diferentes grupos clinicos e
histoldgicos de ELO

Expresion de p53
Suprabasal (%) P
Grupo C1 18 (62,1)
Grupo C2 11 (37,9)
>0,05
Grupo HT 15 (51,7)
Grupo HC 14 (48,3)

C1: Lesiones Unicamente papulo-reticulares blancas.

C2: Lesiones papulo-reticulares blancas asociadas a otras lesiones (atréficas, erosivas y/o ulcerativas).
HT: Histologicamente tipicas de LPO

HC: Histolégicamente compatibles de LPO
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Figura 4.11.2. Expresion epitelial de p53 en casos de ELO. Caso HT con

expresion basal-parabasal (a) (20x) y caso HC con expresion suprabsal (b)
(20x).

Al analizar las caracteristicas histoldgicas en relacidn con la expresion
de p53, solo se observaron diferencias apreciables respecto a la profundidad
del infiltrado inflamatorio. El 62,1% de los casos con expresion suprabasal de
p53 presentaban inflamacién submucosa, frente al 26,7% de los casos con
expresion basal (p=0,02). No se observaron diferencias significativas en
relacion con el resto de las caracteristicas histoldgicas (p>0,05) (Tabla 4.10.2).
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Tabla 4.10.2. Caracteristicas histologicas de los casos de ELO en relacion con

el patron de expresion de p53

Patron de expresion de p53

Paraqueratosis 5(33,3) 15 (51,7)
Para-Ortoqueratosis 10 (66,7) 14 (48,3)
Hiperqueratosis 4 (26,7) 13 (44,8)

Atrofia 4(26,7) 7(24,1)

Alargamiento crestas 3 (20) 9 (31)

Disqueratosis (Civatte) 11 (73,3) 16 (55,2)

Degeneracion de capa basal 14 (93,3) 27 (93,1) >0,05
Inflamacion 6 (40) 11 (37,9)

Linfocitos 11 (73,3) 21 (72,4)

Células plasmaticas 3 (20) 8 (27,6)

Inflamacién en banda 12 (80) 22 (75,9)

Inflamacioén perivascular 4 (26,7) 2 (6,9)

Inflamacioén superficial 11 (45,8) 11 (55)

Inflamacioén profunda 4 (26,7) 18 (62,1) 0,02
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4.12. Expresion de Ki-67

Expresion epitelial

Controles

Los controles de mucosa sin alteraciones mostraron expresion epitelial
nuclear de Ki-67 en las capas basales y parabasales. Los controles de COCE
mostraron expresion un gran numero de células neoplasicas y de forma intensa

en distintas capas de los nidos tumorales (Figura 4.12.1).

Figura 4.12.1. Expresion nuclear basal y parabasal de Ki-67 en mucosa sin

alteraciones (a) (20x) y en los nidos de COCE de una forma intensa (b) (20x).

Casos
Se reconocié expresion nuclear de Ki-67 en todos los casos y fue
positiva (210% células) en el epitelio de 43 casos (97,7%) de ELO, y solo en 1

de los casos (2,3%) fue considerado negativo (<10% células).

En 31 de los casos (72,1%) la expresion fue basal-parabasal y en 12

(27,9%) restantes fue suprabasal (Figura 4.12.2).
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Figura 4.12.2. Expresion epitelial de Ki-67 en casos de ELO. Caso HT con

expresion nuclear suprabasal (a) (10x), caso HC con expresion nuclear

suprabasal (b) y caso HC con expresion basal (20x).

Analisis comparativo

Al comparar la expresion epitelial suprabasal de Ki-67 observamos que 7
casos (58,3%) correspondian al grupo C1 y 5 al grupo C2 (41,7%). En relacion
a los grupos histologicos, 6 casos (50%) correspondian al grupo HT y 6 al
grupo HC (50%). No han aparecido diferencias significativas en relacion con los
grupos clinicos ni histologicos de los casos de ELO (p>0,05) (Tabla 4.12.1).
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Tabla 4.12.1. Expresion de Ki-67 suprabasal en los diferentes grupos clinicos e
histologicos de ELO

Ki-67 Suprabasal (%) p
Grupo C1 7 (58,3)
Grupo C2 5(41,7)
>0,05
Grupo HT 6 (50)
Grupo HC 6 (50)

C1: Lesiones Unicamente papulo-reticulares blancas.

C2: Lesiones papulo-reticulares blancas asociadas a otras lesiones (atroficas, erosivas y/o ulcerativas).
HT: Histolégicamente tipicas de LPO
HC: Histolégicamente compatibles de LPO

Al comparar las caracteristicas histologicas de los casos y la expresion
de Ki-67, solo encontramos diferencias significativas en relacién con la
presencia de atrofia epitelial. En ningun caso con atrofia del epitelio se observo
expresion suprabasal de Ki-67, por el contrario, todos ellos presentaban
expresion basal-parabasal (p=0,01) (Tabla 4.12.2).
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Tabla 4.12.2. Caracteristicas histologicas de los casos de ELO en relacion con

la expresion de Ki-67

Expresion de Ki-67

sweo [ SumbaG] > |
Paraqueratosis 13 (41,9) 6 (50)
Para-Ortoqueratosis 18 (58,1) 6 (50) >0,05
Hiperqueratosis 13 (41,9) 4 (33,3)
Atrofia 11 (35,5) 0 (0) 0,01
Alargamiento crestas 8 (25,8) 4 (33,3)
Disqueratosis (Civatte) 19 (61,3) 7 (58,3)
Degeneracion de capa basal 30 (96,8) 10 (83,3)
Inflamacion 12 (38,7) 5(41,7)
Linfocitos 23 (74,2) 9 (75)
Células plasmaticas 6 (19,4) 5(41,7) >0.05
Inflamacién en banda 24 (77,4) 9 (75)
Inflamacioén perivascular 3(9,7) 3 (25)
Inflamacioén superficial 15 (48,4) 6 (50)
Inflamacién profunda 16 (51,6) 6 (50)
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5. DISCUSION

5.1. En relacién con los aspectos clinico-patolégicos

La ELO es un proceso inflamatorio cronico de base autoinmune y
etiologia desconocida en el que los linfocitos T condicionan la degeneracion de
los queratinocitos basales del epitelio mucoso provocando la aparicion de
lesiones clinicas caracteristicas *'2'*®_E| LPO aparece con mayor frecuencia
en las mujeres entre la quinta y sexta década de vida, afectando mas
frecuentemente la mucosa yugal, la encia y la lengua, aunque pueden aparecer

lesiones en cualquier parte de la mucosa oral >.

El diagnéstico de la ELO debe realizarse en base a criterios clinicos e
histopatoldgicos, ya que las mismas caracteristicas pueden aparecer en otros

procesos mucosos con una etiologia, tratamiento y prondstico distinto
5,8,13,16,85,96-98,100,101,200

En nuestro estudio los resultados concuerdan con las caracteristicas
clinicas generales descritas para éstos procesos, encontrando un 68,2% de los
casos en mujeres y un 93,2% de las lesiones estaban localizadas en mucosa
yugal, encia y lengua. Estos resultados avalan la representatividad de la
muestra estudiada. No obstante, pensamos que la alta frecuencia de
presentacion de lesiones en la MY en nuestro estudio, responde en parte a que
ésta localizacion es uno de los sitios mas frecuentes y de mas facil acceso para

la toma de la biopsia en estos pacientes.

Las lesiones clinicas caracteristicas que aparecen en la ELO son las
papulas lineales y reticulares por lo regular asintomaticas, que frecuentemente
se acompafnan de otras lesiones atroficas, erosivas y/o ulcerativas, las cuales si
suelen causar sintomatologia dolorosa *'2. En este estudio hemos separado los
casos con lesiones unicamente papulares y/o reticulares (grupo C1), de los que
ademas presentaban lesiones atréficas, erosivas y/o ulcerativas (grupo C2).
Esta separacion, responde a dos principales razones, la primera es que las

lesiones atrdéficas, erosivas y/o ulcerativas presentarian un mayor componente
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inflamatorio '®, lo que a su vez podria modificar las caracteristicas histolégicas
e inmunohistoquimicas; y la segunda, es que algunos autores '"?° han
sefialado un mayor riesgo de transformacién malignas en los casos con estas
lesiones, lo que también podria reflejarse en las caracteristicas histologicas y

en la expresion de los distintos marcadores inmunohistoquimicos.

Actualmente la ELO es considerada como un desorden oral

4,5,201

potencialmente maligno , con un riesgo bajo de trasformacion maligna de

alrededor del 1%. Sin embargo, existe controversia en este sentido &78:24:28-30,
ya que muchos de los casos que han sufrido transformacion maligna
reportados anteriormente carecen de unos criterios diagnosticos estrictos, lo
que probablemente ha ocasionado la inclusion de otros procesos de distinta

etiologia y con un potencial maligno mayor %%,

En relacidn a los grupos clinicos y a sus caracteristicas histoldgicas,
hemos encontrado que los casos con lesiones solo papulares-reticulares
mostraban una mayor hiperqueratosis, o que concuerda con lo descrito
anteriormente '?. Este hallazgo esperado, reproduce que las areas papulo-
reticulares muestran un aumento de la capa superficial epitelial o cornea, a
diferencia de las formas atréficas, erosivas y ulcerativas que muestran por lo
general una disminucion del espesor del epitelio.

A diferencia de lo descrito por otros autores '

, ho hemos encontrado
diferencias en las caracteristicas del infiltrado inflamatorio en relacién con los
distintos tipos de lesiones clinicas. En este sentido, algunos autores 2% han
demostrado que en el tejido adyacente a lesiones de LPO que clinicamente no
mostraban afectacion, aparecian caracteristicas inflamatorias similares a las
encontrados a la zona clinicamente afectada. Esto sugiere que la ausencia o
presencia de lesiones en un paciente de LPO, no siempre es indicativa del
grado o actividad inflamatoria. Esto también explicaria la migracién y aparicion
de lesiones durante la evolucion del LPO en lugares que inicialmente

presentaban aspecto normal o sin afectacion.
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Las caracteristicas histologicas tipicas descritas para los casos de LPO
son la degeneracion de la capa basal provocada por un infiltrado inflamatorio
crénico linfocitario superficial dispuesto en banda 2. Por otro lado, aunque las
LLO pueden presentar las mismas caracteristicas histolégicas descritas para el
LPO, algunos autores han demostrado que ciertas caracteristicas ausentes
podrian ser sugestivas o asociarse a LLO '#°,

Entre las caracteristicas histopatologicas asociadas a las LLO se
encuentran la presencia de paraqueratosis focal, la interrupcién focal de la
capa granulosa y la presencia de disqueratinocitos (cuerpos de Civatte) en la
capa cornea, la presencia y degranulacibn de mastocitos en zonas de
degeneracion basal, el infiltrado inflamatorio mixto difuso y profundo, la
inflamacion perivascular, el incremento de la vascularizacion y una disminucién

del grosor de la membrana basal PAS-positiva '316:26.98.101.102

En nuestro estudio hemos encontrado un mayor numero de casos
(73,9%) con para-ortoqueratina en el grupo HC que en el grupo HT (33,3%).
Ademas, todos los casos en los que se reconocié inflamacion perivascular
pertenecian al grupo HC. Estos resultados estarian en concordancia a lo

descrito como caracteristicas asociadas a las LLO por otros autores
13,16,26,98,101,102

Por otro lado, hemos encontrado un mayor numero de casos con una
mayor intensidad en el infiltrado inflamatorio linfocitario en el grupo HT (91,3%)
comparado con el grupo HC (52,4%), lo que también estaria en concordancia
con otros estudios 2'%?°. No obstante, aunque este Ultimo hallazgo pudiera
estar condicionado por los criterios de seleccion del grupo HT, pensamos que
solo seria parcialmente, ya que dentro de los criterios de seleccion, no hemos
tenido en cuenta la intensidad del infiltrado inflamatorio, sino solo el tipo celular
que en él se encuentra. Por este motivo, pensamos que la presencia de un
intenso infiltrado inflamatorio linfocitario severo, es un hallazgo menos

frecuente en los casos HC.
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En relacion a las caracteristicas inflamatorias diferenciales entre los caos
de LPO y los de LLO, se ha sefialado '°" que tanto los patrones del infiltrado
inflamatorio como la presencia de determinados elementos celulares, estarian
condicionados por diferentes factores como el tipo de antigeno y de respuesta
inmunitaria predominante (celular o humoral), el perfil de citoquinas y
quimiocinas, asi como los factores asociados que perpetuan la inflamacion. En
este sentido, la diferencia en la intensidad del infiltrado inflamatorio linfocitario
en cada grupo histolégico podria estar condicionada por los distintos
mecanismos etioldgicos e inmunitarios asociados a cada proceso, lo que
estaria en concordancia con lo que se ha sefalado anteriormente por otros

autores 12,26,87,98,101 ,110_

5.2. En relacioén con la expresién de COX-2

Las ciclooxigenasas (COXs) son un grupo de enzimas (COX-1y COX-2)
que se expresan en todos los tejidos del organismo participando en la sintesis
de prostaglandinas-H2 (PGH2) a partir del &cido araquiddnico (AA) *°. La COX-
1 se expresa constitutivamente en distintos tejidos sintetizando PG que
desempenan un papel fisiolégico importante como la proteccién de la mucosa
gastrica, la regulacion de la funcion renal, la diferenciacion celular y la

homeostasis 4246116

La enzima COX-2 se expresa casi exclusivamente en procesos
patoldgicos, principalmente inflamatorios y neoplasicos malignos, a excepcion
de algunos tejidos en los que se expresa constitutivamente y en pequenas
cantidades ***¢"1®17 por otro lado, en situaciones patolégicas como es la
inflamacion crénica presente en la ELO y en las neoplasias malignas, asi como
las originadas de la complicacidon de las lesiones premalignas orales, la
expresion de COX-2 favorece la carcinogénesis estimulando la expresiéon de
factores de crecimiento, la angiogénesis, disminuyendo la apoptosis y

provocando una inmunosupresion local 424°46:119,
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Las prostaglandinas (PG) derivadas tanto de COX-1 o COX-2
desempefan un papel importante en diversas funciones celulares, actuando
como mediadores paracrinos o autocrinos, desencadenando cambios intra y

extracelulares inmediatos “.

En especial, la PGE2 se une a diferentes
receptores tanto en la membrana celular como en la nuclear, generando
cambios en las concentraciones de AMPc y en los iones de calcio ***°. Esta
modificacion del AMPc y del Ca, pone en marcha distintas vias citoplasmaticas
y nucleares que regulan mecanismos inmunoldgicos, de proliferacion,
diferenciacion y migracion celular, angiogénicos, metabdlicos Oseos, de

crecimiento y desarrollo neuronal, entre otros *>*°.

Existen numerosos estudios '442-46:118,119,203,204

que han demostrado la
estrecha relacion que existe entre la expresion de COX-2 y la carcinogénesis
de algunos procesos inflamatorios crénicos como la enfermedad intestinal
inflamatoria cronica, el eséfago de Barret, la esofagitis cronica, la colecistitis

cronica, asi como en lesiones premalignas orales.

Algunos estudios #*4%118.121.205 han encontrado al analizar la expresion
epitelial de COX-2 en muestras de mucosa sin alteraciones, hiperplasias
epiteliales, lesiones premalignas orales y de COCE, que la expresion aumenta
progresivamente en relacion con la severidad de la lesion, desde los estadios
primarios como la hiperplasia, pasando por la displasia, carcinoma in situ hasta

el carcinoma invasor. Algunos de estos autores **?'

sefalan que el aumento
de la expresion epitelial de COX-2 es mas evidente en el paso de displasia
epitelial a COCE, y una vez desarrollado el COCE, la expresion aumentaba

cuanto mayor era el estadio del tumor 2°°.

En el estudio de Segawa y cols. *, la sobreexpresion COX-2, ademas de
aumentar desde la hiperplasia epitelial hasta el carcinoma invasor, también se
relaciona con el aumento proporcional de la expresion del marcador de
proliferacion celular Topoisomerasa |l alfa. De este modo concluyen que la
expresion de COX-2, es un marcador util en la valoracion de las lesiones
premalignas orales. Por otro lado, autores como Shibata y cols. *°, no

encuentran asociacion entre la sobreexpresion epitelial de COX-2 y la del

107



Dionisio Cortés

marcador de proliferacién celular Ki-67, asi como tampoco con la expresion de
p53 ni con la microdensidad vascular.

Existen pocos estudios 383

que hayan analizado la expresién de COX-2
en el LPO, y ninguno en relacion con las variantes de esta enfermedad como
serian las LLO. La ELO es un proceso inflamatorio crénico que muestra

5,15

diferentes subtipos , que podrian ser equiparados con otros procesos

inflamatorios cronicos asociados clasicamente con la posibilidad de

transformacion maligna '%-333¢105,

Siendo previsible, en nuestro estudio hemos encontrado expresion
epitelial de COX-2 en todas las muestras de ELO, mostrando un patron
citoplasmatico granular, y en algunos casos perinuclear, lo que estaria en

concordancia con lo descrito en otros estudios 2%°°,

Hemos encontrado diferencias en la expresion epitelial de COX-2 solo
en relacion con los grupos histologicos, habiendo observado un mayor numero
de casos con sobreexpresion de COX-2 en el grupo HC (LLO). Nuestros
resultados contrastan con los obtenidos por Lysitsa y cols. % y los de
Neppelberg y cols. *°. Por un lado, Lysitsa et al. *® no observan diferencias en
la expresion epitelial de COX-2 en relacion con el grado de actividad de las
lesiones, argumentando que la expresion se mantiene durante el curso de la
enfermedad, lo que podria aumentar el riesgo de transformacién maligna en
aquellas lesiones que presentan larga evolucidon. Tampoco encuentran
diferencias en relaciéon al tipo clinico de la lesion, lo que concuerda con
nuestros resultados. Estos datos sugieren que el tipo de lesion clinica no

parece afectar significativamente la expresion de COX-2.

En el estudio realizado por Neppelberg y cols. *°, tampoco encuentran
diferencias en la expresion de COX-2 entre las lesiones de LPO con menor y
mayor tiempo de evolucion, asi como tampoco al compararlos con la expresion
en las displasias epiteliales ni en los carcinomas orales de células escamosas.

Por ello, estos autores 39 desaconsejan el uso de COX-2 como marcador
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predictivo en estas lesiones, pero no descartan la participacion de COX-2 en la

carcinogénesis.

Creemos que las diferencias observadas entre nuestros resultados y los
obtenidos por Lysitisa y cols. *® y Neppelberg y cols. *°, pueden deberse en
gran medida a la utilizacion de distintos criterios diagndsticos clinicos e
histopatoldgicos empleados en estos estudios, asi como en la metodologia de
inmunohistoquimica empleada, como seria el anticuerpo primario empleado en
cada estudio. Por otro lado, esto demuestra la dificil comparacion de los
resultados si los criterios clinicos e histopatolégicos no son homogéneos.

En nuestro estudio no hemos observado diferencias significativas en la
expresion en relacion con las caracteristicas histopatoldgicas. Sin embargo, un
hallazgo interesante fue que solo un 37,5% de las lesiones con sobreexpresion
epitelial mostraban un infiltrado inflamatorio moderado o severo. Esto sugiere
que la sobreexpresion epitelial de COX-2 no estaria condicionada, al menos

totalmente, por la presencia o intensidad de inflamacion.

Algunos autores ”9, han senalado la controversia existente en relacion al
origen del estimulo que genera la expresion de esta enzima, habiéndose
propuesto un origen epitelial, otro inflamatorio y finalmente derivado de las
células mesenquimatosas. En este sentido, Abdalla y cols. '* han demostrado
en biopsias de eséfago de Barret y adenocarcinoma de esofago, que la
sobreexpresion epitelial de COX-2 en estas lesiones no estaba relacionada con
la presencia del infiltrado inflamatorio, por el contrario, los lugares de mayor
sobreexpresion epitelial de COX-2, se encontraban alejados de las zonas de
mayor inflamacion, sefalando la posible existencia de mecanismos
independientes a la inflamacion aun desconocidos, los cuales estimularian o

mantendrian la expresion epitelial de esta enzima.

Otro hallazgo histolégico llamativo en nuestro trabajo ha sido la
presencia de inflamacion perivascular en 6 casos, todos con sobreexpresion
epitelial de COX-2 y pertenecientes al grupo HC. Aunque es muy complicado

diferenciar histologicamente la LLO de una lesion de LPO, distintos autores
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13.16.26.98.101.102 ' han sefialado que la presencia de inflamacién perivascular y de
un infiltrado inflamatorio profundo con células plasmaticas, entre otros
hallazgos, serian caracteristicas sugestivas de LLO. En nuestro estudio solo la
inflamacion perivascular se asocié al grupo HC, ademas de esto, el 83,3% de
dichas lesiones presentaban sobreexpresion epitelial de COX-2. Otras
caracteristicas asociadas a OLL como la inflamacion submucosa y la presencia
de células plasmaticas no mostraban esta asociacion.

Otros autores '>98101102" han  sefialado que la presencia de
paraqueratosis focal, la interrupcion focal de la capa granulosa y la presencia
de disqueratinocitos (cuerpos de Civatte) en las capas cornea y granular,
pueden ser rasgos histologicos sugestivos de LLO’s. En concordancia con lo
anterior, en nuestro estudio hemos encontrado paraqueratosis en mas del 50%
de las muestras que presentaban sobreexpresion epitelial de COX-2, la

mayoria de las cuales (84,6%) pertenecian al grupo HC (LLO).

La enzima COX-2 estd intimamente relacionada con los procesos
inflamatorios y es expresada por las células que participan en este fenbmeno
30364243119 En este sentido, hemos encontrado expresién en el infiltrado
inflamatorio en la mayoria de los casos de ELO, lo que concuerda con lo
descrito en otros estudios *°. Hemos observado sobreexpresion de COX-2 en el
infiltrado inflamatorio en 31,8% de los casos, hallazgo que no ha sido

mencionado en otros estudios %%,

Creemos que la sobreexpresion
inflamatoria de COX-2, ademas de ser un evento “fisiolégico” en la respuesta
inflamatoria, contribuiria a potenciar y/o perpetuar los efectos negativos
derivados de las PGE2 sintetizadas por esta enzima, creando un ambiente
propicio para la carcinogénesis inhibiendo la apoptosis, promoviendo la
proliferacion 'y la diferenciacion celular, ademas de provocar la

inmunosupresion local y promover la angiogénesis 2%'.

Algunos autores 2°®, han sefialado que la presencia de polimorfismos en
el gen de COX-2, podrian disminuir la expresiéon de dicho gen, modificando
positivamente el riesgo de transformacion maligna en las lesiones premalignas

orales. Aunque lo anterior podria explicar en cierta forma el beneficio asociado
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a la inhibicion de COX-2 en ciertos canceres, otros autores 209 ho encuentran
esta asociacién, sefialando ademas que la presencia de dichos polimorfismos

no modifica de manera positiva ni negativamente la expresion de COX-2.

Tomando como referencia nuestros hallazgos, creemos que la expresion
de COX-2 en las lesiones histologicamente compatibles (HC), pudiera ser
distinta a la observada en las histolégicamente tipicas (HT), probablemente
debido a los diferentes factores que desencadenan estos procesos. Estos
factores activarian diferentes mecanismos, vias o perfiles de citoquinas que
inducirian la expresion de COX-2. Este hecho podria explicar en parte, el
mayor riesgo de transformacion maligna sefialado para las LLO’s, tal y como
ha sido descrito por otros autores ®?*. Por otro lado, aunque la expresion
epitelial e inflamatoria de COX-2 en los casos HT es menor que en los HC, no
significa que estas lesiones no estén bajo los efectos nocivos de la expresion
cronica de esta enzima. Por este motivo, no podriamos descartar el riesgo de

trasformacion maligna en las lesiones HT.

5.3. En relacién con la expresion de iNOS

Es sabido que la inflamacién crénica juega un papel importante en el
desarrollo de cancer en algunos procesos inflamatorios cronicos que ocurren

en el ser humano 10,31,33,36,105-107

. Se ha demostrado que la presencia de
inflamacion crénica desencadena y perpetua una serie de procesos patoldgicos
que promueven y favorecen a la carcinogénesis, como es la expresion de la
enzima iINOS 33349210 | 3 iNOS esta intimamente asociada a los procesos

patolégicos inflamatorios crénicos y a los carcinomas derivados de ellos
47,130,132,210

El NO es el principal producto sintetizado por la iINOS a partir del
aminoécido L-arginina *’. EI NO es una pequefia molécula con multiples efectos
benéficos y dafinos para las células, dependiendo de la concentracion y el sitio
donde ejerza sus efectos %'°. Se ha sefialado, que la presencia de NO en

pequefias cantidades favorece el crecimiento tumoral, promueve Ia
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angiogénesis estimulando la expresion del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), ademas de aumentar la capacidad de invasion de las células
malignas activando la expresion de las metaloproteinasas 2 y 9 favoreciendo el
desarrollo de metastasis *°'*. Por otro lado, la presencia de NO en grandes
cantidades, genera dafio en la estructura del ADN, produciendo las especies
toxicas nitricas (8-nitroguanina) y oxidativas (8oxodG), ademas de generar un
efecto citotoxico al inhibir enzimas generadoras de ATP (citocromo-c-oxidasa),
que finalmente causa la muerte celular *'#713%2"" A diferencia del NO derivado
de eNOS y nNOS que es sintetizado de manera pulsada y con un tiempo de
accion corto, el NO derivado de la iINOS, ejerce sus efectos durante horas,

incluso dias 30132,

Se ha senalado que las altas concentraciones de NO podrian tener un
efecto antitumoral por sus efectos citotéxicos ?'", sin embargo, al parecer las
cantidades de NO generado en las lesiones premalignas orales y COCE’s, no

son suficientes para generar este efecto '

Por el contrario, estas
concentraciones de NO en tales lesiones tendrian un efecto promotor vy
favorecedor del crecimiento tumoral, de la angiogénesis, de la invasién y de las
metastasis . Estos hallazgos también han sido observados en otros estudios
sobre lesiones de CCC que mostraban alta expresion de iNOS '*%2'2, Por otro
lado, otros autores como Avci et al '° han demostrado una menor
concentracion de NO en lesiones orales malignas que en las benignas,
argumentando que este concentraciones pudieran favorecer el aumento de la

angiogénesis y una disminucion de la apoptosis en las lesiones malignas.

Algunos estudios '*°, han demostrado en metastasis de carcinoma oral y
en lineas celulares de CCECC, que la expresion de iNOS se asociaba a los
casos que presentaban afectacion extracapsular y una mayor capacidad de
invasion celular. En ese mismo estudio, estos autores '® demostraron que al
utilizar un inhibidor especifico de INOS en las lineas celulares, la capacidad de
invasion de estas se reducia considerablemente, pero sin afectar el crecimiento
celular. Con estos resultados concluyen que la expresion de iINOS se asocia

fundamentalmente a la diseminacion extracapsular y a la invasion tumoral.
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Actualmente se conocen algunas de los citoquinas que estimulan la

expresion y actividad de iNOS (IL-1, 10 y 12, FNT-alfa, IFN-gamma, factor
) 567:130.132,150

activador de plaquetas, Nuclear-factor-Kappa-beta [NF-kB], EGFR
asi como también otras que la inhiben (TGF-beta, IL-4, 8 y 10) "°. En este
sentido, se sabe que varias de estas citoquinas son expresadas en el LPO de

3,9,12

manera patoldgica , por lo que la inhibicidn o expresion de iINOS, en este

proceso estaria condicionada al tipo de citoquinas o “perfil de citoquinas” que

prevalezcan en dicho proceso 30132,

Existen varios tipos celulares que pueden expresar iNOS, algunas de
estas células son caracteristicas del LPO, como son los linfocitos T, los
macrofagos y los queratinocitos del epitelio oral *’. Ademas, también se ha
demostrado la expresion de iINOS en neoplasias malignas de colon, de mama e
higado, en las que dicha expresion se relaciona con estadios tempranos,

progresion y mal prondstico de estas lesiones 132210:213-215,

Aunque existen numerosos estudios 3748131138212

que han demostrado
la expresion de INOS y su relacibn con estadios tempranos de la
carcinogénesis en lesiones premalignas orales, existen pocos que hayan

analizado esta enzima en lesiones de LPO 34137

En nuestro estudio hemos encontrado expresion epitelial de iINOS en
casi todas las muestras de ELO (95,5%), y expresiéon en el infiltrado
inflamatorio en todas ellas. La expresion epitelial mostré un patron nuclear,
citoplasmatico y membranoso, lo que concuerda con otros estudios *****’. No
hemos encontrado diferencias en la expresion epitelial de iINOS en relacion a
los grupos clinicos (C1 y C2). Estos resultados sugieren que el tipo de lesién

clinica no parece influir en la expresion de esta enzima.

Por otro lado, hemos encontrado diferencias significativas de expresion
epitelial de iINOS entre los grupos histologicos (HT y HC). Ademas, hemos
observado que la mayoria de los casos (63,3%) con expresion intensa
pertenecian al grupo HC. También observamos que los casos con expresion

epitelial intensa de iINOS, mostraban un infiltrado inflamatorio profundo,
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caracteristica histolégica que ha sido sefalada por diversos autores como

sugestiva de LLO's '316:26.98.101.102

Junto a esto, al analizar los grupos
histologicos que mostraban sobreexpresion epitelial de INOS, observamos que
la presencia de hiperqueratosis severa era mas frecuente en los casos HC que

en los HT.

Segun nuestros resultados, la presencia de un infiltrado inflamatorio
profundo, podria ser una caracteristica histologica sugestiva de LLO, y ademas,
una respuesta a fendmenos inmunolégicos propios de las LLO que estarian
asociadas a una mayor expresion epitelial de INOS. Creemos que la presencia
de hiperqueratosis severa en las LLO, es una caracteristica mas dificil de
valorar, debido al elevado grado de subjetividad del examen histoldgico,
aunque también podria ser un indicativo de un mayor grado de proliferacién o

actividad epitelial de las LLO.

En el estudio realizado por Brennan y cols. "’ sobre lesiones de LPO, no
encuentran diferencias en la expresion epitelial ni inflamatoria de INOS
respecto a los controles de mucosa normal, a pesar de demostrar una mayor
cantidad de macréfagos en las muestras de LPO. Estos autores ',
argumentan que este hallazgo podria deberse por un lado, a la presencia de
citoquinas expresadas en el LPO, ya que algunas de ellas son conocidas
inhibidoras de la expresion de iINOS. En este sentido, muchas de las citoquinas
que son expresadas de manera anémala en el LPO (IL-1, 10, 12, FNT-alfa y
TGF-alfa), son por el contrario favorecedoras de la expresion de iINOS *'2%2 |o
que seria contradictorio a la teoria propuesta por estos autores '*. Otra
explicacion propuesta por Brennan y cols. '*", es que la alta expresién de p53
en el LPO generaria una inhibicion de la expresion de iNOS. En este sentido,
en nuestro estudio también hemos observado una alta expresion de p53 en
estas mismas lesiones, sin afectar la alta expresion de iINOS. Esto podria
sugerir que los mecanismos que inhiben la expresion de iINOS ejercidos por la
expresion de p53 en las lesiones de ELO, son insuficientes o se ven
desbordadas por los estimulos que favorecen la expresion de esta enzima. Lo
anterior podria explicar en parte, la alta expresion de p53 e iINOS observada en

nuestro estudio.
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En el estudio realizado por Chaiyarit y cols. **, demuestran dafio del
ADN por la iINOS derivado de la sintesis de 8-nitroguanina en muestras de LPO
y de COCE. Esto autores demuestran con técnicas de inmufluorescencia, que
la localizacion citoplasmatica de 8-nitroguanina, 8-oxodG e INOS en el epitelio
de lesiones de LPO es la misma, hallazgos que también han sido demostrado
por otros autores en lesiones premalignas y malignas orales 3131138216 Ep g
estudio realizado por Chaiyarit y cols. ** también observaron que la
acumulacién de p53 era mayor en las muestras de LPO con expresion de iNOS
respecto a los controles, y menor que en las muestras de COCE, lo que estaria
en concordancia con nuestros resultados. Estos autores ** concluyen que la
expresion de iINOS y la subsecuente formaciéon de 8-nitroguanina, molécula
altamente toxica para el ADN, podria contribuir en la transformacién maligna

del LPO.

Si tomamos en cuenta que las lesiones consideradas “histolégicamente
tipicas” (Grupo HT), son las que debemos considerar como LPO “verdadero o
tipico” 8, nuestros resultados apoyarian en parte los obtenidos por Brennnan y
cols. ™" (Brennan et al 2000b). Siguiendo lo anterior, serian las lesiones
“‘compatibles” (Grupo HC) las que estarian sometidas en mayor medida a los
efectos negativos ocasionados por la expresion de iNOS, tales como una
mayor promocion de la angiogénesis, proliferacién celular y dano del ADN
aumentando la posibilidad de transformacion maligna. No obstante, aunque la
expresion de iINOS en las lesiones HC es mayor que en las lesiones HT, esta
leve expresion sigue siendo mayor que en una mucosa no afectada por ELO,
motivo por el cual dichas lesiones seguirian sufriendo los efectos negativos y

consecuencias ocasionados por la expresion de INOS de forma croénica.

Basandonos en nuestros resultados, las lesiones HC (LLO),
independientemente del tipo clinico de la lesion presentarian una mayor
expresion de INOS, y por lo tanto serian mas susceptibles a sufrir

transformacién maligna.
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5.4. En relacion con la expresién de EGFR

El Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR) es una
glicoproteina transmembrana que forma parte de una familia de receptores de
factores de crecimiento (Erb1 o EGFR, Erb2, Erb3 y Erb4) °"'*°. El EGFR es un
receptor de accién tirosina-quinasa dependiente que se compone de tres
partes, la porcion extracelular que actua como punto de unidén con una gran
variedad de ligandos entre los que se encuentran el EGF [epidermal growth
factor], TGF-a [transforming growth factor-alpha], betacelulina, amfiregulina,
heregulina y HB-EGR [Heparin binding-EGF like growth factor], una vez unidos
provocan la activacion del EGFR. La segunda porcién se encuentra inmersa en
la membrana citoplasmatica de la célula, uniendo la porcion extracelular a la
tercera porcion intracelular. Esta ultima, al haber sido estimulada previamente
por su respectivo ligando, provoca una dimerizacion y fosforilacién del receptor
iniciando una cascada de sefales intracelulares tirosina quinasa dependientes
que ponen en marcha diferentes y complejas vias de estimulacion y/o
modulacién celular (Ras/Raf/MAPK; P13K/AKT; PCLgamma; STATs) como son
la proliferacion y diferenciacion celular, la inhibicion de la apoptosis, la

promocion de la angiogénesis, y la migracion e invasion celular °>°7217,

En condiciones normales la expresion y funcion del EGFR, esta
estrechamente controlada y regulada por mecanismos que incluyen el
desarrollo epitelial, la respuesta a las lesiones de este, ademas de ser un pilar
importante en la activacion de otras proteinas involucradas en estos mismos

procesos, formando una red de intercomunicacién celular y molecular >>%7:2'8,

Algunos estudios *° han demostrado una sobreexpresion del EGFR en
diferentes tipos de neoplasias malignas, entre las que se encuentra el
carcinoma oral de células escamosas (COCE). Ademas de esto, otros estudios
141143 sefialan que la sobreexpresion del EGFR en lesiones premalignas orales,
se incrementaba desde estadios iniciales de la carcinogénesis como serian la
hiperplasia epitelial hasta la displasia severa y el COCE. Estos autores '*''%3

encuentran que el aumento en la expresion de EGFR en los estadios de la
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carcinogénesis era mas notorio entre un epitelio normal y un epitelio
aparentemente normal adyacente a tumor, y entre el cambio de displasia
severa a COCE. Lo anterior sugiere que la expresion de EGFR podria estar
relacionada con la severidad y cambios fenotipicos de la lesién.

141,144,219

Otros autores , ademas de asociar el incremento en la expresion

de EGFR y la severidad de las lesiones premalignas orales, encuentran un

fendbmeno similar en relacién a la expresion del Factor de necrosis tumoral alfa

(TNF-alfa), uno de los principales ligandos del EGFR. Algunos estudios 2%

encuentran una asociacion entre una alta expresion de EGFR y la presencia de
ganglios linfaticos positivos en pacientes con carcinoma escamoso de cabeza y
cuello (CCC), lo que influia negativamente en el prondstico de estos pacientes.

Otros estudios '*®'*"1*° también han sefialado este hallazgo, encontrando una

mayor capacidad de invasion en pacientes con sobreexpresion de EGFR 221222,

48 atribuyen en parte a la activaciéon secundaria de

223

lo que algunos autores
MMP-9. No obstante, existen otros autores que no encuentran esta

asociacion.

Desde hace algunos afios, la terapia dirigida a la inhibicion del EGFR ha
ofrecido un nuevo panorama para los pacientes con CCC °°°7:139.150:218.224,225
Esta circunstancia ha abierto distintas posibilidades para el tratamiento de

pacientes con cierto tipo de canceres, entre ellos el CCC 139:218.224.225

Algunos autores 2'® han sefialado que la valoracion de la expresion del
EGFR como factor prondstico en el cancer de cabeza y cuello ha tenido
resultados variables, probablemente debido a que la expresién de EGFR por si
sola no ofrece un dato del todo confiable. Estos autores %'® sefialan que podria
ser mas importante la cantidad de EGFR fosforilado o activado en estas
lesiones. En este sentido, autores como Hirashi y cols. 222 han sefialado una
correlacién entre una alta expresion de EGFR y la presencia del EGFR

activado.

Se ha demostrado la importante participacion y colaboracion sinérgica

entre el EGFR y otras enzimas asociadas a la inflamacién crénica y a su vez

117



Dionisio Cortés

relacionadas con la carcinogénesis oral como: COX-2, iNOS, MMP-9 y algunos
supresores de tumor como p53 #°7:120.151.152226227 " Ep egte sentido, algunos
autores '?° han observado un aumento en la expresién de EGFR y COX-2 en

151, han

leucoplasias sin displasia comparado con controles. Otros autores
observado una correlacion entre el aumento de RNAm de EGFR y de COX-2
en lineas celulares de COCE. De forma similar, autores como Chen y cols. %%,
al emplear conjuntamente inhibidores especificos del EGFR tirosina quinasa y
de COX-2 en lineas celulares derivadas de CCC, han logrado disminuir
considerablemente el crecimiento de estas lineas celulares, poniendo de
manifiesto la importante comunicacién e interaccion existente entre el EGFR y

la COX-2.

Al parecer la INOS se relaciona con EGFR a través de la estimulacién
de STAT-3, y con la COX-2 por medio de la sintesis de PGE2 *>'*%. Se cree
que la expresién de estas dos enzimas claves (iNOS y COX-2), aumenta y/o se
mantiene en parte, por mecanismos indirectos derivados de la estimulacion de
las vias intracelulares afectadas por la expresiéon del EGFR, las cuales en

diversos puntos se solapan y coinciden frecuentemente *>°’.

En nuestro estudio hemos demostrado que el EGFR se expresa en
todas las muestra de ELO, presentando la gran mayoria de los casos una
expresion alta (79,5%), sin que hayamos podido encontrar diferencias en
relacion con los grupos clinicos e histopatologicos de la enfermedad.
Previamente solo existen dos estudios que analizan la expresion de EGFR en
el LPO *®™** que obtienen resultados que contrastan entre si.

En el estudio realizado por Ebrahimi y cols. ™

, Se reconoce que la
expresion de EGFR en el LPO era menor que en los controles de mucosa
normal, lo que contrasta con nuestros resultados. La explicacion que estos
autores '** dan a sus resultados, presenta dos posibilidades; por un lado que la
alta actividad o expresion de la proteina p53 demostrada en el LPO, actuaria
inhibiendo la expresion de EGFR, y por otro que se trate de un falso negativo,

donde el anticuerpo primario empleado no detecte la forma mutada de EGFR
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(EGFRUVIII), sugiriendo que esta forma mutada de EGFR prevaleceria sobre la
forma salvaje en el LPO.

Al analizar los resultados obtenidos por Ebrahimi y cols. **, creemos
que es probable que la expresion de p53 disminuya la expresion de EGFR, sin
embargo, nosotros no hemos encontrado que la expresion de p53 disminuyera
o anulase la expresiéon de EGFR. En relacion a la mutacién de EGFR en el
LPO, se ha demostrado que la mutacion de EGFR en lesiones premalignas
orales como podria ser el LPO, es muy baja, debiéndose la alteracion de su
expresion mas a una sobreexpresion tanto del EGFR salvaje como de sus

ligandos, principalmente del TGF-a, amfiregulina, epiregulina y HB-EGF
56,141,143,144,150

Otros estudios realizados en muestras de CCC #° también han
demostrado que la expresiéon de EGFRvIII (mutado) siempre se acompana de
la sobreexpresion de EGFR salvaje, sefialando ademas, que la mutacion de
EGFR (EGFRUVIIl) podria ser un evento mas bien tardio en la evolucién del
CCC, distinto a lo que seria el LPO. Pensamos que todos estos hallazgos

1

anularian la teoria propuesta por Ebrahimi y cols. ** para explicar la baja

expresion de EGFR que obtienen en las muestras de LPO.

Nosotros consideramos, que la diferencia de nuestros resultados con los
de Ebrahimi y cols. ' podrian deberse al diferente anticuerpo utilizado y a los
criterios clinicos e histopatolégicos empleados en nuestro estudio para incluir

nuestros casos como ELO, y después para distinguir entre LPO y LLO.

Por otro lado en el estudio realizado por Kumagai y cols. *°, obtienen una
alta expresion de EGFR en todas las muestras de LPO y ausencia de
expresion Erb-2 y Erb-3 al ser comparado con controles, lo que iria en
concordancia con nuestros resultados. En este estudio *® no sefialan el tipo de
lesién clinica de cada caso, por lo que no podemos comparar nuestros
resultados en relacion con los grupos clinicos, asi como tampoco hacen

56

distincion de grupos histolégicos. Estos autores ademas encuentran una

sobreexpresion de ligandos como amfiregulina, epiregulina y HB-EGF, asi
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como una disminucion de TGF-alfa en las lesiones de LPO, sefalando ademas
que esta expresion era mas evidente en los linfocitos del infiltrado inflamatorio
de la lamina propia. De acuerdo a estos resultados, sefalan que la

sobreexpresion de EGFR podria contribuir a la carcinogénesis de este proceso.

Nuestro trabajo ha demostrado diferencias significativas en cuanto al
patrén de expresion entre los grupos histologicos, ya que en el grupo HC la
mayoria de las muestras (70,5%) mostré un patrén de expresion combinado
membranoso y citoplasmatico, y en mas de la mitad (58,1%) de los casos ésta
era moderada-severa. En este sentido, algunos autores '*’ han sefialado que la
expresion citoplasmatica de EGFR en muestras de CCC se asociaba con la
presencia de metastasis en los ganglios linfaticos. Ademas, sefalan que las
lineas celulares de CCC resistentes a inhibidores de las tirosina-quinasas, se
asociaban a este patron de expresion citoplasmatico, lo que a su vez también
se relacionaba con la resistencia de estas células a los inhibidores de tirosina-

quinasa.

En el estudio de Muller y cols. ', también se encontré que la expresion
membranosa se asociaba a un mal prondstico, reduciendo el tiempo libre de

147

enfermedad y supervivencia. Estos autores sugieren que la localizacion

membranosa de EGFR hace que las células sean mas susceptibles a la

estimulacion por parte de los ligandos. Partiendo de estos resultados '’

, el
patrén de expresion membranoso y citoplasmatico de EGFR en el grupo HC,
sugiere dos posibilidades. La primera, que este tipo de lesiones serian mas
susceptibles a los efectos de los ligandos extracelulares y por ello tendrian un
mayor riesgo de sufrir transformacion maligna. En este sentido, la localizacién
de los distintos ligandos (EGF, TGF-a, Amfiregulina, Epiregulina) de EGFR en
las lesiones de ELO, seria un dato importante de determinar, ya que
conoceriamos si guarda alguna relacién con la sobreexpresion de EGFR como
ya se ha demostrado en otras lesiones premalignas orales 1143144153 | 4
segunda posibilidad seria que una vez desarrollada la transformacién maligna,
el riesgo de metastasis podria ser mayor. No obstante, es dificil contrastar de

momento este hallazgo con nuestros datos.
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Otros estudios ' también han demostrado expresion citoplasmatica de
EGFR en muestras de mucosa normal adyacentes a CCC, y que esta
localizacion coincidia con la expresion de su principal ligando el TGF-a.
Ademas, observaron que la intensidad y la extension epitelial de la expresién
de EGFR en este tipo de muestras se incrementaban cuanto mayor era la

severidad de la displasia epitelial.

En nuestro estudio hemos observado una expresién intensa en la
mayoria de las muestras y casi en la totalidad (88,6%) de los casos la
expresion aparecia en todo el espesor del epitelio, sin encontrar diferencias
entre los grupos clinicos ni histologicos. Este hallazgo sugiere que las lesiones
de ELO, serian mas susceptibles a los efectos de los ligandos de EGFR y a
una posible transformacién maligna, independientemente de las caracteristicas

clinicas e histopatolégicas que muestre la lesién.

5.5. En relacién con la expresion de MGMT

La enzima reparadora del ADN O°-Metilguanina-ADN Metiltransferasa
(MGMT), forma parte de un amplio sistema reparador de ADN que es crucial en
la eliminacién de grupos alquilantes unidos a la posicién O° de la guanina, que
al unirse forma O°-Metilguanina (O°MetG), lesiones altamente mutagénicas 2.
Las lesiones del tipo O°MetG tienen tendencia a aparearse con timina durante
la replicacion, provocando una conversiéon erronea de guanina-citosina (G-C)
en adenina-timina (A-T), dando lugar a una mutacion transicional puntual que a
su vez puede afectar genes implicados en la proliferacion celular y diversos

tumores, entre los mas sefialados estarian el K-ras y p53 °%'°°

Las lesiones del tipo O°MetG se producen de forma enddgena a través
de la formacion de compuestos nitrosos derivados de aminas y del dafio
oxidativo generado por la inflamacién o infeccion **'°"'°%; de forma exdgena
por alimentos, productos de combustion, algunos agentes quimioterapéuticos

que producen especies alquilantes reactivas, y por ultimo uno de los mas
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importantes, por la exposicién a distintos quimicos contenidos en diferentes

formas de tabaco 58-60-62:65.160.161

La enzima MGMT actta eliminando los grupos premutagénicos O°MetG
el ADN, transfiriendo el grupo o “aducto” metilo hacia un sitio cisteina localizado
en MGMT restaurando la base original, para posteriormente sufrir degradacién
y ser resintetizada en una molécula nueva de MGMT %' En este sentido, se
ha demostrado que la cantidad de MGMT expresada en los tejidos, es

proporcional a la capacidad de reparar lesiones O°MetG del ADN 8167163,

Se sabe que la metilacién del gen MGMT es responsable en la mayoria
de los casos de la ausencia de expresion de dicha proteina, impidiendo la
reparacion de las lesiones del tipo O°MetG, y con esto aumentando el riesgo a
que las mutaciones sigan acumulandose a lo largo de las diversas
replicaciones celulares, incrementando el riesgo de desarrollar lesiones

neoplasicas malignas %'°°.

Numerosos estudios han demostrado la hipermetilacién del promotor del

gen MGMT en CCC y COCE asi como sus respectivos tejidos adyacentes de

apariencia normal °9°1.1,

63

Resultados similares han sido demostrados por
nuestro grupo en lesiones potencialmente malignas, asi como por otros
autores 2%

%0 sobre lesiones

En el estudio realizado por Sawhney y cols.
premalignas y malignas orales, encuentran una disminucidn de la expresion de
MGMT progresiva desde los estadios mas tempranos como es la hiperplasia
hasta el COCE, sefalando ademas que esta falta de expresion en los
pacientes con COCE, se asociaba con un estadio avanzado y metastasis
ganglionar, sugiriendo una asociacién entre la perdida de expresiéon de MGMT
y un comportamiento agresivo del COCE. Estos autores concluyen que la
perdida de expresion de esta enzima es un evento temprano que puede ser

utilizado como un marcador prondstico en estas lesiones.
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Otros autores °®2%°' han demostrado resultados similares a los
descritos por Sawhney y cols. ®. En el estudio realizado por Kulkarni y cols. %,
sefalan un alto porcentaje de hipermetilaciéon del gen MGMT en muestras de
COCE vy sus tejidos adyacentes de apariencia normal, y ningun caso de
metilacion de dicho gen en las muestras de pacientes sanos. Estos resultados
sugieren que la hipermetilacion de MGMT ocurre de manera temprana durante
la carcinogénesis de los tejidos que aun no han sufrido cambios fenotipicos.

65

Resultados similares fueron obtenidos por otros autores °°, al analizar la

hipermetilacion de MGMT en lineas celulares derivadas de leucoplasias.

Aunque existe suficiente evidencia del importante papel que juega
MGMT en las etapas tempranas de la carcinogénesis oral en distintas lesiones
premalignas y malignas, no existen estudios que hayan analizado esta enzima
en LPO ni en LLO. La naturaleza inflamatoria cronica de la ELO, hace que este
tipo de lesiones sufran agresiones constantes por dafno oxidativo derivado de la
inflamacion croénica, lo que incrementaria el riesgo de desarrollar lesiones del
tipo O°MetG y por tanto seria indicativo de una importante participacion de

MGMT en la eliminacién de dichas lesiones 34198231

En nuestro estudio hemos encontrado expresion en la mayoria (88,6%)
de las muestras de ELO y no hemos observado diferencias en la expresion
entre los grupos clinicos ni histolégicos. ElI hecho de que no existan estudios
previos que hayan analizado la expresion de MGMT en estos procesos dificulta
la comparacion de nuestros resultados. Sin embargo en un estudio '*’ donde
se analiza la hipermetilaciéon de distintos genes, entre ellos MGMT, en
muestras de gastritis cronicas, encontraron una baja hipermetilacion en general
de todos los genes estudiados, no obstante, los casos que mostraban mas
genes hipermetilados, fueron aquellos con una mayor inflamacion crénica y con
metaplasia intestinal. Esto sugiere una participacién de la inflamacién crénica
en la aparicion de este tipo de lesiones genéticas, probablemente derivadas del

dafio oxidativo y nitrico %"

El bajo numero de casos con expresion negativa en nuestro estudio

sugeriria una baja hipermetilacion de gen MGMT en la ELO. Algunos estudios
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232 sefialan la presencia de polimorfismos en el gen MGMT que condicionarian
la sintesis de proteinas distintas de la forma salvaje. Tanto la hipermetilacion
como las distintas proteinas de MGMT, podrian explicar los casos negativos
observados en nuestro estudio. No obstante, al parecer la presencia de estos
polimorfismos parece no tener implicaciones clinicas importantes 23232, Por
otro lado, el alto numero de casos positivos y la localizacién suprabasal de
MGMT, unido al alto numero de casos positivos en las capas suprabasales de
p53 encontradas en este estudio, estaria acorde con la dependencia funcional

descrita para ambas proteinas %6641%6.161

No hemos encontrado diferencias en la localizacion ni en el patron de
expresion entre los distintos grupos clinicos ni histologicos. No obstante, en la
mayoria (81,8%) de los casos existia un patron predominantemente
citoplasmatico y suprabasal, sugiriendo un acumulo de MGMT, cuando la

expresion normal es nuclear y basal ¢

Se ha senalado que la capacidad celular para hacer frente a las lesiones
O°MetG, depende del nimero de moléculas de MGMT disponibles en cada

célula 58,161-163.

En este sentido, creemos que la presencia de MGMT
citoplasmatico responde a la constante agresion inflamatoria crénica en las
lesiones de ELO. Esto nos sugiere tres posibles escenarios: 1) un sistema de
reparacion de ADN eficiente en las lesiones de ELO, 2) que la agresion al ADN
se extiende hacia capas epiteliales superficiales y, 3) que la ausencia de esta
enzima supondria un incremento del riesgo a sufrir mutaciones por lesiones
0°MetG derivadas de la inflamacion crénica presente en la ELO. En cualquier
caso, es evidente que la expresion de MGMT en la ELO es importante en la
proteccion de la agresidon constante derivada de la inflamacion crénica, lo que
se demuestra en nuestro estudio al observar su alta expresion en las muestras

de ELO.
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5.6. En relacioén con la expresién de MMP-9

La MMP-9 forma parte de la amplia familia de MMP-s, especificamente
del grupo de las gelatinasas donde también se encuentra la MMP-2 *°. Tanto la
MMP-9 como la MMP-2, se expresan en tejidos normales o sanos en pequefias
cantidades para desempenar funciones fisiologicas.

Tanto la MMP-9 como la MMP-2 estan encargadas de la degradacion de
varios componentes de la matriz extracelular, pero ademas, pueden degradar
el colageno tipo IV de la membrana basal epitelial, hecho que las relaciona
directamente con la carcinogénesis y la progresion maligna **%%?'". Se ha

sefalado 1036103

que la inflamacion cronica estimula la expresion de la MMP-
9, la cual favorece la carcinogénesis en distintos procesos inflamatorios
cronicos asociados al desarrollo de cancer, como podria ser la ELO. La
relacion entre la MMP-9 y la carcinogénesis se basa en que esta enzima actua
en diversos aspectos de la inflamacion, estimulando la expresion de citoquinas
y quimiocinas proinflamatorias y proangiogénicas, ademas de promover las

sefales intracelulares de proliferacion, de crecimiento y antiapoptoticas
36,103,233

Entre las células que expresan esta enzima se encuentran las
estromales, las inflamatorias y las epiteliales °. Entre las células relacionadas
con la inflamacion, se sabe que los mastocitos son una fuente importante de
quimasa la cual es un potente activador de la MMP-9 °. Diversos estudios %2°4'
han demostrado que existe una importante poblacion de mastocitos en el LPO
4123423 sefialando que gran parte de éstos mastocitos estan en fase de
degranulacién. Esto a su vez favorece la expresion de FNT-alfa, el cual
perpetua la inflamacién de manera crénica y promueve de nuevo la expresion

de MMP-9 formando un circulo vicioso entre la MMP-9 y el TNF-alfa '®°.

Diversos estudios han demostrado la estrecha relacion existente entre la

expresion de la MMP-9 y el desarrollo y pronodstico de lesiones premalignas y
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malignas orales #041:°2165-169.217.23¢ ' 4o agifago **°12% del seno paranasal >y

en modelos experimentales de carcinogénesis cutanea sobre ratones **2%,

En el estudio realizado por Jordan y cols. °?

, demuestran que la
presencia de RNAm de MMP-9 era mayor en las displasia epitelial que
progresaban hacia COCE comparado con las que no lo hacian. Otros autores
16 demuestran que la expresién de MMP-9 en lesiones de COCE, es mas
importante que la expresion de MMP-2 en el proceso de metastasis. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos sobre lesiones malignas de glandulas
salivales ?*°, y en COCE '®, los que ademas de sefialar un mayor potencial de
metastasis en los casos que expresan MMP-9, demuestran que la expresion
del inhibidor tisular de metaloproteinasas-2 (TIMP-2) junto con la expresion de

MMP-9 es un marcador de un peor pronostico.

Existen pocos estudios que hayan analizado la expresion de MMP-9 en

lesiones de LPO #4169

, 'Y ninguno sobre LLO. En nuestro estudio hemos
observado que la gran mayoria de las muestras (81%) de ELO mostraron
sobreexpresion de MMP-9, y en mas del 70% lo hacia con un patron
citoplasmatico-nuclear. En el 83,3% de los casos la expresion se localizaba
desde la capa basal hasta la espinosa. Respecto al patron de expresion,

nuestros resultados concuerdan con lo descrito previamente por otros autores
169

En el estudio realizado por Chen y cols. ', se reconoce una mayor

expresion en las lesiones de LPO comparandolas con los controles, expresion
que se incrementaba en sus respectivas lesiones malignas. Estos resultados
estarian en concordancia con el elevado porcentaje de casos con
sobreexpresion observado en nuestro estudio y sugiere que la expresion de

MMP-9 podria ser marcador epitelial temprano de carcinogénesis en la ELO.

Como se ha comentado anteriormente se puede explicar la
sobreexpresion de MMP-9 en la ELO en base a la presencia y el desequilibrio
entre gran cantidad de citoquinas (ll-1, 8, 10, 12, FTN-alfa, IFN-gamma, TGF-
beta, factor nuclear kappa B [NF-kB]), quimiocinas (RANTES y respectivos
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receptores) y activadores de MMP’s (quimasa y triptasa), alteraciones
frecuentes en la ELO y en otros procesos patologicos inflamatorios cronicos
3912 Sin embargo, existen algunos estudios que no encuentran una
sobreexpresion epitelial de MMP-9 en el LPO *'. Estos autores *' sefialan solo
una leve expresion epitelial de MMP-9, siendo mayor la expresion de MMP-2 y

MMP-3, proteinas también relacionadas con la carcinogénesis oral '66:167:217.23¢

Por otro lado, estos autores *'

observaron que la expresion de MMP-9 era
mayor en el infiltrado inflamatorio y que ésta derivada de los linfocitos T,

sefalando su posible participacion en la patogénesis en el LPO.

En nuestro estudio no hemos encontrado diferencias significativas en la
expresion de MMP-9 en relacién a los grupos clinicos. A diferencia de nuestros
resultados, Chen y cols. '® encuentran una mayor expresion de MMP-9 en las
lesiones atroficas, erosivas y bullosas comparado con las lesiones no atréficas
(reticulares, en placa y papulares), lo que indicaria un mayor riesgo de
trasformacion para las lesiones atréficas. Creemos que las discrepancias entre
nuestro estudio y el de Chen y cols. '®° puede deberse a los distintos tipos y
concentraciones de anticuerpos primarios empleados en cada estudio.

En relacion a los grupos histolégicos, no hemos encontrado diferencias
significativas en la expresion epitelial de MMP-9. Hasta ahora no existen
estudios que comparen la expresion epitelial de MMP-9 en lesiones
histolégicamente tipicas (LPO) con lesiones histologicamente compatibles
(LLO), haciendo dificil la comparacion de nuestros resultados. En relacién a las
caracteristicas histoldgicas, no hemos observado ninguna asociacion entre la
expresion de MMP-9 con caracteristicas epiteliales ni inflamatorias, como
podria ser la intensidad de la inflamacién o la presencia de linfocitos como

sefialan otros autores *'.

Segun nuestros resultados, la ausencia de diferencias en la expresion de
MMP-9 entre LPO y LLO, indica que la expresion epitelial de MMP-9 en la ELO,
no estaria determinada por el tipo clinico de la lesién ni tampoco por el tipo o
imagen histologica. Esto también sugiere que dicha expresion epitelial de

36,103,240

MMP-9, esta regulada por mecanismos moleculares inflamatorios que

probablemente no se relacionan con la intensidad o el tipo celular inflamatorio
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presente en este proceso. Podriamos decir que la sobreexpresion de MMP-9
en ambos subtipos de ELO indicaria un mayor riesgo de transformacion
maligna, sin embargo, la trasformacién maligna no solo dependeria de esto, por
el contrario, se necesita la presencia de alteraciones a distintos niveles para

que la trasformacién maligna ocurra %',

5.7. En relacién con la expresion de CD31

La angiogénesis es un proceso fundamental para numerosos fendmenos
fisioldgicos esenciales para el correcto desarrollo, crecimiento y funcionamiento
del organismo. La angiogénesis por definicién, es la formacion de nuevos

6

vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes °®, y es el resultado del

balance de multiples estimulos angiogénicos y antiangiogénicos generados en
el tejido en cuestion 17",

La angiogénesis también juega un papel fundamental y decisivo en la
carcinogénesis de las lesiones potencialmente malignas como el LPO y las
LLO ®¢%° principalmente en las etapas mas tempranas, donde los cambios
fenotipicos malignos aun no han ocurrido. Distintos autores ®°%° han
demostrado una mayor microdensidad vascular (MDV) en lesiones premalignas
orales al encontrar una mayor expresion de diferentes marcadores moleculares
de la angiogénesis como es CD31 (PCAM-1), el CD34 y el VEGF, lo que
favoreceria el aporte sanguineo y con ello el suministro de factores promotores

de la proliferaciéon celular ®°. Estos mismos estudios °¢¢7:%°

sefalan que un
aumento de la angiogénesis y MDV, es mas frecuente e intensa en los estadios
mas tempranos de la carcinogénesis oral como serian la hiperplasia y la
displasia epitelial comparandolos con sus respectivas lesiones malignas. En

este mismo sentido, autores como Huang y cols. y Jain y cols. 12173

, senalan la
importancia que puede tener la terapia antiangiogénica en distintas lesiones
premalignas y malignas originadas en el ser humano en relacion al tratamiento

y pronostico de estas lesiones.
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9.1032,3367.68110  han  destacado la importante

Diversos autores
participacion de la angiogénesis en distintos procesos inflamatorios cronicos
como serian las lesiones premalignas orales incluidas en la ELO (LPO vy las
LLO), asi como en los carcinomas derivados de estas. Algunos autores """,
proponen que la alteracion en la expresion de distintos marcadores
angiogénicos y en algunas moléculas de adhesion vascular con participacion
en la angiogénesis, desempefian un papel importante en la patogénesis del
LPO, como se ha demostrado en otras enfermedades inflamatorias crénicas

como la artritis reumatoide, la psoriasis y la osteoartritis °'7*,

En nuestro estudio hemos observado que mas de la mitad de los casos
de ELO (54,4%) presentaban una MDV alta (>5). Esto estaria en concordancia
con lo descrito con otros estudios ®123171:174.175177 " gegiin diversos autores
36.68.103.171 " aste aumento de la angiogénesis y MDV en el LPO, responde a los
multiples estimulos proangiogénicos y mitogénicos derivados de citoquinas y
factores de crecimiento presentes en los procesos inflamatorios créonicos como

seria la ELO.

Autores como Jin y cols. ®® encuentran un mayor niimero de capilares
tanto en el LPO, como en displasias epiteliales y mucosa adyacente a COCE al
compararlo con lesiones con inflamacién crénica inespecifica y con controles
de mucosa sin alteraciones. Esto sugiere la existencia de distintos potenciales
angiogénicos en la inflamacion crénica asociada al LPO y a lesiones
premalignas, en relacién con los que existen en lugares con inflamacion crénica

176177 ademas demuestran la presencia de una

inespecifica. Otros autores
morfologia vascular distinta asociada con la proliferacion vascular

desorganizada en el LPO.

En nuestro estudio no hemos encontrado diferencias significativas en la
MDYV entre los distintos grupos clinicos ni histolégicos, lo que difiere en parte
con lo descrito previamente por otros autores '"*. En el estudio de Tao y cols.
"4 se observé una mayor MDV en las lesiones atréfica-erosivas al compararlo
con las lesiones que eran solo reticulares, ademas, curiosamente la MVD de

las lesiones reticulares no era mayor que la de los controles. Estos autores '
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encuentran una correlacion entre la MDV y la expresion de VEGF en las
lesiones atroficas erosivas, concluyendo que la angiogénesis y la expresion del
VEGF podrian jugar un papel importante en la cronicidad y patogénesis de
ciertos tipos de lesiones clinicas del LPO.

Dentro los primeros esbozos de la angiogénesis se encuentran la
presencia de células endoteliales en forma de “brotes” para la posterior
organizacion y formacion del vaso sanguineo a partir de un vaso preexistente.
En nuestro estudio no hemos observado diferencias significativas entre los
grupos clinicos ni histoloégicos en relacion a la presencia de vasos de
neoformacion (VnF) o grupos de células endoteliales CD31+. Algunos autores
®" han encontrado una asociacidon entre el aumento de brotes vasculares o
vasos en neoformacion en lesiones de leucoplasia y displasicas al compararlo

con controles.

En nuestro estudio tampoco hemos encontrado asociacion entre la MDV
alta y/o presencia de VnF con alguna caracteristica histolégica en los distintos
grupos clinicos e histoldgicos. En este sentido, se ha sefialado que la presencia
de inflamacién se acompana de fendmenos de angiogénesis y una mayor MDV
si se compara con un tejido sin inflamacion . Sin embargo, no hemos
encontrado diferencias en la MDV y VnF en relacion a la intensidad
inflamatoria. Este hallazgo podria sugerir que ademas del niumero de células
inflamatorias en el infiltrado, probablemente sean mas importantes una vez
mas, los perfiles de citoquinas que expresen dichas células inflamatorias para
promover la angiogénesis. No obstante, esta teoria deberia ser demostrada

con mas estudios.

Se ha hecho evidente el aumento de la angiogénesis en la ELO, no
obstante, segun nuestros resultados este aumento de MDV y de VnF no se ven
influenciado positivamente o negativamente en relaciéon con el tipo clinico o

histoldgico.
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Podemos decir que la presencia de una alta MDV en la mayoria de los
casos de la ELO estudiados pudiera jugar un papel importante en el riesgo

asociado de trasformacion maligna en ambos procesos.

5.8. En relacion con la expresiéon de p53

La proteina p53 es sintetizada por el gen supresor de tumor TP53, y
actua como un factor de trascripcion ante diferentes situaciones de estrés
celular como es el dafo al ADN, hipoxia, choque térmico, cambios metabdlicos
y en respuesta a multiples citoquinas ">®. Una vez que p53 se une a los sitios
especificos del ADN, genera la expresion de diversos genes (Mdm2, p21, WAF,
Cip-1, GAD45. Bax, IGF-BP3), que activan diversos mecanismos y vias para el
control del ciclo celular, reparacion de dafos genéticos, o bien inducir apoptosis

185

en caso de no poder reparar el ADN dafado Este gen crucial en la

estabilidad gendmica, razén por la que recibido el nombre de "guardian del

genoma” 75,76,80

Las alteraciones de p53 estan presentes en un gran porcentaje de
distintos canceres del ser humano como es el de pulmén, colon, esdéfago,
ovario, pancreas, piel, estbmago, cabeza y cuello, entre otros, considerandose
uno de los genes mas frecuentemente alterados en las neoplasias malignas
6178 Diversos estudios han sefialado que la sobreexpresion de p53 en
lesiones potencialmente malignas y malignas orales se asocia con distintas

fases de la Carcinogénesis 70,77,78,80,179-181,184,193,242

Sin embargo, el gran
numero de casos de LPO con sobreexpresion p53, no estaria en concordancia

con el bajo porcentaje de transformacion maligna observado en este proceso
4,30,70,187,189

Por otro lado, se puede producir alteraciones en distintos puntos de las
vias involucradas con p53 (sitios de union, proteinas, genes, etc.), impidiendo
la funcién normal de la proteina y con ello los mecanismos que regulan su

expresion, inhibicion y degradacion, de forma similar a lo que ocurriria en una
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mutacion en el gen p53 “°. Lo anterior, podria explicar en parte la acumulacion
y/o estabilizacién de p53 en lesiones premalignas y malignas en ausencia de
mutacion ">7®'8 Por este motivo, la sobreexpresion de p53 en una lesion

potencialmente maligna no siempre es sindnimo de mutacion.

La proteina p53 se expresa en condiciones normales en células con
capacidad de “proliferacion” como es la capa basal epitelial, considerandose
anormal una expresion en capas superiores o de “maduraciéon” como es la capa
espinosa, la granulosa y la cérnea %. Se ha sefialado que la mutacién en el gen
TP53 ocurre en un porcentaje importante de lesiones potencialmente malignas

y sus respectivos carcinomas orales modificando su expresion y su localizacién
78,80,179,180

La expresion de p53 en el LPO ha sido ampliamente estudiada
70.179,180,186-190,192197.198.243 " o |a mayoria de estos estudios observan distintos
porcentajes de sobreexpresion de p53. Teniendo en cuenta lo anterior, las
implicaciones clinicas, razon de la sobreexpresion y si ésta se debe a la
presencia de la proteina salvaje, mutada o a distintas isoformas de p53, serian

aspectos importantes a considerar '*""%.

Segun diversos estudios 7%179:180.186-189

, la sobreexpresion de p53 en el
LPO parece no estar relacionada con el incremento del riesgo de
transformacién maligna, por lo que las implicaciones clinicas podrian ser de
mayor interés ante ausencia o localizacion anormal de dicha expresion. El
motivo de la sobreexpresion p53 en la ELO, podria ser la intensa agresion
celular derivada del infiltrado inflamatorio créonico (oxidativo y nitrico) presente
en estas lesiones %%, Esta sobreexpresién induciria la detencion del ciclo
celular para la reparaciéon del ADN o apoptosis en caso de que el dafio no

pueda ser reparado.

Respecto al tipo de proteina expresada en el LPO, la evidencia sugiere

que la en la mayoria de casos la forma predominante es la salvaje p53 o no

70,187,189

mutada , aunque estudios recientes han demostrado la presencia de

187,188

otras isoformas de p53 en muestras En nuestro estudio hemos
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encontrado expresion de p53 en el 100% de las muestras de ELO. En este
sentido, el anticuerpo que hemos empleado en nuestro estudio (DO-7)
reconoce fundamentalmente la proteina salvaje de p53, aunque no podemos
descartar la presencia de la forma mutada. No obstante, creemos que nuestros

resultados estarian en concordancia con los descritos por otros autores '°.

La evidencia publicada hasta hoy, sugiere que el porcentaje de
expresion de p53 por si solo en muestras de LPO parece no siempre estar
asociado con mayor riesgo de transformacion maligna. Autores como Cruz y
cols. " han demostrado en lesiones potencialmente malignas, que mas que
el porcentaje de expresion de p53, es mas relevante la localizacién donde ésta

se produce. Estos autores '

seflalan que una expresion suprabasal o en
capas no proliferativas es indicativo de fendmenos asociados a la
carcinogeénesis oral, incluso en lesiones que no presentan cambios histoldgicos
o fenotipicos displasicos.

Algunos autores como Acay y cols. '

, han observado una mayor
expresion de p53 en muestras de LPO comparadas con LLO, atribuyendo esta
sobreexpresion a la mayor intensidad del infiltrado inflamatorio en el LPO. Por

otro lado, Ebrahimi y cols. '

, encuentra una mayor expresiéon en muestras
LPO y de la enfermedad injerto contra huésped EICH comparado con
controles. En nuestro estudio hemos encontrado la expresidn suprabasal de
p53 en el 65,9% de los casos de ELO, sin encontrar diferencias significativas
entre los grupos clinicos o tipos de lesiones clinicas, o que concuerda con
otros estudios '*’. Del mismo modo, tampoco hemos encontrado diferencias
significativas en la expresion suprabasal de 53 entre los grupos histoldgicos.
Debido a que no existen estudios que analicen la localizacion de este marcador
empleando los mismos criterios histolégicos que separan los casos HT (LPO)

de los HC (LLO), es dificil la comparacién de nuestros resultados.

Hemos observado una asociacidon significativa entre la expresion
suprabasal de p53 y la presencia de un infiltrado inflamatorio profundo
(p=0,026). Este hallazgo podria sugerir que la profundidad de la inflamacion en

la ELO condiciona distintos mecanismos que inducen dafos celulares que
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permanecen o se producen en capas suprabasales, y esto a su vez estimularia
la expresion suprabasal de p53 para la reparacién de dichos dafos. Como se
ha mencionado anteriormente, la presencia de un infiltrado inflamatorio
profundo es ha sefialado como un hallazgo sugestivo y mas frecuente en las
LLO. Lo anterior, podria estar ocasionado por mecanismos inmunoldgicos

(celulares y humorales) distintos a los que se acontecen en el LPO
13,16,26,98,101,102,112,240

Segun lo descrito por Cruz y cols. 78

, el alto porcentaje (62,9%) de
casos con expresion suprabasal encontrados en nuestro estudio, sugeriria un
alto riesgo de transformacién maligna tanto para el LPO como para las LLO. No
obstante, lo anterior seria poco probable segun lo descrito en la literatura
respecto a los porcentajes de transformacion maligna de estos procesos
4713182830 por otro lado, las lesiones empleadas por estos autores %% son
distintas tanto en su etiologia como en su prondstico (leucoplasias con distintos
grados de displasia y mucosa sin alteraciones adyacente a COCE’s), haciendo

dificil la comparacién con nuestros resultados.

Segun nuestros hallazgos y en concordancia con lo sefialado por otros

autores 70,186-189

, creemos que la expresion suprabasal de p53 podria deberse a
la reparacion de dafos celulares ocasionados por la agresién constante del
infiltrado inflamatorio (dafno oxidativo y nitrico) y en respuesta a los diferentes
mediadores de la inflamacion presentes en estos procesos. Por otro lado, la
interesante asociacidon observada entre un infilirado inflamatorio profundo y la
expresion suprabasal de p53, puede sugerir la presencia de distintos perfiles de
citoquinas y quimiocinas presentes en las lesiones con este patrén inflamatorio
13.16,26,98,101102112290 |5 que generaria dafio celular en capas no proliferativas o
madurativas y consecuentemente un mayor potencial de transformacion

maligna.

Hasta el momento y con los resultados obtenidos en nuestro estudio,
podemos decir que no existen diferencias en la expresion suprabasal de p53 en
los distintos grupos clinicos ni grupos histolégicos. La Inflamacién profunda en

muestras de ELO se asocia con una expresion suprabasal de p53. Las
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implicaciones clinicas y pronosticas de esta sobreexpresion suprabasal de p53
en la ELO, solo podra conocerse al hacer un seguimiento estrecho y a largo
plazo de estos pacientes, para conocer si es indicativa de un mayor riesgo de

transformacion maligna.

5.9. En relacién con la expresion de Ki-67

El marcador de proliferacién celular Ki-67, es una proteina que se
expresa en el nucleo durante las distintas fases del ciclo celular (G1, S, G2 y
M), excepto en la fase reposo celular 6 GO "*">" teniendo un pico de
expresion durante la fase de sintesis (S) para disminuir drasticamente

1 En condiciones

inmediatamente después de la fase de mitosis (M)
fisioldgicas normales solo las capas basales del epitelio oral albergan células
con capacidad de proliferacion para posteriormente madurar en capas
superiores manteniendo la integridad del epitelio. Por el contrario, la
proliferacion celular en capas para o suprabasales debe ser considerada un
signo de alarma en donde estan ocurriendo trastornos en los mecanismos que

regulan el ciclo y la proliferacién celular ""1%2,

Diversos estudios ">'841931% demuestran una asociacion entre la
expresion de Ki-67 y la severidad de las lesiones orales potencialmente

malignas y malignas, asi como con su prondstico '*°.

Numerosos estudios que han valorado el indice de proliferaciéon en el
LPQ 7072192196198 y o |LO '® mediante el analisis inmunohistoquimico de la
expresion epitelial de Ki-67, sefialan una alta tasa de proliferacion celular en

244 encuentran una tasa de

ambos procesos. No obstante, otros autores
proliferacion baja, sefalando que esto pudiera explicar el bajo porcentaje de

transformacién maligna del LPO.

De manera similar a lo que ocurre con la proteina p53, no siempre altos

indices de proliferacion o de expresion de Ki-67, se asocian a la severidad de la
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lesion o a un mayor riesgo de transformacion maligna. En este sentido, algunos

autores %1%

, seflalan que ademas del indice o porcentaje de expresion de Ki-
67, podria ser relevante la localizacion suprabasal de este marcador, ya que
puede ser un indicativo de un trastorno de la maduracién en capas no
replicativas, sugiriendo un incremento del riesgo de transformacion maligna de

estos procesos. Otros autores '%2

consideran que tanto la expresién basal como
parabasal de Ki-67 en el LPO, coexisten como mecanismo de mantenimiento
de la integridad del epitelio; sin embargo, esta situacion de gran recambio
celular en algunos casos puede sobrepasar los mecanismos de control de la

proliferacion e incrementar el riesgo de transformacion maligna.

Autores como Gonzalez-Moles y cols. ’!, sefialan una mayor expresion y
una localizacion suprabasal de Ki-67 cuanto mayor es el grado de displasia
epitelial. Posteriormente, estos mismos autores ?*°, han demostrado una mayor
expresion y una localizacion suprabasal de Ki-67 tanto en la mucosa sin
displasia como con displasia, cercana (<1cm) y lejana (>1cm) a COCE’s
aislados y multiples. Estos autores ?*° concluyen que la proliferacion celular en
capas epiteliales suprabasales en mucosa cercana y distante al tumor forma

parte del fenédmeno de cancerizacién de campo en estos pacientes.

En nuestro estudio se observd expresion suprabasal de Ki-67 en el
27,9% de los casos y no hemos encontrado diferencias significativas entre los
distintos tipos clinicos, de forma similar a lo que describen otros autores
72186197198 Estos resultados sugieren que la presencia o ausencia de lesiones
atroficas, erosivas y/o ulcerativas en la ELO, no son indicativos de una mayor
proliferacion. Segun nuestros resultados y la evidencia publicada, creemos que
la actividad clinica de las lesiones en la ELO no es un reflejo de los
mecanismos que suceden a nivel molecular en relacion al control de la

proliferacion celular.

De manera similar, tampoco hemos encontrado diferencias en la
expresion suprabasal de Ki-67 entre los grupos histoldgicos. Debido a que no

existen estudios que utilicen criterios similares a los nuestros, es dificil la
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comparacion de nuestros resultados. No obstante, en el estudio de Acay y cols.
'8 donde emplean criterios similares, tampoco observaron diferencias en la

expresion de Ki-67 entre lesiones de LPO y de LLO.

En relacién a las caracteristicas histoldgicas, algunos autores ' han
sefialado una discreta mayor expresiéon de Ki-67 en las lesiones atroficas
comparadas con las acantoticas, sin embargo, no hacen referencia a la
localizacion de dicha expresion. Nuestros resultados contrastan con los
obtenidos por estos autores "%, ya que no hemos observado casos con atrofia
y expresion suprabasal de Ki-67.

Es importante senalar, que en el 83,3%de los casos con expresion
suprabasal de Ki-67, se observo también expresién suprabasal de p53. Este
fendmeno, que a priori seria antagonico, ya ha sido descrito previamente por

0 que sefialan como responsable de dicho fenémeno a la

otros autores
presencia de dos poblaciones celulares distintas. Por un lado estarian las
células en proliferaciéon (Ki-67+) intentando mantener la integridad epitelial ante
la agresion del infiltrado inflamatorio, y por otro lado las células en apoptosis 6

en parada del ciclo celular (p53+) para la reparacion de danos del ADN.

Segun los resultados obtenidos en nuestro estudio, podemos decir que
no existe diferencia en la expresion suprabasal de Ki-67 entre los grupos
clinicos e histoldgicos. Las lesiones con atrofia epitelial no se asocian con la

expresion suprabasal de Ki-67.
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6. CONCLUSIONES

1. El tipo clinico de enfermedad liquenoide oral en el momento del diagndstico
no condiciona las caracteristicas histoldgicas de la biopsia, y solo se reconocen
diferencias en el infiltrado inflamatorio entre las lesiones compatibles y las
tipicas.

2. Las biopsias de enfermedad liquenoide oral muestran una expresion epitelial
intensa de Ciclooxigenasa-2 en una mayoria de casos, sin mostrar diferencias
en relacion con el tipo de lesion clinica, pero si una mayor expresion en los

casos histologicamente compatibles.

3. La mayoria de las biopsias de enfermedad liquenoide oral muestran
expresiéon epitelial de la Oxido Nitrico Sintetasa Inducible, sin mostrar
diferencias en relacion con el tipo clinico, mostrando una mayor expresion

epitelial las biopsias histolégicamente compatibles.

4. Se reconoce una expresion epitelial intensa del Receptor del Factor de
Crecimiento Epidérmico en las biopsias de enfermedad liquenoide oral, sin que
existan diferencias en relacién al tipo clinico y observandose una mayor

expresion citoplasmatica en las lesiones histolégicamente compatibles.

5. Las biopsias de enfermedad liquenoide oral muestran expresion epitelial de
la enzima reparadora O°-Metilguanina-ADN Metiltransferasa (MGMT) en la
mayoria de los casos, sin mostrar diferencias en relacion con las variantes

clinicas o histoldgicas.
6. Se observa expresién epitelial de la enzima Metaloproteinasa-9 (MMP-9) en

la mayoria de las biopsias de enfermedad liquenoide oral, sin que se

reconozcan diferencias en relacion con el tipo clinico o histolégico.
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7. Las biopsias de enfermedad liquenoide oral muestran una alta
microdensidad vascular (MDV) y de neoformacion vascular (VnF) , sin que se

observen diferencias en relacidn con los tipos clinicos o grupohistologicos.

8. Un alto porcentaje de las biopsias de enfermedad liquenoide oral muestran
expresion epitelial suprabasal de la proteina p53, sin que se observen
diferencias en relacion con el aspecto clinico. Esta expresion suprabasal se
relacionaria con caracteristicas histolégicas inflamatorias frecuentemente

asociadas a las lesiones liquenoides orales.

9. Las biopsias de enfermedad liquenoide oral muestran, en un pequefo
porcentaje de casos, expresion suprabasal de Ki-67, sin que se reconozcan
diferencias en relacion con el tipo clinico o histologico. Esta expresion
suprabasal de Ki-67 se asocia en varios casos a expresion suprabasal de p53.

10. Se reconoce un patrén de sobreexpresion epitelial de la Ciclooxigenasa-2,
la Oxido Nitrico Sintetasa Inducible y el Receptor del Factor de Crecimiento
Epidérmico, en las biopsias de enfermedad liquenoide oral histoldgicamente

compatibles.
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La Enfermedad Liquenoide Oral (ELO) agrupa diversos procesos
inflamatorios crénicos, entre los que se encuentran el Liquen Plano Oral
(LPO) y las Lesiones Liquenoides Orales (LLO). El nexo clinico e histolégico
qgue une estos procesos o subtipos de ELO, es la papula reticular blanca y
un infiltrado inflamatorio crénico subepitelial en banda que provoca
degeneracion basal del epitelio mucoso. Este nexo de union clinico e
histopatolégico hace muchas veces dificil, si no es que imposible,
diferenciar ambos subtipos.

Tanto el LPO como las LLO se consideran desérdenes orales
potencialmente malignos (DOPM), habiéndose reportado distintos y
controvertidos porcentajes de malignizacion. Esta disparidad en los
porcentajes de malignizacidon, se debe principalmente a la falta de
criterios clinicos e histopatoldgicos diagndsticos estrictos y homogéneos
tanto para el LPO como para las LLO, lo que ha ocasionado la inclusidn de
ambos procesos indistintamente, o incluso otras lesiones de naturaleza
no inflamatoria y con reconocido potencial maligno como las leucoplasias
y las eritroleucoplasias, haciendo dificil determinar el verdadero
potencial maligno tanto del LPO como de las LLO.

El andlisis de reconocidos marcadores inmunohistoquimicos asociados a
la carcinogénesis oral, como son las enzimas COX-2 y la iNOS, la proteina
oncogénica EGFR, la enzima reparadora de ADN MGMT, la enzima MMP-9,
la proteina CD31 asociada a la angiogénesis, la proteina p53 y el marcador
de proliferacion celular Ki-67 en los subtipos de la ELO, podrian ser de gran
ayuda para conocer por un lado, si las caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas de estos procesos se relacionan con la expresién de estos
marcadores, y por otro lado, si esta expresion es distinta en cada subtipo
de ELO. Con ello, podriamos tener mas datos para identificar los casos con
un mayor riesgo de transformacion maligna en base a las caracteristicas
clinico-patoldgicas y moleculares de cada subtipo de ELO.

Por este motivo, pensamos que la utilizacion de estos marcadores en los
subtipos de ELO como el LPO y las LLO, van a ayudar a la identificacion de
caracteristicas clinicas e histoldgicas relacionadas con la alteracion de la
expresion de estos marcadores inmunohistoquimicos asociados a la
carcinogénesis oral, para mejorar el diagndstico, prondstico y tratamiento
de los pacientes diagnosticados de este controvertido desorden oral.
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