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RESUMEN

Los objetivos de este estudio fueron determinar la relacion de 2 proteinas bcl-2
y p53 involucradas en los mecanismos de malignidad en liquen plano y carcinoma
epidermoide de boca con un marcador indirecto de sintesis de proteinas AgNORSs,
asi como determinar la expresion de p53 y AgNORs con los factores asociados a
estas lesiones, en 21 casos de liquen planoc y 16 de carcinoma epidermoide, estos
fueron tefiidos con H y E, Anticuerpo monoclonal (NCL-p53D0Q-7), (NCL-bcl-2DO-
124) y Plata coloidal. Los resultados con p53 fueron una inmunoexpresion leve en el
47.6% con promedio de 8.52 + 2.78 en liguen plano; inmunoexpresion intensa en el
43.8% con un profnedio 29.30 + 13.75 en carcinoma epidermoide; encontrando
diferencia significativa entre ambas expresiones (p<0.001), con respecto a los
AgNORs se obtuvo un promedio de 3.5 + 0.8 en tejido sano, de 4.9 + 0.6 en ligquen
plano y en carcinoma epidermoide de 6.4 + 0.4 encontrando una diferencia
significativa (p<0.001). Bcl-2 se expreso unicamente en el tejido sano. En relacién
con los factores asociados se encontraron diferencias significativas entre el promedio
de AgNORs y el color en liquen plano, también existio correlacién positiva entre el

grado de malignidad y la inmunoexpresion a p53.

En conclusion debe considerarse que p53 esta involucrada en la génesis del
liqguen plano y carcinoma epidermoide, la cantidad de AgNORs puede ser un
marcador prondstico ya que el numero de estos es mayor en tejidos malignos que en

normales.

Palabras clave: liquen plano, carcinoma epidermoide, p53, bcl-2, AQNORs.



ABSTRACT

The aim of this study was to determine the relationship of two proteins bcl-2
and p53 involved in mechanisms of malignancy in lichen planus and squamous cell
carcinoma of mouth with the indirect marker of the proteins synthesis AQNORs as
well as to determine the expression of p53 and AgNORs with the factors associated
with these lesions in 21 cases of lichen planus and 16 squamous cell carcinoma. The
biopsias were stained with H and E, antibody monoclonal (NCL-P53D0O-7), (NQL-
. BCL-2D0-124) and colioidal Silver. The results with p53 show mild immunocexpresion
with 47.6% with average of 852 + 278 cells in lichen planus; intense
immunoexpresion with 43.8% with average 29.30 + 13.75 cells in squamous cell
carcinoma; finding significant differences between both expressions (p<0.001). With
respect to the AQNORs was obtained an average 3.5 + 0.8 AgNORs in healthy tissue,
4.9 + 0.6 in lichen planus and in squamous cell carcinoma of 6.4 + 0.4 finding a
significant difference (p<0.001). Bcl-2 was expressed only in the healthy tissue. In
relationship to the associated factors were found significant differences between the
average of AQNORs and the color in lichen planus, also positive correlation was

observed between the degree of malignancy and the immunoexpresion to p53.

In conclusion, must be considered that p53 is involved in the genesis of lichen
planus and squamous cell carcinoma, the quantity of AQNORs can be a pronostic
marker because the number of these is greater in malignant tissue that in normal

tissue.

Key words: lichen planus, squamous cell carcinoma, p53, bcl-2, AgNORSs.



INTRODUCCION

El desarrollo del carcinoma epidermoide en un liquen plano (LP) preexistente
ha sido postulado y debatido por muchos afios, actualmente se estima que esta
asociacion puede ocurrir especialmente cuando esta presente por mas de 5 anos;
estd transformacién maligna clasifica al LP como una condicidén premaligna. Aungue
el riesgo de transformacién maligna es real pero no-alta, deben tomarse en cuenta
parametros clinicos de importancia en el LP como: el sitio afectado, presencia de
eritroplasia, induracion, lesiones elevadas, edad, sexo del paciente, factores
etiologicos, historia familiar de céncer e historia previa de cancer y deberan tenerse
revisiones periddicas de los pacientes para la deteccién temprana de alguna
transformacion displasica, estas consideraciones son particularmente importantes en
el caso de LP atrofico, erosivo y en placa, especialmente cuando involucran el dorso

de la lengua.

Al ser desconocidos los eventos moleculares que conducen a la
transformacién maligna de los queratinocitos, resulta atractivo determinar la
existencia de factores geneéticos que puedan servir como marcadores para
determinar su potencial maligno. Poco se conoce de la naturaleza exacta de los
cambios apoptosicos durante la transformacién de un tejido normal a maligno
existiendo datos los cuales son contradictorios aunque actualmente se sabe que este
proceso es mediado por la interaccion de proteinas y receptores de superficie celular,

algunos genes codifican proteinas especificas que pueden encontrarse en sitios

|8



precisos de las células teniendo efectos estimuladores o inhibidores de la apoptosis,

algunas de las proteinas asociadas incluyen bcl-2 y p53.

Con respecto a las caracteristicas propias del tumor se ha estudiado la funcién
del nuciéolo y el papel de las Regiones de Organizadores Nucleolares (NORs} {por
sus siglas en inglés) para estimar el comportamiento de los tumores basandose en
su capacidad de reflejar la actividad proliferativa de |la células de una neoplasia. En
condiciones normales, la células no neoplasicas expresan cuando mucho 2 puntos o
manchas nucleclares, en contraste con las lesiones malignas en las gue se
encuentra incrementado el numero de puntos por lo que las celulas malignas
contienen mas NORs comparadas con ceélulas benignas, ademas las lesiones con
alto grado de malignidad con frecuencia contienen mas NORs que las
correspondientes al bajo grado, por lo que se ha reportado el valor de la
cuantificacion de NORs como auxiliar diagnéstico en la deteccidon de alteraciones
celulares tempranas que no pueden ser evidenciadas en las preparaciones de rutina.
En base a lo anterior el proposito de este trabajo fue determinar la inmunoexpresion
de las 2 proteinas antes mencionadas, en una condicidn premaligna y en carcinoma
epidermoide asi como determinar la cuantificaciéon de NORs como un método auxiliar

cuantitativo de diagnéstico.



ANTECEDENTES

Liquen plano (LP}

Es una enfermedad autocinmune mucocutanea, Erasmus Wilson, en 1869,
describié por primera vez la involucracion bucat del LP y Dubreuill, en 1908, los
haltazgos histologicos. Se describe como una enfermedad inflamatoria crénica, no
alérgica, no infecciosa, no contagiosa, recurrente, (cursa con periodos de remision y
agudizacién de caracter impredecible)'?. Afecta aproximadamente al 0.9%-1.2% de
la poblacién®. La mayoria de los pacientes tienen entre 30 y 65 afos de edad,
raramente afecta a nifios y adolescentes, con mayor frecuencia se presenta en el
sexo femenino® y aparece en cualquier grupo étnico’. En ocasiones hay remisién
espontanea, sin embargo menos del 20% presenta remisidon completa?. Puede

1*5 asi mismo se

afectar la piel (piel cabelluda y unas) y/o la mucosa bucél y vagina
ha reportado que involucra la mucosa de la laringe, eséfago, estémago, ano, vejiga,
mucosa nasal y conjuntiva®?. Las lesiones pueden afectar a la superficie cutanea y
bucal en un 40%, exclusivamente a la superficie cutanea en un 35% o tan solo a la
mucosa bucal en un 25%. Las areas mas comunmente afectadas son la mucosa

bucal, bordes laterales de la lengua y los labios en menor porcentaje el paladar,

encias y piso de boca®”,
Patogenia

Actualmente no se conoce el mecanismo por el cual se inicia el LP”®, sin

embargo las investigaciones sobre su patogenia han postulado a los linfocitos T




como los iniciadores o estimuladores; centrandose en que es un desorden
inmunologico persistente mediado por linfocitos en donde los queratinocitos basales
son {as células blanco de ios linfocitos T, células de Langerhans y macrofagos®?; la
salida focal de linfocinas se considera que retienen y reclutan a los linfocitos,
principalmente a los CD4 y CD8 y regulan la muerte de los queratinocitos basales.
Se cree que las citocinas pueden actuar como un mecanismo importante en la
destruccion de las células basales, caracteristica morfolégica elemental del LP? Es
decir que el y interferén, producido por las células T puede inducir la expresidn
monocitica de la funcion linfocitaria asociada al antigeno que ayuda a éstas células a
unirse a los queratinocitos. Las células inmunoldgicas activadas y queratinocitos

causan la destruccidn de los ultimos?®,

Se ha propuesto que los pacientes con LP pueden tener antigenos
leucocitarios humanos (ALH)"™. Como ya se menciono los linfocitos T secretan
interferon, que a su vez induce la produccion de ALH-DR por los queratinocitos. El
linfocito T4 produce mayor cantidad de interieucinas activando al linfocito T8 siendo
estos y los ALH-DR los encargados de alterar la funcion del queratinocito®, la
expresion ALH-DR puede explicar, en parte, la citotoxicidad de los linfocitos T8
contra los queratinocitos basales. La informacidn antigénica se transfiere desde las
células de Langerhans y macrdfagos hasta los linfocitos donde hay una expresion

reciproca de los antigenos ALH-DR".



También se ha postulado que las citocinas, proteinas elaboradas por las
celulas que actuan como mensajeros, pueden influenciar la expresién de LP. De éste
modo algun tipo de antigeno (viral, farmacoldgico o celular) interactia con el
queratinocito o con la célula de Langerhans de manera normal o anormal. Se
produce interferén 1, que es una monocina y promueve la interleucina 2 elaborada
por los linfocitos. Asi los linfocitos aumentan su produccion de y interferdn,

estimulando al ALH-DR el queratinocito que actua como antigeno.

Asi las células T cooperadoras y citotéxicas destruyen las células epidérmicas
interactuando con el ALH-DR. Las linfocinas pueden causar dafo celular por si
mismas, prefiriendo las células basales®. Se ha propuesto también que el LP
comienza con la alteracién o suma de sustancias antigénicas en ios queratinocitos.
La molécula de adhesion intercelular (MAIC-1) es considerada otro antigeno de los
queratinocitos y puede expresarse bajo la influencia de y interferén. Esta molécula
representa un sitio de union para la funcién linfocitaria, asociada al antigeno y como

3,12-13
(

consecuencia aumenta la capacidad citotoxica figura 1).

Celulas T

Citotoxicas

Figura 1. Muestra la patogénesis del LP. La secrecién de Factor de Necrosis Tumoral (FNT) contribuye a Ia
degeneracion del epitelio, por linfocitos T citotéxicos, estimulados por las células de Langerhans intraepitelialess.



Etiologia

Se han planteado varias teorias para explicar la etiologia y la interrelacion de
esta lesion con otras enfermedades. Si bien se desconoce la etiologia, actuaimente
el LP es considerado como una enfermedad de etiologia multifactorial, muchos casos
se vinculan con drogas y quimicos, trauma psiquico © emacional, stress'®

predisposicion genética®'™"!, fenomenos inmunolégicos', debilidad general,

infecciones bacterianas, virales o micéticas, traumatismos y factores irritativos™.

Existen varios agentes exdgenos capaces de causar lesiones en la mucosa
bucal que presentan imagenes histoldgicas similares a la del LP. Estas lesiones son
agrupadas bajo el nombre de reacciones liquenoides; estos agentes inducen los
cambios de la mucosa bucal por contacto entre los mas frecuentemente
mencionados estan: la hipersensibilidad a medicamentos, como los antibidticos,
(tetraciclina, penicilina), antiinflamatorios no esteroides (acido acetilsalicilico,
naproxen, ibuprofeno), los cuales pueden agravar o precipitar el LP; antihipertensivos
diuréticos (captopril, propranoclol, metildopa, enalapril), antimicoticos (ketoconazol)
antimalaricos (cloroquina)’s, psicotropicos (carbamazepina y clorazepam) asi como la
obturacion de amalgama (principalmente debido al mercurio), el oro y metacrilato,

son conocidos como inductores de reacciones liquenoides”.

Asi mismo las lesiones liquenoides de la mucosa bucal son similares a ias
descritas producidas por drogas o LP idiopatico pueden ser parte de la amplia gama

de manifestaciones orales asociadas con el virus del Sindrome de Inmunodeficiencia




Adquirida (SIDA), sin embargo se sugiere también una posible asociacion entre la

zidovudina y el ketoconazol tratamiento de muchos pacientes con SIDA™.
Tipos

Tiene gran variedad de presentaciones clinicas, estas se basan en datos
morfoldgicos, topograficos y evolutivos, las lesiones varian de modo considerable
presentando desde mm a cm de diametro y van desde lesiones que pueden aparecer
como gingivitis descamativa’®, lesiones queratdsicas, de apariencia atréofica 12.6 %,
papular 12.6%, bulosa 8.3%, reticular, lineal, anular o tipo placa 51.5%, hasta otras
erosivas o ulcerativas 27.6%, las lesiones casi siempre son bilateraies, pueden
aparecer separada o simultaneamente, es frecuente la combinacién de la forma
reticular y erosiva®?. Las diferencias clinicas se relacionan con la intensidad de la

agresién autoinmunitaria®'.

La présentacién mas frecuente es la forma reticular, que se caracteriza por la
presencia de numerosas lineas queratdsicas entrelazadas o estrias elevadas y finas
denominadas estrias de Wickham que producen un patron anular o en forma de
encaje sobre un fondo eritematoso, suele ser bilateral. La blancura de las lesiones es
debido al incremento en la queratinizacion. Pueden ocasionalmente aparecer
papulas en particular en la interseccion de 2 estrias. Ei sitio afectado con mayor
frecuencia es la mucosa bucal. También pueden observarse estrias en la lengua y
con menor frecuencia en encia y labios. Esta forma es asintomatica o bien presenta

sintomas clinicos minimos y con frecuencia se descubre de modo accidental®?. Una



variante clinica de la forma reticular es conocida como anular que se caracterizada
por presentar circulos y anillos entrelazados de estrias blanquecinas que pueden ser
formados por la distribucion papular, ademas casi siempre es bilateral en mucosa
bucal. Los sintomas pueden estar presentes en los casos de LP reticular que sufren
erosion o atrofia. Las manifestaciones bucales pueden seguir por varios dias,

semanas ¢ meses. Las recurrencias son comunesm.

El liguen en forma de placa simula una leucoplasia de distribucion multifocal.
Las placas varian de lisas, ligeramente elevadas hasta superficies con
irregularidades. Por o general se localizan sobre el dorso de la lengua y la mucosa

bucal??. Es mas frecuente entre pacientes que usan tabaco®.

La forma erosiva o ulcerativa se observa con mayor frecuencia en la mucosa
bucal y en |la parte dorsal y lateral de la lengua, |la superficie es granular, eritematosa,
brillante y puede sangrar con la manipulacion mas leve. Las zonas donde la erosidon
es severa suelen estar cubiertas por una pseudomembrana o placa fibrinosa. Es un
fenébmeno dinamico en el que los patrones de presentacién y alteracion varian de
semana a semana. El examen cuidadoso muestra un componente queratdsico
localizado en la periferia del sitio de erosion que se manifiesta en forma reticular o
estrias finas radiadas®®. Las lesiones van precedidas por vesiculas o ampollas, las
cuales, al romperse dejan zonas denudas. Pueden o no exhibir el signo de Nikolsky
(formacion de vesiculas subepiteliales por la aplicacion de presion en la mucosa que
esta clinicamente normal)®®. Los pacientes con este tipo de LP se quejan de sabor

metalico irritacion y dolor. Presentan molestias al tomar alimentos picantes, muy

10



condimentados, frios o calientes asi como con bebidas alcoholicas, de la misma
forma al cepillarse y utilizar hilo dental, dando como resultado que la placa bacteriana
y el calculo se acumulen en Ios dientes y en las areas afectadas. Esto puede resultar
un circulo vicioso, donde los factores locales incrementan |la cantidad de inflamacion,
agravando el proceso de erosion®*#. En la mayoria de los casos no es posible
establecer un diagndstico correcto sin biopsias del tejido perilesional®. Las lesiones
de tipo papular y ulcerativo muestran un curso rapido, mientras que las lesiones

atréficas parecen ser mas persistentes? .

La forma atréfica del LP puede presentarse conjuntamente con las variantes
reticular o erosiva o puede ser un estadio transcional entre estas dos formas. La
proporcion de éreas queratinizadas y zonas atroficas varian de un Jugar a otro y
tambien con relacién al tiempo en la misma region anatdomica; se localiza con
frecuencia en la encia insertada donde presentan un patrén denominado gingivitis
descamativa. En los margenes de las zonas atréficas se observan estrias
queratdsicas que irradian hacia la periferia y se mezclan en la mucosa que las rodea.
Las lesiones gingivales se distribuyen en parches simétricos sobre los cuatro
cuadrantes de la encia, la encia lingual se afecta en raras ocasiones o con menor
gravedad. Esta forma es casi siempre sintoméatica y produce ardor o dolor en el area

de la lesion™’.

La forma menos frecuente es la variante bulosa o ampollosa, en la cual se
encuentran bulas o vesiculas cuyo tamafo es desde unos pocos mm (2-4) hasta

varios cm de diametro. Estas bulas 0 ampallas son de corta duracién y al romperse
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dejan una superficie ulcerada muy molesta, en la cual queda expuesto el tejido
conjuntivo subyacente y la lesién se convierte en un LP erosivo. Por to general estas
lesiones se localizan en la mucosa vestibular, en especial en las regiones posteriores
e inferiores, adyacentes al segundo y tercer molar. Otro sitio frecuente es el borde
lateral de la lengua y en raras ocasiones se encuentran en la encia o en la zona
interna de los labios, donde se localiza de manera caracteristica el LP originado por
medicamentos o reacciones liquencides. Si las lesiones se examinan con cuidado,
presentan componentes queratédsicos estriados o reticutares. Las formas ulcerativa,

atréfica y bulosa se asocian frecuentemente con ardor y dolor intenso?®.

La gingivitis descamativa (GD) se utiliza como un término inespecifico que
puede corresponder a una gran variedad de alteraciones gingivales, es ampliamente
aceptado que corresponde a un diagnéstico clinico y no a una enfermedad en
particular sino a un patrén de reaccién del epitelio gingival®® se caracteriza por ser
una lesion eritematosa, descamativa de encia libre e insertada confinada a la
mucosa gingival labial, las superficies linguales y del paladar rara vez se encuentran
involucradas. La forma leve de la enfermedad se caracteriza por eritema y edema, la
forma moderada y severa presenta parestesia, descamacion o formacion de
ampollas provocando erosiones o Ulceras?'. En los Ultimos afios se ha demostrado
que la gran mayoria de ios casos son manifestaciones de enfermedades
mucocuténeas®. La GD usualmente representa una manifestacion de penfigoide,
pénfigo vulgar y LP. Aproximadamente el 25 % de los casos de lesiones de GD son
una manifestacién de LP. Otras alteraciones no dermatolégicas menos' frecuentes

relacionadas con lesiones gingivales descamativas, son desequilibrios hormonales
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por deficiencia de estrégenos, infecciones cronicas, deficiencias nutricionaies,
hipotiroidismo, factores irritantes (respuestas anormales a irritacion) y alteraciones
idiopéticaé, las cuales se presentan con menos frecuencia. Es decir que la GD es
una manifestacion de diferentes enfermedades y por lo tanto de multiples
etiologias®?'#,

Los cambios observados en la GD se apoyan en los siguientes hallazgos: 1)
Liberacion de enzimas por las células del infiltrado inflamatorio 2) Proliferacion de
células basales y liberacion de enzimas incluyendo colagenasa 3) Respuesta inmune

que altera los componentes celulares®.

Las reacciones liguenoides tienen una presentacion clinica similar a la

observada en el LP de tipo reticular®®? .

Caracteristicas histologicas

Varian segun el tipo de LP, sin embargo existen parametros histologicos
semejantes en las diversas variantes, como son la hiperortogueratosis o
hiperparaqueratosis, hiperqueratosis, hipergranulosis, hiperplasia epitelial, atrofia
epitelial, erosién, acantosis, pudiendo presentar edema inter e intra celular) clavos
epiteliales en “dientes de sierra” (las areas engrosadas se observan clinicamente
como estrias de Wickham) papilomatosis, y licuefaccion de la capa basal que puede
generar hendiduras conocidas como espacios de Max Joseph asi como displasia, se

observan queratinocitos disqueratosicos llamados cuerpos coloides o de Civatte, los



Cuales se encuentran con mayor frecuencia en las capas espinosa y basal. Hay un
incremento en el nimero de células de Langerhans. Se observa un infilirado de
linfocitos T principalmente®®, junto con un pequefio numero de macréfagos y
linfocitos B'2. Cuando las lesiones estan ulceradas presentan células plasmaticas,
hay un infiltrado perivascular profundo de células inﬁamatorias y la superficie se

encuentra cubierta por una membrana de fibrina® 222,

Las caracteristicas histopatologicas del LP son muy similares a las del LP
cutéaneo. Sin embargo la hiperqueratosis es mas comun en el LP, pero las
interdigitaciones en forma de sierra son mas comunes en el LP cutaneo?. Asi como ia

presencia de células plasmaticas y melanéfagos®.
Inmunohistoquimica

Con inmunofluorescencia se revela que los depésitos globulares, llamados
cuerpos citoides o cuerpos de Civatte contienen inmunoglobulinas {IgM, 1gG, IgA),
depdsitos de fibrina, fibrindégeno y complemento (C3,C4,Cs) a lo largo de la membrana
basal. Los cuerpos citoides son vistos con mas frecuencia en estados activos de ia
enfermedad y son mas comunes en lesiones que en tejido normal, el 97% de los

casos de LP lo presentan®*32,
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Diagndstico diferencial

Para realizarlo deben considerarse otras enfermedades que presentan un
componente queratdsico o blanco, como la candidiasis, glositis migratoria benigna,
mucositis areata migrans, estomatitis ulcerativa crénica, erupcion medicamentosa,
lesiones electrogalvanicas, lupus eritematoso discoide y pénfigo cicatrizal, carcinoma

2425y leucoplasia®.

epidermoide, psoriasis

Cuando las lesiones son rojas estan confinadas a la encia, es virtualmente
imposible de distinguir el LP erosivo y atrofico del penfigoide, penfigoide de las
mucosas benigno, penfigoide buloso y raramente pénfigo vuigar, asi como del
eritema lineal gingival, asociado con la infeccion por el Virus de Inmuno-deficiencia
Humana y la gingivitis de células plasmaticas en la base del examen clinico e

histolégico®* por lo que se recomienda la técnica de inmunoflucrescencia®.
Asociacion con otras enfermedades

Ha sido reportada la asociacion del LP con diferentes condiciones patologias
como diabetes®, enfermedades de la colagena, reumaticas” y psiquiatricas™, colitis
ulcerativa®®, miastenia gravis®, lupus eritematoso, enfermedades virales vy
bacterianas®; también se ha relacionado con pacientes a los cuales se les ha
realizado transplante de médula ¢0sea considerandose una reaccion crénica de injerto
- versus - huesped; se ha observado en pacientes coﬁ enfermedades autoinmunes

como alopecia areata, morfea, pénfigo vulgar y vitiligos. Asi como con enfermedades
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crénicas del higado, en donde los pacientes presentan evidencia clinica, serologica e
histopatolégica de desdrdenes hepaticos® y en afios recientes en pacientes

infectados por el virus de la hepatitis C*°.

Transformacién maligna

La eritroplasia y leucoplasia son las 2 Unicas lesiones consideradas como
premalignas en cavid_ad bucal; en general alrededor del 5.4% de las leucoplasias se
transformaran en carcinoma epidermoide, si el paciente es fumador esta incidencia
puede aumentar al 16%. Asi mismo existen condiciones premalignas dentro de la
cavidad bucatl como la sifilis, disfagia sideropénica, fibrosis submucosa bucal y LP. El
desarrollo del carcinoma epidermoide en un LP preexistente ha sido postulado y
debatido por muchos afios**#? actualmente se estima que esta asociacion puede
ocurrir principalmente en el LP erosivo, (0 que presenten areas rojas asociadas) y en
el LP penfigoide; en 0.4% a 2% de los casos especialmente cuando este presente
por mas de 5 afios¥** este porcentaje de transformacién maligna clasifica al LP
como una condicion premaligna sobre la base de los criterios de la Organizacion
Mundial de la Salud**#®. Debido a esto es importante que pacientes con diagnostico

de LP sean examinados cuidadosamente con regularidad, ya que una displasia

epitelial leve lo puede imitar clinica e histologicamente®.

Al no ser iotalmente conocidos los eventos moleculares que conducen a la
transformacion maligna de los queratinocitos, resulta atractivo especular que la

combinacién de eventos, incluyendo salida de citocinas con potencial de transformar

16



las células epiteliales, inmunosupresi_c’m Iécaf por el uso frecuente de esteroides
topicos (tratamiento usual del LP) y el incremento en la exposicién de agentes
carcinogénicos o infecciones virales conducen a la proliferacion celular aberrante.
Estos efectos que interactuan sinérgicamente pueden inducir alteraciones
cromosémicas y la desregularizacion en la funcion de los oncogenes" trayendo

como consecuencia el desarroflo de un carcinoma epidermoide en cavidad bucal.

Silverman y cols. en 1985 reportaron los hallazgos clinicos en un grupo de 570
pacientes con LP, la transformacion maligna se presento en 7 pacientes (1.2 %) de
los casos, estableciendo, que los pacientes con LP parece que tienen un riesgo
mayor, a desarrollar condiciones malignas bucales, que aquellos pacientes con
mucosa bucal normal®.

Banard y cols. en 1993 publicaron los resultados de una revision retrospectiva
de 241 pacientes, de ellos 9 pacientes (3.7%) desarrollaron carcinoma invasor o
carcinoma in situ, la mayoria de los pacientes presentaron carcinoma en areas de LP

de tipo erosivo y atrofico®®.

Markopoulos y cols. en 1997 realizaron un estudio para determinar el potencial
maligno del LP, en 326 pacientes, estos fueron examinados por periodos que iban de
los 6 meses a 10 anos (con un promedio de 4,8 afos), encontrando transformacion
maligna en 4 pacientes (1,3%); después de 6,5 afos del inicio de las manifestaciones
de LP, antes de malignizarse, 3 de los pacientes presentaban LP erosivo, y uno

presentaba una combinacion de la forma papular y atréfica, concluyeron que la
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transformacion maligna se presentd relacionada a factores evidentes como
antecedentes familiares, irritacién local, consumo de alcohol y alteraciones

nutricionales®®.

De la misma forma Lo Muzio en 1998 publicé {os resultados obtenidos de 263
pacientes con LP, los cuales tuvieron un seguimiento de 10 afos, de ellos 156 eran
del sexo femenino y 107 del masculino, 14 casos (5.32%) desarrollaron carcinoma
epidermoide, 10 (3.8%) en éareas donde existia LP, 3 (1.14%) en otros sitios, en 1
caso el diagnostico de LP y carcinoma fue simultaneo. Algunos de los carcinomas se

presentaron en los tipos de LP reticular y en placa®.

Rajenteran en 1999 también en un estudio retrospectiva publica sus
resultados después de revisar los registros de 832 pacientes durante el periodo de
1983 a 1996, un total de 7 pacientes (0.8%) desarrollaron carcinoma incluyendo tres

casos de carcinoma in situ®',

Asi mismo Hietanen en 1999 da a conocer los resultados de su estudio
retrospectivo en un periodo de 10 afos, en 8 pacientes que sufrian de LP vy
subsecuentemente carcinoma epidermoide bucal. El promedio entre el diagnostico
inicial de LP y carcinoma fue de 3.4 anos. Reporta la aparicién de una Ulcera bucal
como manifestacion de cambios malignos en 7 de los 8 pacientes. Estos 8 pacientes
fueron comparados con los 8 pacientes control con LP sin transformacion maligna, se
estudio edad, sexo y sitio de las lesiones. Asi mismo comparé el tipo de LP y observé

que la aparicion unilateral de! tipo atrofico/erosivo mas a menudo precedié cambios
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malignos, comparado a la situacion de los pacientes control, en quienes fue

prevalente el tipo reticular bilateral®?.

Por otro tado en 1999 van der Meij realizo una revision de la literatura de 1977
a 1999 en busqueda de transformacion maligna de LP. Utilizando los criterios de
Kurtchkoff (diagnéstico original, evidencia histopatologica de al menos 2 de las
caracteristicas de hiperqueratosis o paraqueratosis, dientes en sierra, infiltrado
superficial de linfocitos, y licuefaccion de células basales; historia y seguimiento,
informacion tal como edad, género, localizacion precisa asi como descripcién clinica
de la lesidn y exposicion a tabaco)®. De 98 casos reportados sélo 33 (34%) cubrian
los criterios y estaban bien documentados. Una vez hecho el analisis el concluye 1}
que los casos reportados no tienen los suficientes argumentos clinicos ni
histopatologicos 2) la incidencia anual de transformacion en cancer bucal del LP en 5
anos es de 2 a 4 por 100,000 personas muy baja 3) que los investigadores deben
profundizar en sus argumentos al momente de escribir este tipo de material®.

Aungue el riesgo de transformacion maligna de LP es real pero no-alto,
existen parametros clinicos de importancia que deben tomarse en cuenta cuando se
sospecha de una condicion precancerosa en el LP como: el sitio afectado, presencia
de eritroplasia, induracién, lesiones elevadas, edad, sexo del paciente, factores
etiologicos, historia familiar de cancer e historia previa de cancer y deberan tenerse
revisiones periodicas de los pacientes paré la deteccion temprana de alguna

transformacion displasica, estas consideraciones son particularmente importantes en
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el caso de LP atrofico, erosivo y en placa, especialmente cuando involucran el-dorso

de la lengua®*"**

Carcinoma epidermoide (carcinoma de células escamosas o carcinoma

espinocelular)

lLLa forma mas frecuente de cancer en la cavidad bucal es el carcinoma
epidermoide, el cual es una necoplasia epitelial queratinizante con potencial de
metastasis, representa del 90 a 95% de tumores malignos que afectan la cavidad
bucal®®®. Se presenta con mayor frecuencia en hombres®® sin embargo la
proporcion del desarrollc de carcinoma epidermoide entre hombres y mujeres se ha
incrementado en los ultimos afios en una relacion de 3:1 a 2:1, se cree que este
cambio se relaciona con el aumento de mujeres fumadoras®®, raramente ocurre antes
de los 40 afos, su incidencia se incrementa con la edad alcanzando su cima en la

=7 se presenta con mayor frecuencia en pacientes

década de los 60' y 70's anos
blancos®™. Mundialmente aproximadamente 500,000 nuevos casos de cancer bucal y
faringeo son diagnosticados cada ano y cerca de 65,000 son desarrollados en la
India, donde el cancer bucal comprende del 30-40% del total de iesiones malignas,
generalmente asociado con habitos de tabaco, principaimente masticado®. En el
Sudeste y Sur de Asia donde la incidencia de carcinoma epidermoide esta asociada
con la hoja de betel y tabaco son extremadamente altos los casos de carcinoma
epidermoide este es el quinto mas comun en la poblacion masculina®'. Un alto

promedio de mortalidad de cancer bucal ha sido reportado en Hungria y Hong Kong

con mas de 14 muertos por 100,000 personas. Israel, Ecuador y Grecia tienen
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aproximadamente 2 muertos de cancer bucal por 100,000 personas. En los Estados
Unidos, aproximadamente 8,000 muertes ocurren por afio como resultado de cancer

bucal, un promedio de 5 muertes por 100,000 personas®®.

Etiologia

Multiples factores de riesgo, estan asociadcs al desarrollo del carcinoma como
edad, género, raza, _estado inmune, nivel socioeconodmico, exposicion ocupacional a
textiles, niguel, arsenicales y productos destilados del carbon, la radiacion solar la
cual actia como un cofactor adicional que contribuye al carcinoma en labio; irritacién
por mala higiene bucal®®® enfermedad periodontal crénica, dentaduras
inapropiadas, dientes con bordes cortantes, electrogalvanismo, edentulismo y
enjuagues bucales®, la dieta donde existe un incremento en el riesgo con la ingesta
de carne roja, proteinas, grasas polinsaturadas, grasa total y colesterol mientras que
los vegetales, frutas y legumbres, es decir dieta rica en antioxidantes como vitamina
E, C, alfa-caroteno actuan como factores protectores®: los virus como la presencia
del virus papiloma humano ha sido reportada como un factor iniciador®® tiene un
pape! muy importante como factor etioldgico de iesiones premalignas y neoplasias
epiteliales malignas, no solo de la mucosa anogenital sino también de la mucosa
bucal, se ha acumulado evidencia de la implicacion de un numero variable de
genotipos de este virus como posibles agentes causales de lesiones proliferativas

67-68

escamosas’ -, factores geneticos (se han encontrado frecuentes alteraciones

genéticas en los brazos cortos de los cromosomas 3, 9y 17)% asi como el uso del
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tabaco inhalado o masticado; en fumar de pipa y puro, provocando mayor riesgo en

los dos ultimos asi como el alcohol.

Los factores de riesgo mas importantes son la exposicion cronica al tabaco,
este se relaciona con e! tiempo y la dosis de los carcinogénicos del humo del tabaco
y el consumo de alcohol, el cual al parecer aumenta el riesgo de presentar la
enfermedad, se considera que el alcohol es promotor y no iniciador, del cancer, y
este efecto se debe a la capacidad de irritacién de la mucosa y la de actuar como
solvente de los agentes carcinogenicos, cualquiera de los dos, uno por uno ¢ en
combinacion, para el efecto sinergista pueden desencadenar cambios malignos en

587072 por lo que la mas

una mucosa bucal sistémica y genéticamente condicionada
alta incidencia y mortalidad es en ciudades de Europa donde la produccion y
consumo de vino ha sido tradicionalmente alto como en: Francia, ltalia, Portugal,

Luxemburgo y Alemania, asi como en Irlanda y Dinamarca ciudades en donde la

prevalencia de fumadores es mas alta entre mujeres’ .

Por otra parte, independientemente de los agentes carcinogénicos existen
factores propios del huésped gque también se encueniran involucrados en el
desarrolld del cancer dentro de los cuales tenemos factores inmunoldgicos y/o
genéticos. Los genes (reguladores negativos de la proliferacién y la diferenciacion)
que predisponen al cancer pueden actuar no solo afectando la via del sistema de
vigilancia inmunologica del huesped para reconocer y eliminar tumores incipientes
sino que ademas pueden alterar la habilidad de los genes para reparar el dafo al
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Asi que el cancer es una enfermedad de etiologia multifactorial en donde los
factores de riesgo actian sobre el genoma de las células como iniciadores o
promotores en el complejo proceso de transformacion celular hacia formas de mayor
complejidad bioldgica, asi mismo se encuentran involucrados multiples procesos

para su iniciacion, promocion y progresion tumoral®.
Caracteristicas clinicas

El carcinoma epidermoide clinicamente se caracteriza por iniciar como una
macula o placa eritematosa de superficie lisa aterciopelada ligeramente elevada que
presenta un tamafo muy pequefo; observandose en ocasiones leucoplasia asi como
ulceras cronicas que no cicatrizan o lesiones exofiticas y placas blancas o rojas’™ asi
mismo puede aparecer como una ulcera indolora, una masa tumoral ¢ una
excrecencia verrucosa {papilar). El carcinoma que ha infiltrado profundamente en el
tejido conjuntivo puede tener pocos cambios superficiales, pero aparece como un
area indurada firme con pérdida de la movilidad del tejido. En el piso de. boca esta
lesion produce habitualmente fijacion de la lengua e imposibilidad de abrir la boca
totalmente. El carcinoma epidermoide que invade la encia hasta el maxilar o la
mandibula subyacente puede llevar a movilidad o pérdida de dientes®. En estadio

avanzado puede presentarse en tres formas clinicas:

a)tipo exofitico: con crecimiento en forma vegetante, hacia afuera,

observandose una tumoracion de superficie irregular y dura a la palpacion.
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b)tipo endofitico: que corresponde a la tipica ulcera neoplasica, la cual se
caracteriza por tener una forma irregular, con bordes evertidos y fondo sucio. A la
palpacion se percibe dureza y sensacion de infiltracion en los tejidos profundos.

c)tipo mixto: aparecen asociadas las dos formas anteriores’™7®,

Distribucion

El desarrollo del carcinoma epidermoide en diversas localizaciones
anatomicas es distinto, algunas areas parecen ser relativamente inmunes, mientras
que otras parecen ser especialmente susceptibles al mismo. Cuando se tienen en
cuenta todas las localizaciones anatomicas, el tabio inferior es el sitio mas propenso,

7877 |ntrabucalmente los

representa del 30 al 40% del total de carcinomas bucales
bordes |aterales de la lengua, asi como su cara ventral y el piso de la boca son los
sitios mas comunes, los bordes laterales hacia la base de la lengua constituyen el
50% del total de lesiones intrabucales’™’®, el piso de boca constituye
aproximadamente un 20% del total de carcinomas bucales, seguidos por la parte
posterior del paladar blando, especialmente en las areas adyacentes a los pilares
amigdalinos, Las l(esiones en esta localizacion representan aproximadamente un
15% de los carcinomas intrabucales. Con menor frecuencia, el punto de origen es el
area del surco gingival representan del 4 al 6%. La mucosa del carrillo,

especialmente por encima de la linea oclusal, se ve afectada raras veces

aproximadamente del 1 al 2%. Comparados con otras localizaciones intrabucales,
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son relativamente raros los carcinomas originados en el paladar duro y el dorse de la

lengua®?>7®,

Las etapas de una lesion individual son determinadas por las siguientes

consideraciones:

1. Tamaho y extension de |a lesion primaria

2. Grado de infiltracidn de la lesion primaria

3. Presencia o ausencia de metastasis de los ganglios linfaticos regionales
4. Presencia 0 ausencia de metastasis a distancia

5. Ganglios contralaterales involucrados

6. Ganglios fijos o no

El parametro prondstico mas importante es el estado clinico y es el Unico que
puede ser modificado por la deteccién temprana, ya que el tratamiento de una lesion
pequena incrementa el promedio de supervivencia y decrece la morbilidad. Los otros
factores que influencian el prondstico son el sitio de la neoplasia, el grado de

diferenciacién histoldgica, el grado de respuesta inflamatoria, el modo de invasion’®

79

Caracteristicas histologicas

El carcinoma epidermoide asi como la displasia epitelial son
microscépicamente caracterizadas por un abundante infiltrado linfocitario en el tejido

conjuntivo subyacente a los cambios epiteliales. Esta apariencia microscopica es
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similar a la que se ve en el LP, por lo tanto muchos casos tempranos de cualquiera
de los dos, carcinoma epidemoide y la llamada displasia liquenoide puede ser
engafosa de una temprana malignidad o premalignidad desarroliada en un LP. Las
caracteristicas citolégicas que constituyen a los cambios dispiasicos inciuyen:
pérdida de |la polaridad de células basaies, presencia de mas de una capa de células
con apariencia basaloide, pérdida de la relacion: nucleo-citoptasma, aumento en el
numero de mitosis, normales o atipicas, presencia de mitosis en la mitad superficial
del epitelio, pleomorfismo celular, hipercromatismo nuclear, agrandamiento nucleolar,
disminucion de la cohesidn celular, queratinizacién de células individuales, o en
grupos de células del estrato espinoso, procesos del epitelio en forma de “gota”.
Estas caracteristicas histologicas y citologicas pueden variar en diversas dreas de la

misma lesion®#.
Metastasis
En general la frecuencia de metastasis’™® se correlaciona con el tamafio y

profundidad de invasion, el sitio de origen, el grado de diferenciacion’ y grado de

respuesta inflamatoria’*® (figura 2).
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Madificacidn inicial de célula turmnaral Masn de céiulas tumoralas

Figura 2. Muestra las etapas del crecimiento del tumor y metastasis. Las células tumorales pueden
extenderse a los vasos sanguineos y distribuirse en otros sitios distantes, en el cuerpo. Lodish H y cols. Molecular
Cell Biology.

Diagnéstico diferencial

Se debe hacer con Ulceras cronicas que no cicatrizan, cuando los labios estan
involucrados se debe hacer el diagndstico con queilitis simple ya que las lesiones
tempranas pueden ser parecidas, tambien se debe hacer con queratosis actinica
asintomatica, en lesiones avanzadas crateriformes deben ser diferenciadas de

queratoacantomas“.

Prondéstico

A pesar del progreso en el diagnodstico y tratamiento el promedio de vida es a

& afos para los blancos 55% (rango 20-81%) y en negros es de 33% (rango 10-

68%)"%.
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Se han propuesto algunos sistemas de clasificacidon histologica para
corretacionar ia diferenciacion del carcinqma epidermoide con los parametros clinicos
particularmente con el prondstico, Broders en 1926 dividid a los carcinomas en 4
grados dependiendo la proporcién de células anaplasicas, Thomson en 1938 uso un
sistema mas sencillo dividiendo el tumor en 3 estadios; bien diferenciado,
moderadamente diferenciado y poco diferenciado, dependiendo de! grado de
queratinizacion que presentan las células tumorales y la similitud entre la arquitectura
del tejido y el epitelios'n. Los tumores que producen cantidades importantes de
queratina y presentan algunos rasgos de maduracion desde las células basales
hasta la queratina se consideran bien diferenciados. Los tumores que producen
escasa o nula queratina pero en los cuales el epitelio todavia es reconocible como
plano estratificado, a pesar de su importante desviacion de la normalidad, se
consideran como moderadamente diferenciados. Los tumores que no producen
queratina tienen poco parecido con el epitelio, muestran una significativa falta de
patrén estructural normal y de cohesion de las células y presentan alteraciones
celulares extensas se designan como poco diferenciado, este sistema el cual es
ampliamente utilizado en la actualidad es un método muy subjetivo para clasificar un
tumor’® sin embargo, una combinacién de estos factores se establecié en la
clasificacién pronostica de Jakobsson, quién propuso un sistema de clasificacion
altamente complejo basado en 8 factores, cuatro relacionados a factores intrinsecos
del tumor y cuatro relacionados al tejido huésped; se considera una de los mejores

80-81

sistemas para evaluar el potencial invasor y metastasico® ~'. A continuacién se

describen los criterios de Jakobsson.
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Criterios de Jakobsson

Factores intrinsecos a la neoplasia

Grado de queratinizacion: se evalta la formacién de perlas corneas o zonas con
queratinizacién individual.

Polimorfismo nuclear: se observa el numero, tamafio y forma de los nucleos de las
celulas tumorales.

Numero de mitosis: se deben observar numerosos campos.

Grado de Polimorfismo nuclear Numero de mitosis
queratinizacion {en 10 campos a 400x)
I. Neoplasia con 1. Mas del 75% de las células
queratinizacidn mayor de 50% son_maduras I. 0-1 mitosis
II. Neoptasias moderadamente if. Moderado polimorfismo, del 50
diferenciadas con queratinizacidn al 75% son céluias maduras II. 2-3 mitosis
gue oscila entre un 20 a un 50%
HI. Minima gueratinizacion Il. Abundante pelimorfismo nuclear,
deSa10% del 25 al 50% son células maduras lll. 4-5 mitosis
IV. Minima o nula queratinizacién V. Polimorfismo nuclear extremo,
individual del @ al 25% son células maduras V. Mas de 6 mitosis

Factores relacionados entre huésped y tumor

Patron de invasién: se observan las caracteristicas infiltrativas.
Estado de invasion tumoral: define a la profundidad de la invasion de la neoplasia.
Infiltrado linfoplasmacitario: refiejo del estado inmunologico del huésped frente a la

neoplasia, no se debe evaluar zonas ulceradas®.

Patrén de invasién Estado de invasién Infiltrado
Tumoral linfoplasmocitario
1. Areas o mantos solidos de células I infiltrado abundante delinfocitos o de
con bordes definidos o de . In situ o invasion células plasmaticas en estrecha
tipo empujante cuestionable elacion con ias células turnorales
Il. Neoplasias con infiltracién en
cordones salidos, II. Invasion hasta II. Infiltrado moderado
bandas o fistones la lamina propia
i, Grupos peguefos o cordones 11, Invasidn por debajo de ia lamina
delgados no mayores de propia, en areas adyacentes de musculo, lIl. Infiltrado ligero
15 células tejide de gldndulas salivales y periostio
IV, Marcada invasicn IV. Invasion a través del hueso o invasion
estromica individual ¢ en profunda V. Infitrado nulo
grupos menores del5 células de planos musculares
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Se clasifica de 1 a 4 y el grado de malignidad es la suma de la puntuacion.
Una alta puntuacién indica un pobre pronostico. Sin embargo este sistema de
clasificacion es de uso complicado y no se relaciona bien con el prondstico’®!. No
obstante, de alguna manera estos parametros han permitido identificar grupos de
pacientes con riesgo de persistencia y recurrencia tumoral. La necesidad de
establecer criterios mas precisos para controlar la enfermedad ha estimulado la
busqueda de otros procedimientos capaces de ofrecer informacion relacionada con el

comportamiento del tumor y la respuesta del huésped al tratamiento.

Ciclo celular y patogénesis del cancer

En la genesis del cancer se involucran fendmenos complejos, asi como la
existencia de pasos multiples propuestos por Beremblum y Shubik, caracterizados
por alteraciones biomoleculares en especial |as relacionadas con el ciclo celular y su
participacion en estos fendmenos, por lo que es necesario recordar los eventos del

ciclo celular’>82,

El ciclo celular es un conjunto ordenado de eventos que culmina con el
crecimiento de |a célula y la divisién en dos células hijas; se puede definir como una
secuencia repetitiva de fendmenos bioquimicos y morfologicos al acontecimiento
bioquimico clave del ciclo, que es la replicacion de los filamentos de ADN que forman
los cromosomas. Las células que no estan en division no se consideran que estén en
el ciclo celular. Si una célula no puede completar el ciclo este impedimento la lleva a

la muerte, esto sugiere que en este punto de restriccion ocurren procesos
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bioguimicos de naturaleza irreversible que comprometen a la célula a completar el
ciclo. Las etapas del ciclo celular son dos la mitosis y la interfase, la ultima esta
constituida por, G1-S-G2 (figura 3). G1 es el periodo de sintesis activa de ARN y
proteinas durante la cual las células hijas aumentan de tamario, ocupa det 30 al 40%
del ciclo celular. La fase S representa e! periodo de la sintesis de ADN y se extiende
a lo largo del 30 al 40% de la duracidn de! ciclo, esta es |la fase donde ocurre la
replicacion del ADN y la fase G2 es corta y ocupa del 10 al 15% de la duracion del
ciclo, durante la cual tienen lugar los preparativos para la division®**. Por lo que la
interfase consiste en el periodo entre dos episodios sucesivos, intervalo entre el final
de una mitosis y el comienzo de la siguiente, la célula esta en actividad metabdlica

preparandose para la mitosis.

G2 Mitosis G1
tcl-2

Fases

S Célula_s que
(Sintecie de AD SRR cesan(I;’:mlon

Figura 3. Muestra |as dos etapas del ciclo celular, La interfase constituida por G1-5-G2 y |a mitosis®*

La fase M representa los fendmenos morfologicamente visibles de la "mitosis”
y es cuando ocurre |a division nuclear (los cromosomas se separan) asi mismo la
membrana citoplasmatica (citocinesis), la mitosis se divide en 4 fases con fines

)84-85 (

descriptivos (profase, metafase, anafase y telofase figura 4).
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Interfess Profase Prometsfsge Metafass

Anifase Telofass CRocinesis

Figura 4. llustra las fases de la mitosis y la citocinesis®.

La progresion y el control del ciclo celular son realizados por eventos
bioquimicos, ‘'una familia de cinasas, cuya accidon catalitica es dependiente de la
union a proteinas ciclinas, estas son las Haves principales de control del ciclo celular
provocando que la célula se mueva de G1 a S o G2 a M (figura 5). La proteina p27
puede ser la mas comprometida en la regulacion a juzgar por los altos niveles

observados en células que disminuyen su activacion 34,

Figura 5. Muestra la actividad de las ciclinas y las ciclinas dependientes de cinasas en el ciclo celular.
Santa Cruz Biotechnology Inc. Research antibodies 2000.

Las células que conducen al cancer pueden mostrar, en su mayoria,

alteraciones en las secuencias del ADN que contienen una alteracion heredable,
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también pueden existir cambios que no afectan directamente el ADN pero si al patrén
de expresion de un gen, en general el cancer no es causado por un solo evento
genético, sino es el resultado de varias alteraciones independientes ocurridas en una

célula con efectos acumulativos.

Las mutaciones gue dafian los mecanismos reparadores del ADN impiden sus
funciones y aumentan el ritmo habitual de mutaciones espontaneas que llevan al
cancer. Se ha observado un aumento de neoplasias en enfermedades con
deficiencias en la reparacion del ADN, elementos como la proteina p53 detienen el
ciclo celular en ciertas fases y permiten la reparacion del ADN hasta que sea viable o

en su defecto inducen a la muerte celular®®,

En resumen el cancer es una enfermedad donde la regulacion del ciclo celular
esta alterada y el crecimiento normal asi como el comportamiento de la célula se
pierden. Los cambios ocurridos desde la transformacién primaria de la célula hasta el
establecimiento de un tumor maligno se acompanan de alteraciones moleculares y
morfolégicas. La extrapolacion de modelos experimentales de la carcinogénesis, el

modelo en "pasos multiples”, encuentra fundamentacion en estos eventos.

Por otra parte |as relaciones comprendidas entre las vias del ciclo celular y los
factores externos e internos que la modulan han revelado tantas conexiones que
hace dificil delimitar los pasos en la formacién de tumores; ya que varias vias se

afectan a la vez y se descubren constantemente nuevos elementos en el sistema®¥’.



Carcinogénesis y agentes carcinogénicos

Existe una relacién directa entre la carcinogénesis y mutagénesis inducidas

por 3 clases de agentes:

Carcinégenos quimicos: que causan cambios locales en la secuencia del ADN.
Carcindgenos biologicos; como los virus: que introducen sus secuencias nucleotidas
en el interior de la célula.

Carcindgenos fisicos como radiaciones ionizantes y ultravioleta que: provocan

translocaciones y rupturas de cromosomas.

Algunos carcinégenos, fundamentalmente quimicos, actdan directamente en
las células o funcionan indirectamente después de haber sido transformados en

metabolitos reactivos.

Cuando se produce alteracion del ADN se advierten 3 posibilidades para la
célula: pueden actuar los mecanismos de reparacion del dafo y la célula regresar a
la normalidad, la célula puede morir o puede pasar a ser una célula iniciada en la

transformacion.

En la carcinogénesis se distinguen fres etapas: La etapa de iniciacion, donde
agentes fisicos, quimicos y biologicos pueden inducirla. En esta etapa existen
cambios reversibles e irreversibles en el genoma de células previamente normales,

las cuales se vuelven mas susceptibles a una transformacion maligna. La iniciacién
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como cambio molecular heredable no es un evento suficiente, la proliferacion de las

células alteradas requiere de otro paso: la promocién®.

La etapa de promocidén se da por los efectos ambientales de las células
iniciadas y se manifiesta por la adquisicion de los cambios fenotipicos malignos
incluyendo una forma celular atipica y un crecimiento progresivo. Algunos grupos de
promotores quimicos, moléculas y factores de crecimiento pueden inducir a las
células iniciadas a pasar a |la fase de promocién. Las lesiones proliferativas atipicas
focales retroceden cuando el efecto promotor es retirado y reaparecen cuando se

vuelve a administrar.

El efecto de los promotores es estimular la division de una célula que sufrid
previamente una mutacion por la accién de un agente iniciador. La célula iniciada
responde ante la accién del promotor con un crecimiento distinto a las células
normales. Los agentes promotores pueden ser exégenos o enddgenos. Los
hidrocarburos policiclicos aromaticos desprendidos en la combustion de tabaco
representan un ejemplo de elementos exogenos muy ricos tanto en agentes
iniciadores como en promotores, razon por |a cual han sido empleados en modelos
experimentales de carcinogénesis. Entre los promotores endogenos podemos
puntualizar que los agentes promotores no son necesariamente carcinogénicos pero

pueden causar cancer si actuan sobre una exposicion previa a un iniciador.

Dentro de los procesos de iniciacién—promocion, es conveniente reflexionar

sobre la gran susceptibilidad de las poblaciones celulares que han sufrido un dafio
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inicial en el ADN, las cuales no evidencian aun cambios morfoldgicos identificables |
que permitan un diagnostico precoz y que son blanco facil de las acciones
promotoras de productos quimicos o elementos fisicos con capacidad de actuar
sobre los mecanismos del control y proliferacion celular potenciando sus efectos

mediante el fendmeno de sinergismo.

La etapa de progresion se caracteriza por la adquisicion de cambios
fenotipicos malignos incluyendo invasion, metastasis, tendencia a un crecimiento
autdbnomo y a un aumento de un cariotipo inestable. Durante el periodo de
progresion, fas células, hasta entonces premalignas, hacen su conversion en células
malignas a traves de un procesc multifocal donde unas se transforman mas rapido
gue ofras. La progresion de clones que han transitado por etapas de iniciacién—
promocion, puede ocurrir espontaneamente debido a la inestabilidad genética propia
de la célula y puede ser acelerado por la exposicion de elementos genotéxicos que

actuan sobre éstas (figura 6).

Carcinogénesis

Iniciacidon  Promocidn Progresicn
Carcindgerso
Cambio Cambio Cambio

Genético  Genético ; Gendtico &

o e — A

e
Célula Multipficacidn
Maligna Celular Ja";'i‘l‘;"’_.’n

Figura 6, Muestra las etapas de la carcinogénesis, esta comienza cuando una causa carcinégena o un cambio
genético alteran &l ADN de una célula normal.

Independientemente de los agentes promotores el mecanismo comun para la

iniciacidon del cancer parece ser a través del dafo al ADN dando como resultado una
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pérdida del control de la proliferacion cetular donde las células malignas no tienen
restriccion en el control de crecimiento como las células normales por lo cual el
cancer es considerado una alteracion en el material genético. Las alteraciones
cromosomicas a menudo estan relacionadas estrechamente con genes denominados
oncogenes y genes supresores del tumor que parece ser que tienen papeles
especificos en la oncogénesis. El concepto moderno de oncogenesis se basa en la
interaccién de factores que regulan el crecimiento celular y el proceso de
diferenciacion, existiendo informacion sobre las alteraciones de los oncogenes y/o
sus productos proteicos y el papel que juegan en la génesis de enfermedades

premalignas y malignas®®’,

Oncogenes y antioncogenes

Los proto-oncogenes en condiciones normales codifican proteinas que
promueven el crecimiento celular, por lo que estan presentes en todas las célutas®.
Aproximadamente se reconocen 100 proto-oncogenes en el hombre; muchos de
elios codifican elementos como receptores transmembrana, proteinas de secrecién,
proteinas cinasas y proteinas reguladoras que controlan la conducta "social" de las
células®. Asi mismo codifican para proteinas que normalmente tienen importantes
funciones en la regulacion del crecimiento y diferenciacion de células y tejidos tales
como: factores de crecimiento, receptores de factores de crecimiento y reguladores
de la expresion de genes®. Estos pueden "activarse” por diferentes alteraciones
como mutaciones puntuales en la secuencia codificante, amplificacion génica o

reordenamiento cromosémico que incluye la translocacion®. La mutacion de ellos
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frecuentemente perpetua la activacion de Ia.cascada constitutiva existente entre el
receptor hasta el ultimo eslabdn de la diyisic’:n celular. Existen 2 rutas mutacionales:
la primera es realizada por genes estimuladores con efecto dominante; la segunda es
la de inactivar un gen inhibitorio de caracter recesivo; por lo que los oncogenes 0
genes causantes de cancer, derivan de los proto-oncogenes, genes celulares que
promueven el crecimiento y fa diferenciacion normal. Su descubrimiento llevd a la
conclusién de que muchas células presentan el potencial de malignidad a través de
la activacion de genes especificos, una pequeria minoria de ellos parece participar
en el desarrollo de los tumores, ellos son requeridos en la funcién de division y
diferenciacién celular en condiciones normales. Estos codifican proteinas
denominadas oncoproteinaé, que se parecen a los productos normales de los proto-
oncogenes, con la excepcion de que las oncoproteinas carecen de importantes
elementos reguladores y que su produccion por las células transformadas no
depende de factores de crecimiento u otras sefiales externas. Cada uno de elloé
puede activarse en un camino distinto en las células y el subsecuente cambio puede

ser complementario a las alteraciones inducidas por otros oncogenes®.

Los productos de los genes supresores de tumores aplican frenos a la
proliferacion celular. En cierto sentido el término "genes supresores de tumores" es
inadecuado debido a que la funcion fisioldgica de estos genes es regular el
crecimiento celular, no prevenir ia formacion de tumores. Debido a que la pérdida de
estos genes es un hecho clave en muchos tumores humanos, posiblemente en todos
y dado que su descubrimiento derivd del estudio de tumores, persiste el nombre de

supresor de tumor o anti-oncogen®®®*.
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Los oncogenes se clasifican en: oncogenes relacionados a factores de
crecimiento, relacionados a receptores, trasductores de sefales, nucleares vy

reguladores de muerte celutar’ >,

Apoptosis

La apoptosis es una forma compleja de muerte celular que se caracteriza por
cambios tanto morfologicos como bioquimicos mediados genéticamente; irreversible
influenciada por el microambiente extracelular (citocinas, hormonas, agentes

)1941% se caracteriza por ser el conjunto de cambios

quimicos, fisicos o0 virus
citoplasmicos y nucleolares que provoca la autodestruccion activa de células aisladas
o de pequefios grupos en los tejidos sin afectar ¢élulas vecinas, ejerce un papel
fundamental en la regulacién de las poblaciones celulares que han sido identificadas
en un amplio rango de circunstancias fisioldgicas y patolégicas siendo inducida por
una variedad de estimulos, considerandose que juega un papel importante en la

carcinogénesis, esta regulada por oncogenes y genes supresores de tumores®,

Morfolégicamente se caracteriza porque el nicleo se colapsa, la cromatina se
margina, condensandose y formando masas granulares en |a periferia. EI ADN se
fragmenta, se pierden las uniones intercelulares, desapareciendo el contacto con las
células vecinas, hay condensacion citoplasmica y la célula adquiere una forma con
multiples protuberancias que contienen organelas en su interior llamadas “buds”. El
nicleo se fragmenta y estos fragmentos son englobados por la membrana

citoplasmica, al igual que las organelas intactas, formando varios cuerpos
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apoptasicos que después seran fagocitados por los macréfagos y las células vecinas.
Este proceso ocurre sin producir una reaccion inflamatoria. En el epitelio las células

de Langerhans y los macréfagos pueden fagocitar células apoptdsicas® ¢ (figura 7).

Figura 7. llustra una célula normal (1), la secuencia de cambios ultraestructurales en la apoptosis (2-6) y necrosis (7 y B8). La
apoptosis temprana (2) es caracterizada por compactacion y marginacién de la cromatina nuclear, condensacidn del citoplasma,
el perfit celular y nuclear se encuentra alterado. (3) En un estado posterior, los fragmentos del nicleo y protuberancias que se
forman en la superficie celular se separan y producen los cuerpos apoptésicos, que (4) son fagocitados por células cercanas y
(5 vy 6) degradadas por lisosomas. (7) El desarrollo de necrosis es asociada con un grupe irregular de cromatina, marcada,
hinchazén del organelo y trastorno focal de las membranas. (8) Las membranas son desmtegradas subsecuentemente, pero las
células usualmente consevan su forma hasta que son removidas por fagocitos mononucleares®®

Las alteraciones relacionadas con la inadecuada supresion de la apoptosis
incluyen lesiones premalignas y malignas asi como enfermedades autoinmunes;
poco se conoce de la naturaleza exacta de los cambios apoptésicos durante la
transformacion de un tejido normal a maligno existiendo datos los cuales son
contradictorios aunque actualmente se sabe que este proceso es mediado por la
interaccidn de proteinas y receptores de superficie celular, algunos genes codifican
proteinas especificas que pueden encontrarse en sitios especificos de las células
teniendo efectos estimuladores ¢ inhibidores de la apoptosis, algunas de las

proteinas asociadas a apoptosis incluyen bcl-2 y p53%*% (cuadro 1).
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Factores Mutaciones en el Mutaciones

ambientales _ genoma de las _—) heredadas
adquiridos: células somaticas (factores
produc. quimicos genéticos)
radiacion, virus //N
Activacion de Alteracidn de los Inactivacion de
encogenes-promotores genes que regulan genes supresores
del crecimiento la apoptosis de cancer

= == =

Expresidn de productos alterados de los genes
y pérdida de productos génicos reguladores

Expansién clonal

Mutaciones adictonales

¢ (progresion)

Heterogenidad

Neoplasia maligna

Cuadro1. Diagrama de flujo que muestra un esquema simplificado de la carcinogénesis"’.

Bel-2

El gen bcl-2 forma parte de una amplia familia en la que se incluyen otros
genes cuyo denominador comun es el control de la apoptosis, se dividen
funcionalmente en dos grupos antagonicos: genes supresores de la apoptosis como
es bcl-2 y genes promotores como el Bax. La relacion bel-2/Bax determina si la céiula
sobrevive o sufre apoptosis como consecuencia de un estimulo apoptosico. Cuando
Bax predomina se activa la muerte programada suprimiéndose el efecto supresor de
bel-2. Es decir en muchas células la apoptosis esta controlada por inhibidores como
bel-2 (B-cell leukemia/limphoma-2)*” que codifica una oncoproteina describiéndose
inicialmente su activacién en procesos hematolégicos y linfoides, en 80% de linfomas
centrofoliculares y en 20% de los linfomas B. La expresion aumentada de esta

oncoproteina tiene lugar como consecuencia de la translocacion cromosomal t 14,18
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q32:g21, esta translocacién lleva una parte del gen, en el cromosoma 18 que situa al
proto-oncogen bel-2 en la vecindad de un potente gen promotor (cadena pesada de
la inmunoglobulina) en el cromosoma 14 (figura 8)8. Codifica para una proteina de
24 a 26 kDa localizada en la membrana plasmatica, en la membrana mitocondrial
externa, asi como en la del reticulo endoplasmico y en menor extensién en las

%% | a muerte de una variedad de células puede ser

membranas nucleares
prevenida por bcl-2 ya que funciona evitando la muerte celular causada por atrofia®®.
Asi mismo esta involucrada en la tumorogénesis por bloqueo de la apoptosis, pues

previene la muerte de las células neoplasicas y causa su transformacion maligna por

supervivencia celular prolongada mas que por proliferacién celular incrementada®®.

Por extrafio que parezca, ciertas células normales fabrican niveles altos de
bcl-2. Esta proteina parece proteger a las células cuya pérdida seria devastadora
para el cuerpo, pero ese escudo tiene un precio. Si las células en cuestion se tornan
neoplasicas, desarrollan tumores mas agresivos. Protegidas por bcl-2, tienen una
probabilidad menor de morir que otras células tumorales. En consecuencia, pueden
ser mas propensas a desarrollar metastasis en tejidos que no suministran los
factores de supervivencia sintetizados por sus tejidos de origen. Las células que
carecen de p53 o que producen niveles elevados de la proteina inhibidora bcl-2,
pueden por tanto volverse resistentes a los efectos de los tratamientos
antineoplasicos®’. Los datos in vitro éugieren que la expresion de bcl-2 puede estar
relacionada a la quimioresistencia debido a la inhibicién de drogas que inducen
apoptosis. Ademas también ha sido demostrado que bcl-2 protege a céiulas de

mamiferos del efecto de la coichicina y de inhibidores de sintesis de proteina asi
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como de esteroides, de calor y radiacion. En condiciones fisiolégicas la expresion de
bel-2 esta relacionada a la embriogénesis y probablemente actia como regulador

morfogénetico en varios tejidos humanos™®.

q ﬁ. 19g

13

~ bct.2

6 14q+

14

Figura 8. Muestra la translocacion t{14;18) del gen becl-2
La expresion de bcl-2 se observa en células basales de epitelio humano
normal, pero no en las células de las capas suprabasales™. Aunque parece tener
una actividad mas importante en unas células que en otras, se expresa fuertemente

en los melanocitos y levemente en los queratinocitos de la piel',

Se considera que la transformacién maligna puede originarse por [a activacion
de la maquinaria mitogénica de las células e inactivacién de los inhibidores del
crecimiento y la maquinaria apoptésica por mutaciones multiples directas. Existen sin
embargo, diferentes caminos que conducen a la apoptosis y no todos, son

controlados por bel-21%2,

Se han realizado diversos estudios para determinar la expresién de bcl-2 en

diferentes lesiones. Bloor y cols. en 1999 realizaron un estudio con el propdsito de
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examinar la frecuencia de apoptosis en 26 pacientes con LP de tipo reticular y en 8
pacientes con mucosa bucal normal como control. Utilizaron diversos anticuerpos
MIB-1, Bax y bcl-2. En 2 biopsias de mucosa bucal normal, bcl-2 estuvo
escasamente expresada en células basales y suprabasales y ausente en el resto de
las biopsias de mucosa bucal normal. En 15 casos de LP, bcl-2 también se expresé
escasamente en las células basales y suprabasales aunque en niveles mas altos que
en el epitelio bucal normal, se encontro aproximadamente 1 célula apoptdsica por
milimetro en la capa basal, en la mayor parte de los casos de LP muchos infocitos
en la parte superficial del corium mostraron reaccion en el nucleo para bcl-2.
Concluyendo que un numero incrementado de apoptosis fue detectado en LP,
especialmente en asociacion con el infiltrado linfocitario y que la proliferacion de las

células no se correlaciona con la apoptosis'®.

De la misma forma Jordan y cols. en 1996 realizaron un estudio sobre la
inmunoexpresion de bcl-2 y Bax en 30 carcinomas epidermoides de cavidad bucal
correlacionandolos con el grado de diferenciacion, encontrando una moderada e
intensa inmunoexpresion para bcl-2 en 18/30 de tumoeres (680%) y en 19/30 para bax
es decir 63%. La inmunoreactividad fue intensa en los carcinomas pobremente
diferenciados 6/7 (86%), en contraste con la inmunoreactividad para bax la cual fue
intensa en los carcinomas bien diferenciados 8/11 (72%). Sus resultados mostraron
que alteraciones de bcl-2 y bax pueden jugar un papel en el desarrollo de carcinoma
epidermoide lo cual sugiere que la proteina bcl-2 es regulada por medio de una

proteina llamada bax que contrarresta sus efectos y promueve la apoptosis®.
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Asi mismo se han publicado reportes relacionados a la expresién de bci-2 en
procesos malignos de prostata, endometrio, mama, carcinoma de células basales,
neuroblastomas™"'® asi como melanomas malignos cutaneos'™ y nevos
intradérmicos; encontrando que no se expresa la proteina en lesiones melanociticas,
sugiriendo que esta oncoproteina puede no estar involucrada en la transformacion
maligna de células melanaciticas'®. Asi mismo se ha estudiado la expresion de bcl-2
en enfermedades originadas de los queratinocitos como son: dermatitis cronica,
psoriasis, queratosis seborreica, carcinoma in situ, queratosis actinica y enfermedad
de Bowen encontrando escasa expresion en dermatitis cronica psoriasis y queratosis
seborreica, no asi en las lesiones premalignas y malignas, en donde hay una fuerte

expresién de bcl-2'%.

p53

Existen dos formas de p53, el tipo silvestre y la proteina mutante. Este gen
supresor es una proteina con un peso molecular de 53 Kilodaitons™, esta formada
por 393 aminoacidos, es codificada por un gen en el cromosoma 17p, esta implicada
en la reparacion dell dafio al ADN, regula la replicacion del ADN, la division y la

90,107
) :

muerte celular (figura 9 El tipo silvestre es una fosfoproteina que puede

suprimir la proliferacion y es un potente inhibidor de la transformacion celular

mediada por oncogenes es decir actiia como un supresor de tumor’®"7,
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Figura 9. Modeio de accién propuesto del p53 normal y mutante’,

En condiciones fisioldégicas, p53 tiene una vida media muy corta,
aproximadamente de 5 a 6 minutos, esta presente en concentraciones minimas en
células normales, existen datos de que esta proteina es necesaria para la division
celular normal, y es casi indetectable por técnicas de inmunohistoguimica; una vez
que las celulas son expuestas a agentes carcinogénicos, existen cambios
espectaculares en p53. A través de modificaciones posteriores a la transduccion, p53
se estabiliza y se acumula en el nucleo donde es su sitio de accion, es decir [a forma
mutante es mas estable y tiene una vida media larga y puede ser visualizada por
anticuerpos como PAb1801 Oncogene Science, Pab240 Novocastra asi como con el

anticuerpo monoclonal anti-p53 Clona Mouse DO-7 Dako'108111

Aungue no se conocen los mecanismos precisos por los cuales p53 actua
como gen supresor del tumor, se ha observado que la tipo silvestre actia como
policia molecular que impide la propagacion de las células danadas genéticamente,

puede ser inactivada por mutacién en las secuencias genéticas que codifican para
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proteinas conduciendo a transformacion neoplasica de las células®®. Es decir el tipo
silvestre de p53 regula la duplicacion del ADN, bloquea la replicacion del genoma
cuando este sufre algun dafo y acumutado se liga al ADN haciendo que las células
se detengan en la fase G1 del ciclo®®'¥. Asi mismo da a la célula una pausa
reversible para reparar el dafio al ADN. Si por alguna razén los mecanismos de
reparacién fracasan, p5S3 parece de alguna manera sentir el riesgo de que las células
mutantes se dividan y como una medida extrema, desencadena la muerte celular por

112
(

apoptosis''“ (figura 10).

Funcidn de p53

Figura 10. Presenta la funcién de p53. Santa Cruz Biotechnology Inc. Research antibodies 2000,

Debido a sus funciones protectoras, se ha denominado a p53 como guardian
del genoma. Con la pérdida de p53 normal, las células expuestas a agentes
mutdgenos replican el ADN dafiado. Aungue ninguna mutacion aislada es capaz de
transformar las células, la pérdida de la via de p53 predispone a las’células a

mutaciones adicionales y al final, a la transformacion maligna®*'.

La forma mas frecuente de inactivacion dei gen p53 se produce por

mutaciones sin sentido. Estas proteinas anormales no ligan el ADN pero tienen una

vida media llamativamente larga, y por tanto pueden detectarse facilmente en las
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células tumorales por medio de inmunohistoquimica, de hecho; las proteinas p53
detectadas de esta manera casi siempre_ estan asociadas a mutacidn; carcindgenos
exdgenos y enddgenos son conocidos por causar mutaciones, como dano al ADN
incluyendo transicién o transversion, insercién y sustitucion de bases, ademas de las
mutaciones, existe otro mecanismo por los que puede alterarse la funcién normal de
p53 como son: las proteinas transformadoras de varios virus ADN (adenovirus, virus
del papiloma humano) que pueden ligar y secuestrar el p53 normal. Los productos de
ciertos oncogenes nucleares se ligan inactivando la actividad supresora de tumor de

p53%",

Existen evidencias que fumar tabaco puede jugar un papel en la
tumorogénesis por la mutacién especifica de ella. Este gen como ya se menciond
transcribe a una proteina nuclear que es importante en la reparacion, transcripcion y
replicacion del ADN. Han sido identificados porcentajes significativamente mas altos

de la forma mutante en fumadores cronicos que en aquellos no fumadores**-1",

La mutacidén de p53, es la alteracién mas frecuente que conduce al cancer;
p53 tipo silvestre puede ser inactivada por mutacion en las secuencias genéticas que
codifican para proteinas conduciendo a transformacién neoplasica de las células®.
Mutaciones o delecciones en el gen alteran la proteina la cual se encuentra
sobreexpresada en un alto porcentaje; esta sobreexpresion puede ser el resultado de
la mutacion genética o de acumulacion de p53 tipo silvestre con funciones biologicas
alteradas®. Ella es bastante versatil.y puede funcionar como oncogen, ademas de

como gen supresor del cancer; de hecho, durante muchos afios después de su
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descubrimiento, se consideraba tan sélo un oncogen, porque ciertas formas de p53
pueden transformar células in vitro, como hacen varios oncogenes. Esto es porque
las mutaciones convierten a p53 de un gen supresor de tumor recesivo a un oncogen
dominante en que esta, junto con otros oncogenes activados pueden transformar
células. De este modo actua como un oncogen en la forma mutante y como un gen

supresor de tumor en la forma normal*®.

La sobreexpesién de esta proteina sugiere que su mutacion o funcién alterada

del tipo silvestre juega un papel importante en el desarrollo de ia patogénesis®® ' de

neoplasias malignas incluyendo tumores de colon, pulmén, mama y cerebro’ "'*. La
aparicion temprana de la expresion de p53 en los procesos premalignos y malignos
ha sido reportada en lesiones cutaneas como: queratosis solar, carcinoma de células

basales, enfermedad de Bowen y carcinoma epidermoide®®.

Asi mismo una relacion entre la mutacion de p53 y el estado avanzado de Ios
tumores han sido observados en el cancer de endometrio, cervix, ovario, higado,
prostata y vejiga indicando que en estos tumores la mutacién de esta puede ser un
evento tardio contribuyendo a la progresion; pero no en cancer de pulmén, cabeza y
cuello y mama en donde las mutaciones son conocidas por ocurrir en estadios
tempranos de los tumores y en lesiones precancerosas. Las células pueden también
mostrar proliferacion incrementada sin involucrar alteraciones en el gen p53

116

detectables inmunohistoguimicamente Asi mismo ha sido reportado que Ia

alteracion del gen puede ser considerado como un nuevo marcador independiente
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asociado con la reducida supervivencia del paciente. En conjunto los tumores que

exhiben acumulacién de p53 son generalmente mas agresivos'”.

Ha sido encontrada Unicamente en 20-50% de casos, con un maximo de 81%
en carcinoma epidermoide de mucosa bucal, 70% en cancer de células pequeras de
pulmén y 68% en cancer anaplasico/indiferenciado de tiroides™. En el 95% de
rioTtieoaag nasofaringeos y en el 79% de lesiones displasicas sugiriendo que ta
schreexpresion de el puede estar esirechamente relacionada con el carcinoma

nasofaringeo®,

La correlacion de fenotipos, como el grado histologico y el porcentaje de
proliferacidn, con eventos moleculares precisos tales como alteraciones de p53 y
nlins genes, prometen expandir nuevos conocimientos del comportamiento de' tumor
y quizas establecer nuevos paradigmas de diagnéstico, valoracion de riesgo,
prevencion, deteccion temprana, determinacion de prondstico y terapias

antineoplasicas ™",

Lagdon y Patridge en 1992 detectaron el producto del gen supresor de tumor
p53 en 12/15 casos de carcinoma epiderincide y en dos casos de leucoplasia. Los
tumeras expresaron la forma mutante vor toda la extension del espécimen o
conteniendo areas focales de células positivas. La expresion fue mas intensa en
tumeres obtenidas de pacientes quienes eran giandes fumadores y bebedores
sugiriendo que las alteraciones en el gen p53 pueden ser uno de los sitios de dafio

gendtico en este grupo de pacientes®.
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Girod y cols. en 1994 estudiaron la expresién de la mutacién del gen en 64
lesiones hiperplasicas entre las que se encontraban pacientes con leucoplasiay LP y
85 con carcinoma epidermoide. Las lesiones hiperplasicas fueron clasificadas de
acuerdo asi presentaban algun grado de displasia, 39 (61%), nc mostraron displasia,
22 (34%) mostraron displasia leve, 2 (3%) moderada y una fue clasificada como
displasia severa; de las 39 lesiones sin displasia, 31 (79%) no mostraron ninguna
expresion a p53, 8 (21%) presentaron expresion detectable y de estas 7 lesiones
fueron diagnosticadas como LP, entre las lesiones displasicas, 17 (36%) presentaron
niveles detectables de p53, |a Unica lesion con displasia severa mostrd expresion. De
las 85 lesiones de carcinoma epidermoide el 54% mostré un nivel detectable,
encontrandose una correlacidn positiva entre la expresién de p53 y el grado de
displasia de las lesiones. Sin embargo no se encontrd correlacién entre el numero de
células positivas, el grado de displasia y diferenciacion de las lesiones. Sugiriendo
que podria ser de ayuda |la expresion de p53 para predecir el desarrollo de cancer en

leucoplasia y LP'®

Asi mismo Ogden y cols. observaron la expresién de la proteina en 37
pacientes con cancer bucal, de los cuales 20 (54%) mostraron expresion. La proteina
no fue identificada en los 54 casos de lesiones no malignas entre las que se
encontraban 4 con mucosa normal, 10 con LP, 2 presentaban LP erosivo, 12
queratosis y 27 otras lesiones. El analisis de los pacientes con cancer bucal se
realizé de acuerdo al sitio de localizacidon uso de tabaco y edad. La expresion no fue
mas prevalente con la edad y apoyan |la asociacion de fumar tabaco con la expresion

de p53 en carcinoma bucal ya que de 16 fumadores 13 mostraron expresién y
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unicamente 1 de los 10 pacientes no fumadores mostro expresion a p53. Cuando el
sitio fue evaluado la expresion de p53 no se encontré en la region de ia mucosa
bucal. Aunque la relacién entre el fumar y el cancer de boca es mas frecuente en
lengua y piso de boca sin embargo pueden desarrollarse en la mucosa bucal y por lo
tanto se ha asociado con una intensa expresion a p53. Concluyendo que las células
positivas a p53 se encontraron unicamente en lesiones malignas y de este modo

puede utilizarse como un marcador para lesiones con cambios malignos'™.

De Araujo y cols. estudiaron la relacidon entre la grado histoldgico de
malignidad propuesto por Anneroth, (en este sistema, la malignidad es basada en
criterios morfolégicos representativos de la poblacion de células tumorales, criterios
adicionales significativos de ta relacién tumor/huésped; cada parametro morfoldgico
es clasificado de 1 a 4 puntos y el registro final de cada caso es definido como la
suma total de puntos atribuidos a los parametros evaluados), y ia expresién de la
proteina p53 en 40 biopsias de carcinoma epidermoide en cavidad bucal. La
expresion fue encontrada en el 62.5% de los cércinomas. La positividad de Ia tincién
mostro una correlacién con el grado histolégico de malignidad, con e! grado de
queratinizacion, polimorfismo nuclear y el nimero de mitosis. No asi con el patron de

invasion y el infiltrado inflamatorio ',

Warnakulasuriya y cols. estudiaron la expresién de p53 con el anticuerpo
PAb1801 especifico para el antioncogen p53 en 37 carcinomas de boca, en 12
displasias y 17 tejidos normales, encontraron expresidén en 35% de los casos; los

casos positivos inciuyeron carcinomas bien diferenciados, sugiriendo que la mutacién
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puede ocurrir en estadios tempranos de transformacion maligna; esto fue soportado
cuando observaron que la mutacion de la proteina fue detectada en cantidades
minimas en 2 displasias; ningun tejido normal fue positivo a p53. Ellos mencionan
que las mutaciones del gen estan comunmente involucradas en cancer bucal pero no
es el unico factor para la transformacion maligna. No obstante como esta mutacion
es un cambio genético descrito asociado a cancer en caucésicos es posible que su
presencia pueda ser usada como marcador de riesgo en lesiones bucales con aito

potencial maligno'"®.

Asi mismo Regezi y cols. realizaron un estudio en pacientes con displasia
bucal y carcinoma in situ, utilizando biopsias secuenciales con lesiones del mismo
sitio anatomico, un total de 19 pacientes fueron evaluados, 3 de estos progresaron a
carcinoma invasor, unc avanzé a un grado mas severo de displasia y otro desarrolld
carcinoma verrucoso mostrando este expresion negativa. La proteina fue detectada
en 6 de 13 pacientes con displasia, asi mismo la deteccién de p53 fue evidente en 4
de 6 pacientes con lesiones in situ. Biopsias secuenciales de 3 de estas lesiones no
mostraron cambios histologicos o expresion de esta y una lesion progresé a
carcinoma y fue positiva a p53. Todas las lesiocnes que ocurrieron en lengua fueron
positivas. Ellos concluyen que la proteina puede ser detectada tempranamente en el
desarrollo de carcinoma epidermoide; mencionando que este fenémeno puede ser
observado en displasia, en lesiones in situ y puede tener implicaciones

prondsticas'?',
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Por otra parte Dekker y col. en 1997 partiendo de la hipdtesis que la pérdida
de las células basales se debe a la apoptosis, evaluaron la expresion de bel-2 y p53,
en mucosa normal de 8 pacientes, en encia con inflamacién crénica de 5 pacientes y
en 10 con LP. Al comparar sus resultados encontraron que la expresion para bel-2 en
los gueratinocitos basales de la mucosa bucal normal, gingivitis y LP fue negativa,
mientras en los melanocitos y células linfoides la expresion fue positiva; sin embargo
la expresién de p53 en los queratinocitos basales fue positiva en todos los casos de
LP (10), no asi en la gingivitis y mucosa bucal normal. Los patrones de expresion de
p53 en LP sugieren sobreexpresion de fa proteina de tipo silvestre, un fenémeno que
podria detener el ciclo celular para reparar el dafc del ADN o desencadenar

apoptosis'?,

Schoelch y cols. en 1999 partiendo de la base de que la regulacion de la
apoptosis puede estar alterada en el desarrollo del carcinoma epidermoide,
realizaron una investigacion utilizando tejidos control y 90 lesiones entre las que se
encontraban: 7 pacientes con queratosis, 13 con displasia leve, 18 con displasia
moderada, 10 con displasia severa y 7 con carcinoma epidermoide moderadamente
diferenciado. Ellos reportan que 10 de las 90 lesiones fueron positivas para bel-2
(todas fueron displasia y carcinoma), y 30/80 especimenes mostraron expresion
positiva a pd3, el porcentaje de tejidos positivos se incremento en las lesiones que
progresaron de queratosis focal a displasia leve 1/20 (5%), en los carcinomas
epidermoides, displasia moderada y severa 18/35 (51.4%) fueron positivas. Del
mismo modo [os niveles de expresion de p53 se incrementaron con la progresién de

los cambios displasicos; en 1/20 pacientes con queratosis y displasia leve, Ia

54



reaccién en el nucleo la observaron en < 10% de los gueratinocitos. En 18/35 fueron
positivos a p53 en los casos de displasia moderada, severa y en carcinomas, 11 de
los 18 con displasia moderada mostraron positividad a p53 en 2/3 queratinocitos.
Estos datos muestran que las proteinas asociadas a apoptosis estan modificadas en

patrones variables en lesiones epiteliales bucales tanto premalignas y malignas. Asi

22 )gualmente Kannan y

mismo demostraron que p53 se expresa tempranamente
cols. en 1998 partiendo de que los procesos neoplasicos son debido a alteraciones
en ios oncogenes y genes supresores de tumor que controian el ciclo celular;
estudiaron 39 casos de pacientes con carcinoma epidermoide, valoraron la expresion
de la proteina bcl-2, encontrando que el 23% de estos tumores mostraron expresion
intensa, 2 mostraron expresion moderada, 19 expresidén leve y 9 no se expresaron;
en el epitelio normal, la expresién fue indetectable. No encontraron correlacién entre
la expresion de bcl-2, el estadio clinico, la edad o el sexo. Al realizar el andlisis de
acuerdo al sitio 44 y 33% de la expresidn fue en tumores de muccsa bucal y lengua
respectivamente sugiriendo que estos son los blancos preferidos para la expresion
de bcl-2; cuando la expresién de esta fue comparada con la expresion de p53,
encontraron que no se tfraslaparon, es decir que estos eventos son mutuamente
excluyentes. Estos resultados sugieren que ia sobreexpresion de cualquiera de los
dos genes puede sustituir al otro en el desarrolio de carcinoma epidermoide bucal, la
sobreproduccion de la proteina bel-2 puede anular a p53 e inducir muerte celular,

sugiriendo que si existen niveles elevados de bcl-2, entonces la proteina p53 tipo

silvestre no puede inducir apoptosis por mucho tiempo ',
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Yao y cols. en 1999 analizaron la expresion de bcl-2 y p53 en 52 casos de
carcinoma epidermoide del borde lateral de lengua; y fue positiva en 26/562 (50%) de
los casos a bel-2 y 31/52 (60%) de los casos a p53. La inmunoreactividad de p53 fue
detectada en el ntcleo celular pero no en las células con epitelio histologicamente
norma! o distante del tumor. Asi mismo esta estuvo presente mas en las células del
frente invasor del tumor que en las células infiltradas o islas del tumor. Los tejidos
control no mostraron inmunoreactividad a p53 y a bcl-2; la frecuencia de expresién
fue asociada con el grado histologico del tumor, el modo de invasidén marginal, el
modo de invasion del tumor y los ganglios linfaticos involucrad'os; encontraron
correlacion significativa de bcl-2 con el grado histolégico del tumor y con el modo de
invasién marginal del tumor. Con respecto p53 hubo asociacidn significativa con el
modo de invasién del tumor. Sus resultados sugirieron gue la investigacion
combinada con los dos marcadores bioldgicos puede tener importanc‘ia en la
valoracion de la agresividad del tumor y el mecanismo de supresién en la regulacion
del oncogen bcl-2 para mantener la apoptosis en el carcinoma epidermoide de

lengua'®.

Atula y cols. analizaron 39 muestras de carcinoma epidermoide de lengua
utilizando anticuerpos para pS3 y bcl-2, seleccionaron muestras de pacientes con y
sin ganglios involucrados para buscar si existia diferencia entre estos, asi mismo
carrelacionar la expresion de estas proteinas con otros parametros como tamario del
tumor, grado de diferenciacion histologica, habito de tabaquismo y consumo de
alcohol; registraron la inmunoreactividad y la localizacion de células positivas, como

células en la capa basal, parabasal o células expresadas en todas las capas de!
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epitelio. La inmunoreactividad a p53 fue intensa en 11 (28%) moderada en 7 (18%),
leve en 16 (41%) y negativa en 5 (13%) de los tumores. En varios de los carcinomas
ta inmunopositividad estuvo restringida a la capa basal y parabasal. La expresion de
esta fue en el nucleo. Con el tamafo del tumor, grado histolégico habito de
tabaquismo y consumo de alcohol no encontraron correlacion. En el epitelio normal
se expresd en las células de la capa basal. La expresion de bcl-2 fue intensa en 2
(5.1%) de los tumores, moderada en 4 (10.4%), leve en 3 (7.7%) y negativa en 30
(76.8%) la reaccion fue siempre citopfasmatica; el epitelio proliferativo adyacente a la
displasia y carcinoma fue totalmente negativo para bcl-2. En pocas muestras el
epitelio atréfico e hiperqueratosico adyacente al area del carcinoma mostrd intensa
expresion a esta en todas las céluias basales. Interesantemente habia areas también
totalmente negativas en la muestra. Los linfocitos del infiltrado mostraron intensa
expresion;, en dos tejidos donde la expresion se observo intensa el tejido del
carcinoma parecia ser mas agresivo. En el epitelio normal células basales dispersas
mostraron expresion a bcl-2. Una correlacién estadisticamente significativa fue
encontrada entre la expresion de bcl-2 y tabaquismo, los 6 grandes fumadores
presentaron intensa 0 moderada inmunoreactividad a bcl-2, no hubo expresién en los
tejidos de no fumadores, ademas estos 6 pacientes murieron en los siguientes 32
meses. No se encontré correlacion entre la expresion de bcl-2 y los otros parametros
estudiados; tampoco se encontro correlacidn en los patrones de expresion de p53 y
bel-2'%. Es concebible que la expresion incrementada de bel-2 y la funcion alterada
de p53 jueguen un efecto sinérgico crucial en la carcinogénesis®™ ya que la

expresion alterada de un solo oncogen es generalmente insuficiente para inducir una
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transformacién completa, en muchos casos la activacidbn de varios oncogenes

contribuyen al proceso de la tumorogenesis'®,

Nucléolo

Con respecto a las caracteristicas propias del tumor se han estudiado en
modelos experimentales la funcién del nucléolo y el papel de las Regiones de
Organizadores Nucleoiares (NORs) para estimar el comportamiento de los tumores
basandose en su capacidad de reflejar la actividad proliferativa de las células de una

neoplasia'?*"®. Para hablar de NORs se revisara la estructura y funcién del nucléolo.

El ndcleo interfasico contiene el nucléolo, constituido principalmente por
ribonucieoproteinas y cromatina, que posee desoxirribonucleoproteinas en forma

condensada (heterocromatina) o no condensada (eurocromatina) ™",

El nuciéolo puede definirse como la expresion morfoldgica de la transcripcién
del ARN preribosémico por los organizadores nucleolares (o sus copias) y de la
maduracion posterior de ese ARN hasta convertirse en ARNr. Por eso, el nucléolo es
mas visible en los momentos de mayor sintesis de ribosomas y cuando no hay

18213 Es una estructura

transcripcion desaparece, asi como durante la mitosis
esférica rodeada por nucleoplasma pero no separada de éste por una membrana
(figura 11}. Cada nucléolo es producido por una region organizadora dei nucléolo

(NOR) u organizador nucleolar especifico localizado en un sitio particular de un

cromosoma, un genoma puede incluir uno o mas organizadores y por |o tanto puede
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haber uno o mas nucléolos en un mismo nucleo. Ademas, dicho organelo permanece
adherido a la NOR. Estos corresponden a una constriccién secundaria
correspondiente a la metafase cromosomal, los cuales son localizados en el hombre,
en los brazos cortos de los cromosomas 13, 14,15, 21 y 22 y cada uno de ellos estan
decorados con un satélite en el extremo mas corto de los dos brazos cromosomicos.
En una célula diploide tipica humana, debido a la fusion de los cinco pares de
nucléolos generalmente el nucleo en interfase sélo tiene un nucléolo grande™?. Ei
numero, forma y posicidén de los nucléolos depende del tipo celular y de su actividad
metabdlica. El numero generaimente suele ser de uno por nucteo, aunque alguncs
tipos celulares suelen presentar dos como {as neuronas y hepatocitos. La forma es
frecuentemente esférica, aunque se dan casos de nucléolos con formas irregulares.
La posicion suele ser mas o menos céntrica dentro de la esfera nuclear, en caso de
que exista mas de un nucleolo estos pueden desplazarse e incluso situarse por

debajo de la cubierta.

nucléolo

cromatina complejo
del poro
Figura 11. Componentes del nicleo. hitp//kidlink.sunet.sefspanish/kidproj-spanish/célula/nucleo.htmi

La organizacion estructural del nucléolo refleja su adhesién cromdsomica y

sus funciones en la produccion de la subunidad del ribosoma. En el nucléolo se
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reconocen cuatro componentes caracteristicos: a} zona granular b) zona fibrilar ¢)

matriz o zona amorfa y d) cromatina asociada al nucléolo

Zona granular estd formada por agrupaciones de granulos que contienen
ribonucleoproteinas las cuales representan subunidades ribosémicas proximas a
completarse, que miden de 150-200 A de diametro. Frecuentemente, la zona
granuiar ocupa la parte mas periféerica del nucléolo que esta rodeada por la cromatina

asociada.

Zona fibrilar se halla constituida por finas fibrillas mal definidas de transcritos
de RNA en forma de nucleoproteinas, de 50-100 A de didametro y en general, ocupa
la regién central del nucléolo; en muchos nucléolos se observa también una masa
fibrilar densa que contiene exclusivamente ADN. Es la heterocromatina asociada al
nucléolo y corresponde a la heterocromatina telomérica de los organizadores

nucleolares.

Zona de cromatina nucleolar asociada al nucléolo consta de asas
cromosdmicas formadas por fibras gruesas de 100 A de ancho que lo rodean y
pueden penetrario, se extienden fuera de su punto de adhesion en la NOR del
cromosoma. A veces, ocupan zonas especiales dentro del nucléolo o bien se
distribuyen en forma difusa las fibras contienen ADN y son digeridas por la

desoxirribonucleasa.
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La matriz nucleolar forma e! fondo amorfo sin estructura en la cual -estan

distribuidas las zonas fibrilar y granular™"'%,

La parte amorfa o nucleoplasma corresponde a los espacios de escasa
densidad a los electrones que forman cavidades intercomunicadas en la parte densa,

contienen granulos de ADN.

La parte densa o nucieclonema consiste en {a parte fibrilar mas densa que la
anterior, constituida por fibrillas de unos 8-10nm, también formadas por

ribonucleoproteinas

El centro fibrilar es muy evidente en algunos nucléolos, donde puede haber
varios centros fibrilares y de densidad inferior a la de las partes granular y fibrilar.
Consiste en finas fibrillas de 7-9nm. Contiene ADN y algo de ARN; debido al
contenido en ADN, se ha considerado que los centros fibrilares corresponden a
organizadores nucleolares en fase activa o de transcripcién. Asi mismo se le atribuye

funcién de almacén de reservas proteicas para sintesis ribosémica.

El nucléolo puede agrandarse en ceélulas activas y reducirse en células
inactivas debido principalmente a expansion o reduccidn de la zona granular; sin
duda, estos cambios en dimensiones resultan de velocidades diferentes en la
produccion de la subunidad ribosomica respecto a actividades celulares
biosintéticas™!. La proporcion de ARN en el nucléolo es muy variable y depende del

tipo celular y del estado funcional. Se estima como valor medio un 10%, aunqgue en
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algunas células puede alcanzar el 30%. Siempre se encuentra entre un 1 a 3% de
ADN, que corresponde al centro fibrilar y a la heterocromatina asociada al nucléolo;
el componente mayoritario son proteinas, que constituyen practicamente el resto del
nucleolo, se trata de fosfoproteinas acidas y otras proteinas muy diversas, algunas
de las cuales son basicas,; entre |las proteinas del nucléolo se encuentran las RNPsn
(ribonucleoproteinas nucleares pequefias), que intervienen en la maduracion del
ARNr y ayudan'a la construccion del ribosoma, también se han detectado enzimas

necesarias para la sintesis de ARN y su procesamiento™"1%,

Ciclo nucleolar

Igual que ocurre con los cromosomas, el comportamiento de! nucléolo es
diferente segun se consideren células interfasicas o mitdticas; en la interfase no se
observan grandes cambios en el nucléolo; suele aumentar su volumen con tendencia

a la fusién de ellos, fendmeno que ocurre cuando los organizadores nucleolares se

sitban proximos.

Durante la division nuclear los nucléolos experimentan cambios ciclicos;
desaparecen en el momento de la metafase y reaparecen durante la reorganizacion
nuclear en la telofase. Toda sintesis de macromoléculas se detiene, incluyendo la de
ARN, cuando los cromosomas se condensan y los nucléolos desaparecen de las
células en division. Cuéndo empieza la telofase, en la NOR de cada cromosoma se
forman nucléolos pequefios que crecen y se fusionan para formar uno © mas

nucléolos grandes. La sintesis macromolecular se reanuda y continda en toda la
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interfase entre las divisiones del nucleo celular, en las fases G1, S y G2 del ciclo
celular. Por lo que durante la divisidon celular, el nucléolo muestra una serie de
cambios que determinan una conducta; el ciclo mitotico tipico del nucléolo consiste

fundamentalmente en tres procesos:

-Desorganizacion profasica proceso en el cual el nucléolo presenta: disminucion de
tamanio, forma irregular (polilobulada o estrellada), disminucion de la afinidad tintorial
y aparicion de pequenas masas de material nucleolar libres entre los cromosomas

profasicos.

-Transporte metafasico y anafasico: en esta etapa el nucléolo ha perdido su
individualidad, sus constituyentes se han dispersado por el nuclec profasico y

terminan incorporéandose a los cromosomas metafasicos.

-Reorganizacion telofasica: en la primera mitad de la telofase aparecen cuerpos
laminares entre los cordones cromosomicos en vias de descondensacion; al mismo
tiempo, se observan cuerpos mas esféricos, resultado de la aglomeracion y fusidon de
los mas pequefios. Estos cuerpos presentan todas las caracteristicas morfolégicas y
reactivas propias del nucléolo interfasico, denominandose cuerpos prenucleolares;
avanzadé la telofase, los cuerpos prenucleolares se hacen mayores y comienzan a

formar un nucléolo interfasico, por coalescencia y fusion (figura 12)""
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Preparacion para la Replicacion

Preparacién para la mitosis Fases de fa mitosis replicacién de ADN de ADN
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Figura 12. Ciclo nucleolar. Bray A . y cols. Molecular biclogy of the cell.

Organizador nucleolar (Cromatina asociada al nucléolo)

Son estructuras constituidas por ARN ribosdmico y proteinas, formadas como
consecuencia de |la actividad transcripcional de determinados genes, que en conjunto
constituyen el organizador nucleolar. Asi pues, representan el lugar en el que esta
llevandose a cabo la transcripcién y maduracién de los ARNSs ribosémicos™! y
consisten en una region de fibrillas poco densas, mas laxas que las de la cromatina,
esta constriccion posee proteinas semejantes a las del nucléolo; son fibras de
cromatina empaquetadas de forma diferente a Iés del resto del cromosoma. El
organizador nucleolar se encuentra separado del resto de la cromatina por
heterocromatina telomérica'??®. Ellos consisten en puntos de ADN en el nucléolo
que codifican los genes para RNA ribosomal y son importantes en la sintesis de
proteinas‘zg constituido por un elevado numero de genes todos ellos con la misma

128132133 estan tipicamente agregados dentro de 1 0 2 nucléolos

informacion genética
durante la interfase en la célula normal, los numeros de NOR visualizados depende
de a) el numero de NORs presentes en ios cromosomas b) el nivel de actividad

transcripcional de ARN y c) el estadio del ciclo celular'2.
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Las proteinas NORs son consideradas como marcadores de los genes
ribosomales los cuales son activamente transcritos o potencialmente activos, la
transcripcion de los genes ribosomales, es estrictamente dependiente de la
presencia de las proteinas NORs, las principales proteinas son RNA, polimerasa |, C
23 o nucleolina y la proteina B23 o numatrina™?'*_es decir los NORs son puntos de

ADN que codifican los genes para ARNr y sus proteinas asociadas.

Existen diversos métodos para observar los NORs en secciones histologicas
convencionales es decir tejido embebido en parafina™®, dentro de ellas esta la
técnica utilizada por Plotdn en 1986 en la cual empleo una tincidén con sales de plata
coloidal, estabilizando con &acido férmico, mencionando gque podia aplicarse en
cromosomas en interfase a 20°C™*, la importancia de esta técnica es debido al
hecho de gque todos los cuerpos argirofilos que estan presentes en la interfase
nuclear son NORs y su numero es correlacionado positivamente con la actividad de

los genes ribosomales y por lo tanto con la proliferacién celular™2.

Con la tincion de sales de plata se visualiza a los NORs como pequefios
puntos 0 manchas negras en el espacio fisico del nucléolo de una célula dada
(AgNORs) , el conteo promedio esta calculado entre 50 y 100 células, |a cantidad de
depdsitos de plata en el ndcleo es una reaccién citoquimica que refleja la actividad

27 la funcién exacta de estas proteinas es incierta sin

en la sintesis de proteinas
embargo se ha demostrado su correlacién con la proliferacion celular®. En
condiciones normales, las células no neoplasicas expresan cuando mucho 2 puntos

o manchas nucleolares, en contraste con las lesiones malignas en las que se
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encuentra incrementado el niumero de manchas, por io que las células malignas
contienen mas AgNOR comparadas con células benignas, ademas ias lesiones con
alto grado de malignidad con frecuencia contienen mas AgNORs que las

correspondientes al bajo grado™?,

El conteo de AQNORs se ha utilizado para diferenciar entre linfoma de Hodkin
de bajo y alto grado de malignidad, nevos y melanocarcinomas, carcinoma de células
basales, en timomas, meningiomas, mesotelio reactivo y mesotelioma asi como en
hiperplasia prostatica y carcinoma de prostata, quistes odontogénicos vy
ameloblastomas. En muchos se ha relacionado con el patrén histologico, asociacion
con caracteristicas clinicas y valoracion del tiempo de supervivencia, concluyendo
que pueden dar un valor complementario a la clasificacién histolégica en estos
tumores, asi como que cuantifican en mayor cantidad en lesiones poco
diferenciadas, malignas o con pobre prondstico, varios reportes han sugerido que las
variaciones en el numero de AgNORs pueden reflejar el estado de activacion o el
grado de malignidad de las lesiones involucradas. Otros reportes sugieren que el
numero de estos son una reflejo de la proliferaciéon del tumor mas que el grado de
malignidad ‘2812841687 par 15 que el nimero de AgNORs, en un nucleo en
interfase puede reflejar la actividad celular y el grado de transformacion maligna de
ciertos tejidos, asi mismo los AgNORs reflejan el grado de proliferacion vy

diferenciacion celular’**138,

Se ha reportado el valor de la cuantificacion de AgNORs como auxiliar

diagnésticom en la deteccion de alteracicnes celulares tempranas que no pueden
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ser evidenciadas en las preparaciones de rutina. Los métodos para valorarlos
incluyen la cantidad de AgNORs, la determinacién del area, volumen, patrén y
distribucidn (figura 13) asi mismo en lesiones de mucosa bucal se han utilizado
parametros con criterios morfométricos poco convencionales gue proporcionan

informacién en cuanto al tamafio, perfil y distribucién de estos™?.

Molumen mudear -'----W :
{V huc) e e ar———
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Figura 13. Representacion esquematica de los pardmetros evaluados relacionados a los AgNORs'?,

Crossen y Goodwin en 1985 demostraron que las células neoplasicas no solo
tienen rearreglo para los genes NORs sino también amplificacién y en algunas
células malignas los NORs pueden estar amplificados en relacién con el aumento del
tamario de los mismos, se sabe que el tamano de las zonas tefidas para NORs esta
en relacion con su grado de transcripcidn, la importancia de la transcripcion del gen
ARNr por si misma no es muy clara, sin embargo puede ser un indicador importante
del tiempo de replicacién de un tumor dado, es decir el numero de AgNORs refleja el
grado de proliferacién y de transformacién maligna o diferenciacion celular?%2

Cabrini y cols. realizaron un estudio morfométrico de las NORs para analizar la
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distribucion, volumen, numero y forma en diferentes estratos, del epitelio de mucosa
bucal normal, papiloma y en carcinoma _epidermoide; concluyendo que el conteo de
AgNORs puede contribuir al diagnostico y que la evaluacién de uno o varios
parametros relacionados a los NOR pueden proveer de valores para evaluar la
probabilidad de transformacién maligna. Asi mismo mencionan que los parametros
relacionados a los NORs muestran diferencias entre el epitelio de la mucosa bucal y
las diferentes lesiones en estudio cuando existe asociacién con los parametros de

displasia estableciendo el grado de transformacion maligna'?.

En otro estudio realizado por Xie y cols. determinaron el porcentaje y promedio
de AgNORs por nucleo en el epitelio normal, displasia y carcinoma epidermoide,
encontraron que en e! epitelio normal el 70% de los nlcleos muestran solo 1 ¢ 2
AgNORs y en el carcinoma epidermoide mas del 60% presentarcn mas de 4
AgNORs, concluyendo que hubo un incremento en el numero de AgNORs, asociado
con el incremento de la agresividad de un tumor, ya que el promedio del numero de
AgNORs por nucleo es mas alto en tejidos malignos que en normales por lo que la
cantidad de AgNORs puede ser un buen marcador pronostico para pacientes con
carcinoma epidermoide™®, También Warnakulasuraya y cols. cuantificaron los NOR
con tincién de plata en 40 biopsias entre las que se encontraban lesiones benignas,
displasias y carcinoma epidermoide, el promedio del éonteo de AgNORs fue en
queratosis de 4.51 en displasias 5.61 y en carcinomas de 8.37, demostrando una vez
mas que estos aumentan en lesiones malignas. Concluyendo que las lesiones
displasicas con cantidades més altas representan un mayor riesgo de transformacion

. 8
maligna*?®.
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Asi mismo Schwint y cois. cuantificaron los valores de los NORs en 20
carcinomas epidermoides, epitelio adyacente al carcinoma y en mucosa normal
obteniendo un promedio de 6.56 AgNORs en el carcinoma, 4.81 en el epitelio
adyacente al carcinoma y 295 en el epitelio normal, encontrando diferencias
significativas entre el epitelio adyacente al carcinoma y en el carcinoma; estudiaron
los siguientes parametros volumen y forma por area del nucleo, perfil, distribucion y
promedio de AQNORSs por nucleo y por érea. Las caracteristicas de los AQNORs en
el carcinoma epidermoide bucal mostraron que fueron irregulares, mas pequefos y
abundantes. Concluyendo que basados en sus estudios podria considerarse a los
AgNORs un auxiliar cuantitativo discriminativo, para detectar alteraciones celulares
incipientes; estos hallazgos contribuyen al diagndstico temprano y al conocimiento

del crecimiento de células tumorales 138,

Sano y cols. también cuantificaron los NORs por medio de la tincidn con plata,
en 39 casos de carcinoma epidermoide bucal, 19 con pobre pronostico, 20 de buen
prondstico; evaluaron la relacidn entre la cantidad de AgNORs y la clasificacién
histolégica del tumor, la correlacion entre la cantidad y el prondstico. El promedio de
la cantidad de AgNORSs en el grupo de pobre pronéstico fue mas alto que en las de
buen pronostico, aungue la diferencia no fue significativa. La tasa de supervivencia
de casos con > 6.5 fue significativamente mas baja que aquellos con baja cantidad
de AgNORs < 6.5. Concluyendo que un nuamero elevado de NORs es sumamente

sugestivo de un pobre prondstico en carcinoma epidermoide bucal™®.
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De la misma forma Donofrio y cols. determinaron la presencia de AgNORs en
& casos de leucoplasia con displasia leve, 9 con moderada, 9 con severa y 6 con
carcinoma epidermoide, encontrando diferencias en cada grupo de las patologias
con respecto al numero absoluto de NORs por nucieo. Estos datos sugieren que los
valores altos de AQNORs, de displasia bucal moderada y severa, pueden representar

un signo de alarma de un mal prondstico’?.

Piffko y cols. en 1887 evaluaron el promedio del numero de AgNORSs, por
area, el coeficiente de variacién del numero y el coeficiente de variacién por nucleo.
El analisis fue realizado en el frente invasor y parte central del tumor asi como en la
displasia adyacente y mucosa bucal normal, encontrando una disminucion gradual
estadisticamente significativa en el coeficiente de variacion del nimero de AgNORs
del frente invasor del tumor y de ia parte central de los carcinomas, de [a mucosa
displasica y en el epitelio normal. E} aumento observado de estos en el frente invasor
del carcinoma epidermoide parece indicar un subgrupo de células tumorales con
aumento en la actividad biosintética y potencial maligno; las caracteristicas
observadas en los AgNORs‘ pueden ser un parametro reproducible para ia

cuantificacion de estos™!,

Migaldi y cols. realizaron un estudio comparando un marcador de proliferacion
nuclear denominado p120 con los AQNORs como factores prondsticos, utilizaron 10
casos de queratosis epitelial hiperplasica, 10 con displasia epitelial y 15 con
carcinoma epidermoide, encontraron correlaciones altamente significativas en la

expresion de p120 y la cantidad de AQNORs en las diferentes lesiones asi como en
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los diferentes grados histoldgicos de los carcinomas. Sugiriendo un papel como

factor prondstico para estos marcadores ',

El carcinoma epidermoide de cavidad bucal se comporta como una
enfermedad agresiva independientemente de su grado de diferenciacion, se
considera que la presencia de un promedio de 9.5 puntos nucleclares es un
marcador significativo, io que refleja un incremento en la actividad en la sintesis de
proteinas. Los estudios que muestran datos con diferencias significativas han sido en
tumores malignos y benignos y por lo tanto las extensas observaciones de [a
cantidad de AgNORs ha cuestionado el valor de este método en |la determinacion del

comportamiento bioldgico de los tumores'®,

Aungue es de gran ayuda la deteccién de Organizadores Nucleclares como
auxiliar en la técnica histopatolégica no constituye un parametro especifico como
factor prondstico. Sin embargo se ha descrito que los NORs reflejan indirectamente
el grado de diferenciaciéon de las neoplasias permitiendo estabiecer el indice de
proliferacién y el grado de diferenciacion de una célula transformada, por lo gue la
técnica AgNORs es propuesta como un marcador de proliferaciéon celular y un
procedimiento adicional para el pronodstico de evaluacidbn de tumores
humanos™*""3 Asi mismo la técnica es barata y reproducible y no se requiere de

un especialista experto™°.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las caracteristicas propias de la cavidad bucal asi como la exposicion a
agentes quimicos, fisicos y virales la tornan vulnerable para el desarrolio de un sin
numero de patologias, el diagndstico especifico de lesiones premalignas constituye
uno de los mayores problemas de detectar en las poblaciones de alto riesgo y por
ende ia implementacién del diagnostico precoz y de medidas terapéuticas que

permitan la disminucion de estas entidades en la poblacion.

La carcinogénesis bucal es un proceso complejo que puede involucrar una
serie de oncogenes activados por factores fisicos, quimicos y biologicos seguid'o de
la inactivacion de mecanismos genéticos responsables de la supresiéon de
crecimientos anormales. Por lo que diversas metodologias y marcadores se han
empleado en el estudio de lesiones premalignas y malignas; como el empleo de
anticuerpos monaoclonales contra p53 y bcl-2 aunado a una técnica sencilla (AgNOR)
que refleje indirectamente el aumento en la sintesis de proteinas permitiran valorar y
cuantificar los cambios sugestivos de malignidad en una condicion considerada como

premaligna.
Porque si bien unicamente un pequefio porcentaje de lesiones de LP

progresan a carcinoma epidermoide es necesario analizar marcadores de malignidad

que puedan servir para determinar el potencial maligno en el LP.
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JUSTIFICACION

Los cambios morfolégicos tisulares observados bajo microscopia de luz son
considerados como una consecuencia tardia de eventos moleculares claves que han
iniciado cambios patoldgicos. Un mayor conocimiento de los mecanismos de control |
celular y de los procesos biologicos involucrados en la génesis de una condicion
premaligna y una lesién maligna permitird conocer el comportamiento bioldgico y el
significado pronostico de diversas entidades de dificil tratamiento, utilizando
marcadores especificos en los diversos estadios de diferenciacién y manifestacion

clinica.

Si se pudiera determinar la expresién de marcadores de malignidad en
lesiones como el LP se podria detectar que estas iesiones estan involucradas en el
desarrollo de cancer. Por lo que deberan ser monitoreadas ya que ellas pueden

ocultar un carcinoma epidermoide incipiente.

El diagnostico especifico de condiciones y lesiones premalignas de cavidad
bucal en etapas incipientes constituye uno de los mayores problemas para detectar
las poblaciones de alto riesgo, asi como la implementacion del diagnostico precoz y
medidas terapeuticas, que permitan la disminucion de estas entidades en nuestra
poblacion. Las diversas metodologias y la utilizacion de anticuerpos monoclonales
contra p53 y bcl-2 aunados a una técnica sencilla de plata que refleje indirectamente
el aumento en la sintesis de proteinas, nos permitira valorar de manera indirecta los

eventos moleculares en diferentes lesiones de la cavidad bucal.
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HIPOTESIS

La cuantificacion de Regiones de Organizadores Nucleolares es proporcional

a la inmunoexpresidn de p53 y bel-2 en las dos lesiones en estudio.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la relacion de 2 proteinas (bcl-2 y p53) en los mecanismos de
transformacidn maligna con un marcador indirecto de la sintesis de proteinas (NORs)

enLP y carcinoma epidermoide de boca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar las caracteristicas histoldgicas del LP y el grado histoldgico del

carcinoma epidermoide.

Determinar la inmunoexpresion de bcl-2 en los queratinocitos basales del LP.

Determinar la inmunoexpresién de p53 como indicador de malignidad en

epitelio normal, LP y carcinoma epidermoide.

Evaluar ia inmunoexpresion de bcl-2 y p53 como posibles indicadores

pronésticos de transformacion maligna.
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HIPOTESIS

La cuantificacion de Regiones de Organizadores Nucleolares es proporcional

a la inmunoexpresion de p53 y bcl-2 en las dos lesiones en estudio.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la relacion de 2 proteinas (bcl-2 y p53) en los mecanismos de
transformacion maligna con un marcador indirecto de la sintesis de proteinas (NORs)

en LP y carcinoma epidermoide de boca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar las caracteristicas histologicas del LP y el grado histoldgico del

carcinoma epidermoide.

Determinar la inmunoexpresion de bel-2 en fos queratinocitos basales del LP.

Determinar la inmunoexpresion de p53 como indicador de malignidad en

epitelio normal, LP y carcinoma epidermoide.

Evaluar la inmunoexpresion de bcl-2 y p53 como posibles indicadores

pronodsticos de transformacion maligna.
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Cuantificar el numero de AgNORs en epitelio normal, LP y carcinoma

epidermoide como indicadores de transformacién maligna.

Correlacionar el numero de AgNORs con la expresion de p53 y bcl-2 en

epitelio normal, LP y carcinoma epidermoide de boca.

Relacionar los aspectos clinicos con los hallazgos histologicos.

MATERIALES Y METODO

a) Seleccién de los sujetos de estudio

Pacientes de ambos sexos, de cualquier edad con iesiones sugestivas de LP y

carcinoma epidermoide.

b) Tipo y tamaiio de la muestra, datos de la poblacion

Se seleccionaron a 37 pacientes; a los cuales se les diagndstico clinica e
histopatolégicamente LP y carcinoma epidermoide. La seleccion se realizé en
aquellos pacientes que acudieron de Febrero de 19899 a Junio de 2000, al
Departamento de Dermatologia del Hospital General Manuel Gea Gonzalez el criterio

para determinar este periodo de tiempo fue la maximizacidn de tiempo y recursos.
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Cuantificar el nimero de AgNORs en epitelio normal, LP y carcinoma

epidermoide como indicadores de transformacién maligna.

Correlacionar el numero de AgNORs con la expresion de p53 y bcl-2 en

epitelio normal, LP y carcinoma epidermoide de boca.

Relacionar los aspectos clinicos con los hallazgos histoldgicos.

MATERIALES Y METODO

a) Seleccion de los sujetos de estudio

Pacientes de ambos sexos, de cualquier edad con lesiones sugestivas de LP y

carcinoma epidermoide.

b) Tipo y tamaiio de la muestra, datos de la poblacién

Se seleccionaron a 37 pacientes; a los cuales se les diagnéstico clinica e
histopatologicamente LP y carcinoma epidermoide. La seleccién se realizd en
aquellos pacientes que acudieron de Febrero de 1999 a Junio de 2000, al
Departamento de Dermatologia del Hospital General Manuel Gea Gonzélez el criterio

para determinar este periodo de tiempo fue la maximizacién de tiempo y recursos,
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¢) Variables, definicion operacional y escalas de medicién

Variables

Variable Independiente

p53

bel-2

AgNOR

Edad

Sexo

Tabaquismo
Alcoholismo

Tipo de LP

Grado de malignidad
Sitio de localizacién
Tiempo de evolucién
Ganglios linfaticos involucrados
Variable Dependiente

Liguen plano bucal
Carcinoma epidermoide

Definicion operacional y escala de medicién

p53:
Es un regulador negativo del crecimiento y divisidn celular.
(escala de medicion semicuantitativa)
bcl-2:
Proteina inductora de apoptosis.
(escala de medicién ordinal)
AgNOR:
Indicador indirecto de sintesis de proteinas.

(escala de medicion ordinal)
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Edad:
En anos cumplidos.
(escala de medicion razén)
Sexo:
Femenino y Masculino.
{escala de medicion nonil’inal)
Tabaquismo:
intoxicacidn aguda o cronica, debido al abuso del tabaco.
{(escala de medicién nominal}
Alcoholismo:
Abuso de bebidas alcohdlicas. Enfermedad ocasionada por tal abuso.
(escala de medicién nominal)
Tipo de LP:

Tiene una gran variedad de presentaciones, las lesiones varian de modo
considerable y van desde lesiones queratdsicas, de apariencia atrofica, papular,
bulosa, lineal, reticular, anular, tipo placa, hasta otras erosivas, ulcerativas,
combinaciones, hasta lesiones gingivales descamativas.

{escala de medicion nominal)

Grado de malignidad:

El sistema de clasificacién histologica de Jakobsson esta basado en criterios
morfolégicos representativos de ia poblacion de celulas tumorales con criterios
adicionales significativos de la relacion tumor/fhuésped, cada parametro morfolégico

va de 1 a 4 puntos y el registro final de cada caso es definido como la suma total de
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puntos atribuidos a los parametros evaluados, lo que indicara el grado de malignidad,

una alta puntuacion indica un pobre pronéstico.

Bajo grado de malignidad: 6-13 puntos
intermedio: 14-16 puntos
Alto: 17-24 puntos

{escala de medicion ordinal)
Sitio de localizacion:

Area afectada: mucosa bucal, mucosa labial, mucosa masticatoria, mucosa
especializada (bordes laterales o cara dorsal de la lengua), cara ventral de la lengua
y piso de boca.

(escala de medicidn nominal}

Tiempo de evolucién:

Periodo gue ha transcurrido del inicio de la lesién al momento del examen
clinico.
<3 meses
6 meses
1 afo

+1-3 anos
+ 3 anos

U R

(escala de medicion ordinal)
Ganglios iinféticos involucrados:

Aumento de tamafio de los ganglios haciéndolos palpables, duros, indoloros y
fijos al tejido adyacente, la presencia de estos son un signo clinico de mal prondstico.

(escala de medicién nominal)
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Liquen plano:
Enfermedad inflamatoria queratdsica que afecta a la piel y las membranas
mucosas bucales y genitales.
(escala de medicion nominal)
Carcinoma epidermoide:
Tumor maligno de origen epitelial consistente en nidos, columnas o bandas
irregulares de células epiteliales malignas que infiltran el tejido conjuntivo.

(escala de medicion nominal)
d) Método de recoleccidn de datos

Se obtuvo en un formato {(anexo1) la firma del consentimiento del paciente con

el fin realizarte un interrogatorio, examen fisico, bucal y obtencion de la biopsia de |a

lesion. £STA TESIS NO SAILE
DE LA BIBLIOTECA

A los pacientes sospechosos de LP y/o carcinoma epidermoide se les realizd
la misma historia clinica (anexo 2} en busqueda de la posib!e asociacion de las
iesiones en estudio. En la cual se incluyeron datos de: edad, sexo, si se encontraba
bajo tratamiento y por cuanto tiempo habia estado;, examen clinico general
(incluyendo inspeccidn de los ojos y piel), examen bucal (de las mucosas bucales
hasta la orofaringe), incluyendo localizacion, duracién, nimero y forma de las
lesiones, dando dos diagndstico presuntivos (anexo 3). Para la entrevista y el
examen clinico el paciente se situaba en una silla con luz natural, el operador se

ubicaba a un lado del paciente, utilizando vision directa o indirecta dependiendo de |a
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Zona a examinar, ayudandose del espejo bucal No. 5 para desplazar |la rhucosa

vestibular permitiendo de esta manera observar la zona directamente.

E! diagnostico clinico se realizd previa estandarizacion de criterios entre las
examinadoras de acuerdo a la definicion operacional de las lesiones. A [os pacientes
con diagnostico clinico de LP o carcinoma epidermoide de boca se les tomd biopsia
para corroborar el diagnéstico, los casos de carcinoma epidermoide fueron
canalizados al Instituto Nacional de Cancerologia. Los diagnosticos de LP tuvieron
seguimiento en busqueda de cambios clinicos como eritroplasia, ulceracion,
induracién, elevacion de las lesiones y el sitio afectado, asi como la respuesta del
paciente al tratamiento administrado por la dermatdloga. En caso de observar

cualguier cambio o presencia de nuevas lesiones se tomo biopsia.

Con los datos obtenidos se cred una base de datos, (anexo 4) donde se

capturd la informacién y se analizé.
Técnica para obtener la biopsia de la lesién

Los sitios fueron cuidadosamente seleccionados, la biopsia fue tomada bajo
anestesia local sin herir o comprimir la zona de la lesién, se tomo una adecuada
cantidad de tejido representativo con una biopsia incisional o excisional ya sea
utilizando un mango de bisturi No. 3 y una hoja 15 o un sacabocados del No. 4 0 5
esto con el fin de facilitar la obtencién de la biopsia: a) La biopsia en la mucosa

masticatoria fue tomada de aproximadamente 1 c¢m, usando 2 incisiones verticales
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paralelas con aproximadamente 3 mm de separacion y una incisién horizontal, apical
a 1 mm del margen gingival. El epitelio del surco se excluyd, ya que este tejido
podria dar, faisos-positivos. Dado que la region intercelular del tejido podria ser
tedida alterando los resultados debido al fluido crevicular que contiene

inmunoglobulinas y complemento.

b) Con el sacabocados el didmetro de [a biopsia fue de 3 a 5 mm, de este
modo el examen podria ser correctamente evaluado. Ambas biopsias se tomaron del
borde de una lesion, de preferencia de una lesion reciente, incluyendo tejido
adyacente clinicamente sano. Una vez que se tomo el tejido si fue necesario la zona
de la herida se cubrid con apdsite quirdrgico el cual se retiré a los 8 dias. La biopsia
fue angosta y profunda, si fue muy pequeia menor de 2 mm, si el tejido estaba
necrosado se desecho del estudio ya que no daria la informacién microscopica

adecuada.

El tejido ya sea de LP o carcinoma epidermoide se colocd inmediatamente en
formalina al 10%, por lo menos 24 hrs. Posteriormente se realizd la técnica de rutina,
se obtuvieron 6 laminillas por caso de 5 micras de grosor. De las cuales se preparon
2 previamente con silano. Se utilizé una laminilla para tefiirla con la técnica
convencional con Hematoxilina y Eosina para su diagnastico histolégico y corroborar
el diagndstico clinico. Las lesiones que no fueron diagnosticadas

histopatologicamente como LP o carcinoma epidermoide se eliminaron del estudio.
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Se procedid a observar al microscopio los casos de LP y en los casos de
carcinoma epidermoide se procedid a su clasificacion de acuerdo a los criterios de

Jakobsson previa estandarizacion de criterios con la patéloga bucal (anexo 5).

Técnica inmunochistoquimica

Para esta técnica se utilizaron 2 laminillas por caso, previamente tratadas

antes de los cortes histolégicos con poli-L-lisina (silano).

La inmunotincion se realizd usando 2 anticuerpos primarios monoclonales: p53
protein (DO-7) Monoclonal (NCI-953-DO/) clona DO7 y bel-2 Monoclonal (NCL-bcl-2)

clona bcl/100D5.

Para ambos anticuerpos la técnica consistio en:

Colocar las laminillas a la estufa a 60°C durante 30 minutos después se
desparafinaron en xilol y alcoholes a diferentes concentraciones para hidratar y se

lavaba con agua destilada desionizada.

Posteriormente se colocaron en Buffer de citrato de sodio 0.1 M pH 6, en
vasos coplin especiales para horno de microondas, colocandolas sobre una charola
con agua destilada, para utilizarla como bafio maria, posteriormente se llevaron al

horno de microondas durante 10 min a alto poder para recuperacidon antigénica. Se
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enfriaron a temperatura ambiente y se procedid a colocarlas en los Coverplates
Shandon, utilizando Phosphate Buffered Saline (PBS) y se colocaron en el rack para

tincion para los siguientes pasos:

Se lavaron con PBS por 5 min se procedid al bloqueo con peroxidasa
enddgena con peréxido de hidrégeno al 3 % durante 5 min a temperatura ambiente y
nuevamente se lavaban con PBS durante 5 min. Se blogueaban sitios inespecificos
con suero normal durante 20 min a temperatura ambiente. E| cual se preparaba
usando 10 ml de PBS x 3 gotas de suero normal de caballo concentrado, son

agitadas y se colocan de 1 a 2 gotas a cada coverplate.

Una vez decantado el suero, se colocaron 2 gotas en cada coverplate del
anticuerpo primario (p53/bcl-2) incubandose durante 40 min a temperatura ambiente.
Al término de la incubacidén se lavo el exceso de anticuerpo con PBS y se
adicionaron 2-3 gotas del anticuerpo secundario BC (Elite, PK-6102 Mouse IgG)

durante 20 min a temperatura ambiente, Posteriormente se lavaron con PBS.

Se preparé el cromogeno (Peroxidase sustrate Kit DBA. SK4100) con 5 mi de
agua destilada, 2 gotas de buffer y 4 gotas de aminobencidine, mezclandose
lentamente, ya mezclado,; se agregaron 2 gotas de perdxido y se adicionaron 2 gotas
del cromogeno a cada coverplate, dejdndolo durante 5 min. Para observarlos al
microscopio, se realizd la contratincion con Hematoxilina de Meyer, se filtro la
hematoxilina y se lava las laminillas posteriormente se deshidrataron en alcohol, xilo!

y se montaron (anexo 6).
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Los especimenes se evaluaron para la inmunoexpresion de p53 y bel-2 con un
microscopio de campo claro; se revisaron microscodpicamente en aumento de 10x y

40x para evaluar la expresidén de acuerdo a una escala ordinal donde o = nula, + =

leve, ++ = moderada y +++ = intensa.

La cuantificacion de las células se realizd previa estandarizacion de 2
examinadores, entre las que no existia diferencia significativa (p<0.05) entre sus
cuantificaciones, utilizando el objetivo de 100x y aceite de inmersion, se revisaron 5
campos con un area de 31416 micras por campo con un aumento de 1250x; se
cuantifico el total de las células por campo, tanto las células que presentaban
expresion asi como las negativas, para posteriormente obtener por medio de una
regla de tres el porcentaje de células expresadas por caso; utilizando los cri'terios de
Nakagawa, donde la expresion (3) intensa es cuando hay un 50% de células
expresadas, {2) moderada entre 25 y 50%, (1) leve entre el 5 y 25% y (0) negativa
cuando ta expresién era de menor del 5% para esta cuantificacion se realizé una

cédula (anexo 7).
Técnica histoquimica para AGNOR

La técnica para tincidén con sales de plata para Regiones de Organizadores
Nucleolares fue de acuerdo a la descrita por Plotdn en 1988, con la siguiente

formula: Gelatina al 2% en acido férmico acuoso al 1% posteriormente se mezclaron

una parte de la solucion con 2 partes de Nitrato de plata al 50%, para esta técnica se
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utilizé una laminilla por caso, se desparafinaron e hidrataron los tejidos en agua

destilada, xiloles y alcohol.

Se colocaron los tejidos en vasos de Coplin y se hidrataron durante 1 min
mientras se preparo la solucién de trabajo que consistié en mezclar |la gelatina al 2%
con acido férmico acuoso 1%, ya preparada; posteriormente se mezclaron una parte
de la solucion con 2 partes de Nitrato de plata acuoso al 50% esta se prepard justo

antes de tefir los tejidos debido a que la Plata tiende a precipitarse.

La tincidn de los tejidos se realizé sumergiendo las laminillas en vasos de
Coplin con la Solucion de trabajo durante 35 min en cuarto oscuro a una temperatura
de 20 a 25°C. Una vez transcurrido el tiempo se lavaron las laminillas con agua
bidestilada y se deshidrataron en alcoholes y xiloles (anexo 8).

Una vez realizada la técnica se montaron las laminillas para su observacion al

microscopic de campo claro.

La observacion y cuantificacion de las manchas nucleolares fue realizada por
2 examinadores no existiendo diferencia significativa (p<0.05) entre sus
cuantificaciones, se utilizo un objetivo de 100x y aceite de inmers_ién, estableciendo
la observacion de 25 campos con un drea de 230 micras® cada uno, con un aumento
de 4000x (cctv con un monitor de 20") obteniendo los siguientes datos por caso:
namero de células por campo, numero de AGNORs, promedio de AgNORs asi como

el numero de nucléolos.
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Para esta cuantificaciéon se considero lo siguiente (figura 14) se realizé una

cédula para la recoleccion en la cual se registraban los datos obtenidos {anexo 9).

Figura 14. Forma de conteo de los AgNORs: A) El nimero de puntos negros fue registrado, B) Donde los
puntos no estuvieron separados por un halo de nucleoplasma, los puntos unidos fueron registrados como uno, C)

Cuando los puntos estaban unidos pero separados por un halo de nucleoplama los puntos fueron r

1§gg|strados por

separado, D) El contenido nuclear separado con puntos discernibles fueron registrados como uno’”.

e) Materiales y equipo a emplear
Recursos humanos

Tutor {(Patdloga Bucal)
Dermatéloga
Investigador

Material

Formatos de autorizacion
Historias clinicas generales
Historias clinicas de patologia bucal
Lapices

Silla para la exploracion
Cama de exploracién
Autoclave

Pares de guantes
Cubrebocas

Pijamas quirtrgicas

Gasas

Hojas de bisturi No. 15
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Sutura seda negra 000

Anestesia (Xilocaina con epinefrina, y sin epinefrina citanest)
Agujas para anestesiar {cortas, iargas)

Jeringa para anestesiar tipo carpulle

Sondas Michigan con Graduaciones Williams

Mango de Bisturi Bard Parked No. 3

Espejos bucaies del No. 5

Bisturi de Kirkland

Tijeras para encia

Portagujas

Equipo para tincion con Hematoxilina y Eosina

Frascos con formalina amortiguada al 10%
Balanza Analitica

Microtomo

Histokinette

Matraces

Vasos de Coplin de vidrio
Vasos de Coplin de plastico
Micropipetas (10,100 200 ml)
Puntas de pipetas
Portaobjetos

Cubreobjetos

Parafina para histologia

Xilol

Alcohol

Resina sintética

Microscaopio de campo claro

Reactivos para la técnicade Hy E
Hematoxilina de Gill

Eosina

Solucion de Scott

Reactivos para la técnica de AGQNOR {(anexo 8)

Nitrato de Plata
Gelatina Bacteriolégica
Acido Formico

Equipo para Inmunohistoquimica
Potenciémetro Beckman

Horno de microondas 500-1000w
Camara humeda Shandon
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Estufa de temperatura ambiente 100°C
Rack para tincién de 10 laminillas Shandon
Coverpiates Shandon Cat No 7211013

Reactivos para Inmunohistoquimica (anexo 9)

Pol-1-lisina Sigma (100ml)

Tri-sodio citrato 2-hidrato para analisis Merck
Perdxido de Hidrégeno al 30%

K2HPO4

KHPO4

NaCL

Hematoxilina de Harris

Pap-pon (marcador hidrofébico) DAKO
Hidroxido de amonio

Medio de montaje Entellan

Anticuerpos (anexo 9}

p53 protein (DO-7) Monoclonal (NCL-953-D0O7) cloneDO-7
Proteina monoplano, mouse IgG 2b DO7 Biogenex

bel-2 Monacional (NCL-bcl-2)clone bel/100D5

ABC (Elite,PK-6102 Mouse IgG VECTOR

Cromdgeno Peroxidase substrate Kit DAB.SK4100 VECTOR

SS Multilink LG Volume Kit (500 slide)
DAB Substrate pack Biogenex (2000 slides)

f) Métodos de registro y procesamiento
La informacion obtenida a partir de |a historia clinica, examen general, examen
buca!, hallazgos de laboratorio y Ia metodologia empleada fue capturada previa

elaboracion de una base de datos creada con el programa Statistical Package for

Social Sciences (SPSS V.10) para su analisis.

Para la inmunoexpresion de p53 y bcl-2 se utilizé una escala semicuantitativa

donde o = nula, + = leve, ++ = moderada y +++ = intensa. La cuantificacion de las
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células se realizo utilizando criterios; donde la expresion 3 "intensa’ es cuando habia
un 50% de células expresadas; 2 “moderada” entre 25 y 50%; 1 “leve” entre el S y

25% y 0 “negativa’ cuando la expresidon era de menor del 5%.

La observacion y cuantificacion de las manchas nucleolares se realizo
obteniendo los siguientes datos por caso: numero de células, nimero de AgNORs,

promedio de AgNORs y numero de nucléolos por campo.

g) Consideraciones metodolégicas

Se elimind el tejido que no presentd lesidn histoldgica, el que no se manejo
adecuadamente, asi como aquellos casos en que al examen clinico aparentaron ser
LP o carcinoma epidermoide pero a la observacion microscépica no cumplid con el

patron histolégico de las lesiones en estudio.
h) Analisis estadistico de los datos

Ei numero de pacientes que acudieron al Departamento de Dermatologia del
Hospital General Manuel Gea Gonzalez, fue de 5921 de los cuales 1875 fueron de

primera vez y los restantes 4046 subsecuentes; de ellos un 0.47% presentd LP o

carcinoma epidermoide.

Con los resultados obtenidos se realizaron tablas y gréficas de las variables

asi como porcentajes, promedio y desviacion estandar, se realizd cruce de las
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variables: edad, sexo, tabaquismo, alcoholismo, sitio de localizacion, grado de
malignidad, ganglios linfaticos involucrados en liguen plano y carcinoma epidermoide
con la expresion de p53, bel-2 y numero de AgNORs, ademas se realizaron pruebas
de X2, t'Student, analisis de varianza y correlacién con el paguete estadistico SPSS

V. 10.



RESULTADOS

De los resultados obtenidos encontramos que la mayor frecuencia de
pacientes a los que se les tomo biopsia fue de LP con 21 pacientes, 16 con
carcinoma epidermoide y 5 con tejido sano, uno de estos pacientes con LP presentd

recidiva a los 8 meses.
Inmunoexpresion a p53

La mayor frecuencia de la reaccion inmunohistoquimica nuclear de p53 en los
casos de LP observada microscopicamente fue la expresion leve (+) con 10 casos
(47.6%) y la menor en la intensa (+++) con 2 (9.5%), 6 (28.6%) no mostraron
expresion y con respecto a el carcinoma epidermoide, la mayor frecuencia fue en la
expresion intensa (+++) con 7 (43.8%) y la menor fue en la expresion leve (+) con 4
(25%), 5 (31.2%) no mostraron expresién (grafica 1 y 2 ), el caso de recidiva
presenté una expresion moderada (++). Los 5 casos de tejido de mucosa normal no
mostraron expresién a p53 figura 15 (B). En la figura 16 y 17 (B) se observa la

expresion de p53 en LP y carcinoma epidermoide respectivamente.
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Grafica 1. Expresion de p53 en liquen plano

Onula

Oleve +
Omoderada ++
Ointensa +++

Grafica 2. Expresién de'p53 en carcinoma epidermoide

Onula

Oleve +
Omoderada ++
Ointensa +++

43.8%

En las tablas 1 y 2 se puede observar la inmunoexpresion de p53 en las
lesiones en estudio cuyo numero mayor fue de 101 y 317 respectivamente con un
porcentaje de 56.74% y 87.81% y el menor fue de 17 y 23 con un porcentaje de
7.87% y 10.95% respectivamente. Se encontraron diferencias significativas entre el

promedio de expresion de los casos de LP 852 + 278 y los de carcinoma
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epidermoide 29.30 + 13.75 t=2.063 p<0.001 (gréfica 3). El caso de recidiva de LP
presentod 65 células positivas que correspondieron a 40% de la inmunoexpresion, con

un promedio de 13 + 3.46 células.

Tabla 1. Cuantificacion de las células positivas a p53 en liquen plano

Células Porcentaje de
CASO positivas por células Promedio Error estandar
caso positivas
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 9 9.27 1.80 0.37
4 43 46.23 8.60 3.78
5 30 2173 6.0 0.71
6 0 0 0 0
7 25 16.33 5.0 2.66
8 17 7.87 3.40 1.12
9 24 13.95 4.80 0.92
10 53 12.99 10.60 1.75
11 68 18.73 13.60 1.91
12 0 0 0 0
13 0 0 0 0
14 71 5419 14.20 1.28
15 21 25.60 4.20 0.73
16 101 56.74 20.20 2.18
17 0 0 0 0
18 76 38.57 15.20 2.84
19 33 10.21 6.60 1.83
20 40 16.73 8.0 1.10
21 28 24.77 5.60 0.68
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Tabla 2. Cuantificacién de las células positivas a p53 en carcinoma epidermoide

Células Porcentaje de
CASO positivas por células Promedio Error estandar
caso positivas

1 0 0 0 0

2 0 0 0 0

3 218 76.22 43.60 4.34
4 317 87.81 63.40 4.15
5 221 80.07 44.20 3.83
6 130 76.02 26.00 1.79
7 153 56.76 30.60 6.61
8 29 8.05 5.80 0.37
9 33 20.88 6.60 1.29
10 38 8.46 7.60 2.04
11 160 68.66 32.00 3.58
12 0 0 0 0
13 0 0 0 0
14 23 10.95 4.60 0.68
15 0 0 0 0
16 290 76.31 58.00 5.89

Grafica 3. Expresion de p53 en las lesiones en estudio
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Inmunoexpresion a bcl-2

Las 2 lesiones en estudio no tuvieron inmunoexpresion a bel-2 figura 17 y 18
(C), no asi dos de los 5 especimenes de tejido sano en las que se observaron células
positivas a bcl-2, figura 15 (C), la expresion mayor fue de 50 células (11.06%) y la
menor de 21 con (11.35%). En los dos casos de tejido normal en los que existid

expresion esta fue leve.

Tincion con Plata

En la revisidn microscépica de los especimenes tratados con plata se
cuantificaron el numero de células, los AQNORs asi como el promedio de estos; en
ios casos de LP figura 17 (D), el numero mayor de células contadas fue 262, el
numero mayor de AGNORs fue de 1535 y el promedic mayor de AGQNORs fue de 7.4
+ 0.92 (tabla 3). El caso de recidiva mostro un total de 1198 AgNORs con un

promedio de 7.9 + 0.82.
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Tabla 3. Cuantificacién de AgQNORs en liquen plano

Caso Total de células Total de @NORS Promedio de AgNORs Error estindar

1 170 816 4.8 0.64
2 188 1125 5.9 0.73
3 151 732 4.7 0.35
4 213 615 2.8 0.69
5 167 1249 7.4 0.92
6 232 935 4.0 0.32
7 158 874 55 0.56
8 205 1016 4.9 0.68
9 239 1308 2.4 0.64
10 230 388 1.6 0.56
11 248 854 3.8 0.34
12 173 764 4.4 0.29
13 145 742 5.1 0.64
14 169 1109 6.6 0.49
15 222 1253 56 0.58
16 140 - 954 6.8 0.52
17 144 769 2.3 0.65
18 223 793 3.5 0.63
19 262 1535 5.8 0.74
20 191 790 4.1 0.58
21 163 1026 6.2 0.46
Total 4033 19747 4.9 0.62

De acuerdo a la cantidad de puntos nucleolares contados en el LP, 11 casos
(52.4%) presentaron de 6 a 8 AQNORs, 9 casos (42.9%) de 3 a 5 AgNORs y un caso
(4.8%) de 0 a 2 (gréfica 4). El 66.7% de los casos con LP presentaron puntos

gruesos. El caso de recidiva de LP presentd células unicamente con 6 8 AQNORSs.
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Grafica 4. Porcentaje de AgNORs en liquen plano

O0a2 AgNORs
O3a5 AgNORs
O6a8 AgNORs
O9a 11 AgNORs

Con respecto a la cuantificacion de puntos nucleolares en los carcinomas
epidermoides figura 17 (D), el nimero mayor de células cuantificadas fue de 233, con
1613 AgNORs y un promedio de 6.9 + 0.69 por célula. El promedio mas alto fue de
8.4 (tabla 4). En base a la cantidad de puntos nucleolares 15 casos (93.8%)
presentaron de 6 a 8 AQNORs, un caso (6.3%) tuvieron de 9 a 11 puntos nucleolares
(grafica 5). Del total de los casos con carcinoma epidermoide 15 casos (93.8%)

presentaron puntos finos y Unicamente un caso (6.3%) presentd puntos gruesos.
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Tabla 4. Cuantificacion de AgNORs en carcinoma epidermoide

Caso Total de células _Total de AQNORs Promedio de AGQNORs _ Error estandar

1 161 946 58 0.56
2 233 1613 6.9 0.69
3 227 1492 6.5 0.54
4 204 1356 5.6 0.35
5 147 839 57 0.59
6 145 979 6.7 0.52
7 148 1183 7.9 0.42
8 181 1002 55 0.31
9 149 906 6.0 0.49
10 217 1201 56 0.46
11 185 1360 7.3 0.34
12 186 1149 6.2 0.48
13 166 999 6.1 0.47
14 167 1410 8.4 0.92
15 162 847 5.2 0.32
16 147 966 6.5 0.54
Total 2825 18248 6.4 0.46

Grafica 5. Porcentaje de AQNORSs en carcinoma epidermoide
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La cuantificacién de las células y nimero de AgNORs en los casos de tejido
normal figura 15 (D) se obtuvo que el nimero mayor de células fue de 253 con un
total de 1181 AgNORs y un promedio de 4.6 + 0.85 (tabla 5). En estos solamente se

encontraron células que presentaban de 3 a5 AgNORs.

Tabla 5. Cuantificacion de AgNORSs en el tejido normal

Caso Total de células Total de AQNORs Promedio de AQNORs Error estandar

1 245 916 3.7 0.81
2 192 705 3.6 0.78
3 208 696 3.3 0.79
4 253 1181 4.6 0.85
5 219 600 2.7 0.45
Total 1117 4098 3.5 0.83

Se encontraron diferencias significativas aplicando la prueba de ANOVA
(p<0.001). Cuando se aplico la prueba SLD se encontraron diferencias entre el
promedio de AQNORs en LP 4.9 + 0.6 y carcinoma epidermoide 6.4 + 0.4 y tejido

sano 3.5 + 0.8 y carcinoma epidermoide (p<0.001), grafica 6.

Grafica 6. Promedio de AgNORSs en las lesiones en estudio
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Figura 15. Tejido sano: A) Tenido con Hy E, B) p53 C) bcl-2 y D) AgNORs a 100x




Figura 17. Carcinoma epidermoide A) Tefido con H y E, B) p53 C) bcl-2 y D)
AgNQORs 100x '
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Factores asociados al desarrollo de LP y carcinoma epidermoide, con la
inmunoexpresién de p53 y cuantificacion de AQNORs

Edad, sexo, p53 y AgNORs,

Los pacientes con LP presentaron un promedio de edad de 56 + 12.3 afios
con un rango de 22 a 74 afos, y los de carcinoma epidermoide, un promedio de edad
66.8 + 14.4 afios con un rango de 33 a 93 afos. En cuanto a la distribucién.por sexo
en los pacientes con LP se encontrd que el predominio fue por el sexo femenino con
un 76.2%, no asi en el carcinoma epidermoide que tuvo un predominio por el sexo

masculino en un 75%.

No se encontro una relacién significativa al aplicar la correlacion de Pearson
(p>0.05) entre la expresion de p53 y la cuantificacidn de AGNORs con Ia edad de los
pacientes. Asi mismo no se encontraron diferencias estadisticas significativas en la
expresidn de p53 y AQNORs en relacién con el sexo al aplicar X2 (p>0.05) por lo que

no existe una asociacion entre la edad y el género de los sujetos del estudio y la

inmunoexpresion a p53 y los AGNORs.
Tabaquismo, alcoholismo, p53 y AQNORs
El 28.6% de los pacientes con LP presentaron el habito de tabagquismo y el

14.3% alcoholismo, no asi los de carcinoma epidermoide en donde el 62.5%

presentaron tabaquismo positivo y el 43.8% alcoholismo.
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No se presentaron diferencias significativas entre la expresion de p53 y la
cuantificacion de AQNORs con el habito de tabaquismo y alcoholismo, X? (p>0.05)
por lo tanto la inmunoexpresion a p53 y la cuantificacion de AgNORSs en las lesiones

son independientes de estos.

Tipos clinicos de LP, p53 y AgNORs

Con respecto a los tipos clinicos de LP el que se presentd con mayor
frecuencia fue el erosive con un 47.6% (tabla 6), el 28.6% de los pacientes en el
momento del diagnodstico estaban asintomaticos. En cuanto al color 12 (57.1%)

presentaban color combinado (rojo-blanco) 5 (23.8%) rojo y 4 (19%) blanco.

Tabla 6. Tipo de liquen plano que presentaron los pacientes al examen clinico

Tipo de liquen plano Frecuencia Porcentaje
Atréfico
Reticular 4 19.0
Placas
Erosivo 10 47.6
Buloso
Combinado (placa-erosivo) 7 33.3
Total 21 100

Los dos casos de LP que presentaron expresion intensa (+++) fueron del tipo
erosivo, sin embargo no se encontré diferencia significativa entre los diferentes tipos
de LP con la expresion de p53 X? (p>0.05) (tabla 7 y 8) y en la cuantificacion de
AgNORSs (tabla 9). Por lo que podemos decir que la expresion de p53 y la cantidad
de AgNORs se presentan independientemente del tipo de LP. En cuanto al color de

las lesiones y la expresion de p53 las lesiones con inmunoexpresion intensa (+++)
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presentaron color rojo sin embargo no se encontré diferencia entre la
inmunoexpresién a p53 y el color de las lesiones, 8 casos con color combinado (rojo-
blanco) presentaron de 6-8 AQNORs y 4 de 3-5 AgNQRs y en las de color rojo 3
casos presentaron de 3-5 AGNORs y al aplicar la X?=9.72 (p<0.05) se encontré que
existia diferencia significativa. Por lo tanto podemos decir que con respecto a la

cuantificacion de AgNORs estos incrementan en las lesiones con color combinado.

Tabla 7. Expresion de p53 y tipo clinico de liquen plano

Expresion de p53

Tipo de liquen plano Nula + ++ +++ Total
Atréfico
Reticular 1 3 4
Placas
Erosivo 3 3 2 2 10
Buloso
Combinado(placa-erosivo) 2 4 1 7
Total 6 10 3 2 21

El promedio de células positivas a p53 en los diferentes tipos de LP se
muestran en la grafica 7, el LP erosivo tuvo un promedic 7.62 + 1.90, el combinado
548 + 267, el reticular de 3.3 + 1.94 células positivas, no hubo diferencias
significativas al andlisis de varianza en las células positivas en los diferentes tipos de

LP (p>0.05).
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Grafica 7. Expresién de p53 en los diferentes tipos de liquen plano

10
2 8 1 I
3 ™
h-)
o8 .[
38 47 - l
1PN
[+
0 r 1
Reticular Erosivo Combinado
Tipo de liquen plano

Cuantificacion de AgNORs y tipo de LP

El promedio de AgNORs de acuerdo al tipo de'LP, fue el siguiente en el
combinado 5.41 + 1.15, erosivo 4.78 + 1.2, reticular 462 + 0.54, al analisis de
varianza (p>0.05) no se encontrd diferencia significativa entre los diferentes tipos de

LP y el promedio de AgNORSs (grafica 8).

Grafica 8. Promedio de AgNORSs en los diferentes tipos de liguen plano
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Grado de malignidad de carcinoma epidermoide, p53 y AQNORs

Con respecto a la clasificacidn histologica de los carcinomas encontramos que
el 62.5% fue de bajo grado de malignidad, el 31.3% intermedio y inicamente un caso

(6.3%) presento un alto grado de malignidad.

La expresion que existio de p53 en relacion al grado de malignidad de los
carcinomas se observa en la (tabla 8). El tipo de expresion que predomino fue la leve
(+), en el de bajo grado de malignidad, el Unico caso que se encontrd con alto grado
de malignidad presentd una expresion intensa (+++). El grado de malignidad que

presentd mayor frecuencia de expresion intensa (+++) fue intermedio.

Al realizar el coeficiente de correlacién de Pearson entre la expresion de pS3 y
el grado de malignidad de acuerdo a los criterios de Jakobsson se encontré que ei
valor de |a correlacion fue r=0.5370 con una significancia de p=0.033 lo que indica
una relacion positiva estadisticamente significativa entre el grado de malignidad y la

expresidn de las células a p53.

Tabla 8. Expresion de p53 en carcinoma epidermoide y grado de malignidad

Expresion de p53

Grado de nula + ++ +++ Total
maliggidad
Bajo 3 4 3 10
Intermedio 2 3 5
Alto 1 1
Total 5 4 0 7 16

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de |la expresién de p53 en los

casos de carcinoma epidermoide de acuerdo al grado de malignidad se presentan en
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la (tabla 9 y grafica 9). En los casos de bajo grado de diferenciacién el total de!
numero de células positivas fue de 814 con un promedio de 16.28 + 3.93 con un
rango minimo de 0 y un maximo de 317 en el de alto grado el total de células fue de
160 con un promedio de 32 células por caso, no habiendo diferencias significativas
p>0.05 entre ellos.

Tabla 9. Cuantificacién de las células positivas a p53 de acuerdo al grado de
malignidad en los carcinomas epidermoides

Grado de malignidad  Células positivas Promedio Error estandar
(caso) por caso
Bajo
2 0 0 0
4 317 63.40 4.15
5 221 44.20 3.83
7 153 30.60 6.61
8 29 5.80 0.37
g 33 6.60 1.29
10 38 7.60 2.04
12 0 0 0
13 0 v 0
14 23 4.60 0.68
Total 814 16.28 3.93
Intermedio
1 0 0 0
3 218 43.60 4.34
6 130 26 1.79
15 o 0 0
16 290 58 5.89
Total 638 25.52 7.20
Alto
11 160 32 8.0
Total 160 32
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Grafica 9. Promedio de células positivas a p53 en los casos de carcinoma

epidermoide de acuerdo al grado de malignidad
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Cuantificacion de AQNORs de acuerdo al grado de malignidad

El promedio del nimero AgNORs mas alto fue de 8.4 + 0.92que correspondio
a un carcinoma de bajo grado de malignidad, el grado alto de malignidad
correspondié a un promedio de 7.3 + 0.34 (tabla 10 y grafica 10). No se encontrd

correlacion significativa Pearson (p>0.05) entre el promedio de AQNORs y el grado

de malignidad.

Tampoco se presentaron diferencias significativas t-Student (p>0.05) entre el
promedio de AgNORs de los carcinomas de bajo grado de malignidad 6.4 + 0.85 y

los de intermedio 6.1 + 0.63.
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Tabla 10. Cuantificacién de AgNORs de acuerdo a los criterios de Jakobsson

Caso Promedio de AgNORs Grado de malignidad
2 6.9 bajo
4 6.6 bajo
5 57 bajo
7 7.9 bajo
8 55 bajo
9 6.0 bajo
10 56 bajo
12 6.2 bajo
13 6.1 bajo
14 8.4 bajo
Total 6.4 +0.85
1 5.8 intermedio
3 6.5 Intermedio
6 6.7 intermedio
15 5.2 intermedio
16 6.5 intermedio
Total 6.1 +0.63
11 7.3 alto

Grafica 10. Promedio de AgNORs en los casos de carcinoma epidermoide de

acuerdo al grado de malignidad
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Localizacién de las lesiones, p53 y AQNORs

En los casos de LP 14 pacientes (66.7%) presentaron lesiones solamente en
boca, 5 casos (23.8%) presentaron lesiones en boca y en piel y Unicamente 2 casos
(9.5%) presentd lesiones en boca y genitales. Estas lesiones se encontraron en
mucosa bucal en 6 casos (28.6%), en mucosa masticatoria y mucosa bucal en 9
casos (42.9%), 2 casos (8.5%) presentaron lesiones en los tres tipos de mucosay 4
(19.0%) presentaban lesiones en mucosa especializada y mucosa de revestimiento.
La biopsia fue tomada en mucosa bucal en 11 casos (52.4%), 8 (38.1%) en mucosa

labial, un caso fue tomado de la cara dorsal de |la lengua y otro de paladar duro.

Los carcinomas se presentaron 8 casos (50%) en mucosa labial, 4 (25%) en
bordes laterales de la lengua, 2 (12.5%) en mucosa bucal, uno (6.3%) en mucosa
masticatoria, asi como un caso (6.3%) de carcinoma invasor que abarcaba la

mucosa masticatoria y la mucosa bucal.

Con respecto a la expresion de p53 y la cuantificacion de AGQNORSs de acuerdo
asi el LP se encontraba asociado a piel, genitales o unicamente se presentaba en
boca, asi como en los diferentes sitios donde se tomo |a biopsia o al sitio donde se
presentaban las lesiones no se encontrd diferencia estadisticamente significativa X?
(p>0.05). El LP que presentd color combinado (rojo-blanco) presenté mayor cantidad
de AgNORSs, que los que presentaban unicamente color rojo o color blanco, esta

diferencia fue estadisticamente signficativa X*=9.72 (p<0.05).
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En los casos de carcinoma epidermoide el sitio de localizacion que presento
una mayor frecuencia de inmunoexpresion intensa (+++) a p53 fue la de mucosa
labial, asi mismo la mayor cantidad de AGNORs se presentd en mucosa labial, sin
embargo no se encontrd diferencia significativa X? (p>0.05) ni a la expresion de p53,

a la cuantificacion de AgNORs en los diferentes sitios de localizacion de ia lesion.

Deteccién de p53 y AQNORs de las lesiones en estudio de acuerdo al tiempo de

evolucion de las lesiones

En 6 casos (28.6%) de LP el tiempo de evolucidén fue menor a 3 meses, en 8
(38%) fue de 6 meses a un ano, y solamente 2 casos (9.5%) presentaron un tiempo

de evolucion mayor a 3 afios.

Con respecto al carcinoma epidermoide 6 casos (37.5%) tuvieron un tiempo
de evolucion menor a 3 meses, asi mismo 6 casos (37.5%) 6 meses de evolucion y 4

casos (25%) de uno a tres anos.

Las lesiones que presentaron una expresion intensa (+++) tenian un tiempo de
evoluciéon que iba de uno a tres anos, sin embargo no se encontro diferencia
significativa entre la expresion a p53 la cuantificacién de AgNORs y el tiempo de
evolucion del LP X? (p>0.05), tampoco el tiempo del carcinoma epidermoide se
relaciono a una mayor expresion de p53 y evolucién y cantidad de AgNORs, por o
tanto la expresién de p53 y los AQNORSs en las lesiones son independientes al tiempo

de evolucion.
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Ganglios linfaticos involucrados, p53 y AgNORs

Unicamente 2 casos (12.5%) de carcinoma epidermoide presentaron ganglios

linfaticos involucrados.

No se encontré diferencia significativa entre la expresion de p53 y el numero
de AgNORs con la presencia de ganglios linfaticos involucrados X? (p>0.05), por lo
que podemos decir que no por presentar ganglios involucrados la expresion a p53 el

ndmero de AQNORs es mayor.
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DISCUSION

Actualmente las investigaciones sobre cancer humano han sido enfocado a
sus aspectos moleculares y a sus bases genéticas donde los genes que codifican
para diferentes proteinas involucradas en los mecanismos que regulan el ciclo ceiular
y la diferenciacion celular parecen estar asociados al desarrollo del cancer; uno de
los genes estudiados en diferentes tipos de tumores son p53 y bel-2, ellos han sido
involucrados en la transformacién maligna de las células normales; siendo
estudiados en boca en lesiones benignas, premalignas y malignas del epitelio; dentro
de estas el LP, debido a su posible transformacion maligna; aunque Unicamente un
pequefio porcentaje desarrollan un carcinoma epidermoide, ha sido considerado por
diferentes investigadores como una condicion precancerosa donde el tiempo de
permanencia de la lesidbn es posiblemente el factor que desencadena la
transformacién maligna; por lo que la mutacién de p53 en LP tebricamente esta

relacionada aun riesgo mayor de transformacion maligna®®.

Girod y cols. en 1994 reportaron la inmunoexpresién de p53 en 39 lesiones sin
displasia; 31 (79%) no mostraron expresion, 8 (21%) mostraron expresion leve y de
estas, 7 lesiones fueron diagnosticadas como LP por otra parte, Ogden y cols. en
1992 analizaron la inmunoexpresidn en 12 casos de LP donde dos de ellos eran del
tipo erosivo, a diferencia de esta investigacion donde 15 (71.5%) casos de LP
mostraron inmunoexpresion, de estos 10 casos eran del tipo erosivo por otra parte
existe mayor informacidn con respecto al pape! de p53, en carcinoma epidermoide de

boca, la inmunoexpresién de ella ha sido observada en el 20 a 50% de los casos;
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llegandose a reportar hasta en un 81%. Langdon y cols. 1992, Girod y cols. 1994,
Ogden y cols. 1992, De Araljo y cols. 1997 y Warnakulasuriya y cols. 1992
observaron expresion en 80%, 46%, 54% 62.5% y 35% respectivamente; nosotros
obtuvimos que el 68.8% de nuestros casos fueron positivos a p53. Si comparamos
los porcentajes, la mayor parte de los resultados obtenidos por todos incluyéndonos
estan por arriba del 50% lo cual puede ser indicativo de que la expresion de esta
proteina puede o0 no expresarse en este tipo de cancer y que existen factores aun

desconocidos que regulan su expresion.

Uno de los factores asociados al carcinoma epidermoide de boca es el
tabaquismo, han sido descritos porcentajes significativamente mas altos de
inmunoexpresion de p53 en fumadores crénicos que en no fumadores'™® Ogden y
cols. en 1992 mencionaron que de 16 pacientes fumadores, 13 presentaron
inmunoexpresién de p53 y unicamente ung de diez no fumadores mostraron
expresion. En ese mismo afio Lagdon y cols. observaron que la expresion fue mas
intensa en tumores obtenidos de pacientes quienes eran fumadores cronicos y
bebedores; sugiriendo que el gen p53 puede ser uno de los sitios de dafio genético
en este grupo de pacientes, en esta investigacion siete de diez fumadores
presentaron inmunoexpresion leve e intensa, y cuatro de seis no fumadores
mostraron inmunoexpresion intensa. Asi mismo cinco de nueve pacientes no
bebedores presentaron expresion intensa. Nosotros no consideramos en el analisis
el tiempo y frecuencia de los habitos sélo se consideré si los presentaban o no, por lo
que no podemos considerar en este momento a estos 2 habitos como factores

inductores y promotores al menos en este estudio.
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El pronostico del carcinoma epidefmotde en boca es variable de acuerdo a la
etapa clinica, clasificacion histoic’)gica' y localizacion de las lesiones, siendo esta
Ultima de gran importancia pronostica Regezi y cols. 1995 mencionan que todas las
lesiones que ocurrieron en lengua fueron positivas a p53. Los hallazgos de nosotros
fueron varia.bles, revelando que la inmunoexpresidn se presenta indistintamente tanto
en las iesiones de mucosa bucal como de lengua. Sin embargo Ogden y cols. 1992

no observaron inmunoexpresion a p53 en la region de la mucosa bucal.

Al relacionar el grado de malignidad con la inmunoexpresién de p53 Araujo y
cols. 1997 encontraron relacién con el grado histolégico de malignidad. Asi mismo
Warnakulsuriya y cols. 1992 hallaron que los casos positivos a p53 eran carcinomas
bien diferenciados, sugiriendo que la mutacion puede ocurrir en estadios tempranos
de transformacion maligna. Esto fue apoyado cuando la proteina fue detectada en
cantidades minimas en 2 displasias. Nosotros obtuvimos wuna relacién
estadisticamente significativa entre el grado de malignidad y la expresion de las
células a p53, sugiriendo que al aumentar el grado de malignidad aumenta el numero
de células expresadas, por lo que consideramos que {a participacion de esta proteina
en el desarrollo del carcinoma epidermoide es uno de los aspectos moleculares que
deberian de estudiarse en un futuro con la expresion génica de esta.

110, ‘.
10119 5 se obtuvo relacion entre

De acuerdo con lo reportado en la literatura
la edad y el género con la expresion de p53, asi mismo tampoco existid
inmunoexpresion de la proteina en mucosa bucal normal, esto puede ser debido

como-se menciona en la literatura a que en condiciones normales, pS3 silvestre tiene
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una vida media muy corta sucediendo lo contrario cuando se encuentra mutada y

puede expresarse.

Por otra parte la inhibicidn de |la apoptosis otorga un crecimiento selectivo o
desarrollo ventajoso a las células neoplasicas permitiendo su crecimiento”. La
inmunoexpresion de bcl-2 en diversos tumores ha sido reportada® %11 Bjgor y
cols. en 1999 determinarcn la inmunoexpresion de bel-2 en mucosa normal y LP de
tipo reticular obteniendo que 2 y 15 casos respectivamente presentan expresion leve;
en la mayor parte de los casos de LP, contrario a lo esperado ellos mencionan que
los linfocitos de la parte superficial del corion mostraron reaccidn en el nucleo para
bcl-2. Al igual que ellos obtuvimos que existio expresion leve de bcl-2 en 2 casos de
mucosa bucal normal, pero ninguno de nuestros casos de LP expreso la proteina.
Jordan y cols. en 1996 encontraron una inmunoexpresion moderada e intensa en el
80% de los carcinomas, 6/7 de los pobremente diferenciados, presentaron
inmunoexpresion intensa, 3/11 fueron bien diferenciados y 2/12 moderadamente
diferenciados. Ellos defienden sus resultados argumentando que el aumento de la
expresion de bcl-2 en el grupo de los carcinomas pobremente diferenciados se debe
a la pérdida de capacidad de los queratinocitos malignos para la diferenciacion final y
sugiriendo que aquellas células que sobreexpresan bcl-2 tienen un fenotipo de la
célula madre. Los resultados obtenidos por nosotros fueron negativos a bcl-2 en los
casos de carcinoma epidermoide, consideramos que el hecho de que bcl-2 no se

expresara en nuestros casos, puede ser por 2 factores el primero es que

indirectamente nos esta indicando que esta inhibida la apoptosis; vy el 2 factor es
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porque es posibie que el gen que codifica para esta proteina no este involucrado en

el desarrollo de las lesiones epiteliales de boca.

Tedricamente se ha descrito en la literatura que la expresion alterada de un
solo oncogen es generalmente insuficiente para inducir una transformacion completa,
por lo gque se han asociado |la sobreexpresidén de bel-2 y la funcién alterada de p53
estableciéndose que juegan un efecto sinérgico crucial en la carcinogénesis®.
Dekker y cols. en 1997; reportaron que no existe expresion de bcl-2 en mucosa bucal
normal, contrario a lo observado por nosotros, donde se expresaron dos de cinco
casos. Con respecto al LP el resultado fue el mismo ya que ningun caso se expreso.
Por otra parte la expresion a p53 fue positiva en todos los casos estudiados por
Dekker y cols. cuyos resultados son semejantes a los nuestros ya que 15 casos
fueron positivos, sin obtener expresion en ninguno de ios 2 trabajos en la mucosa
normal. Los patrones de expresion de p53 en LP sugieren la participacién de esta
proteina, contrario a la expresién de bcl-2 que posiblemente no participe en el
desarrollo de esta lesion; este fendmeno nos indica que p53 es una proteina que
tiene una funcidn en este tipo de lesiones y que probablemente tengan una estrecha

relacion con el comportamiento bioldgico de la lesion.

Al mismo tiempo en 1999 Schoelch y cols. partiendo de gue la regulacion de la
apoptosis puede estar alterada en el desarrollo del carcinoma epidermoide,
estudiaron queratosis, displasia y carcinoma epidermoide, encontrando que 10/90
lesiones fueron positivas para bcl-2 (todas fueron displasia y carcinoma epidermoide)

30/90 especimenes mostraron expresion positiva a p53. Los niveles de
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inmunoexpresion de p53 se incrementaron directamente proporcional a los cambios
displasicos, sin embargo sus resultados no son predictivos ya que sus porcentajes de

positivos son muy bajos a ambas proteinas.

Previamente Kannan y cols. en 1998 estudiaron 39 casos de carcinoma
epidermoide, encontrando que el 76% de ellos mostraron expresién intensa a bcl-2;
en la mucosa normal la expresion fue indetectable, no encontraron relacion entre la
expresion de bcl-2, el estadio clinico, la edad o el sexo. Al realizar el analisis de
acuerdo al sitio, la expresion fue; 44% en tumores de mucosa bucal y 33% en lengua
respectivamente, sugiriendo que estos son los blancos preferidos para bel-2. Cuando
la expresion de esta fue comparada con la expresion de p53 ellos encontraron que
no se traslaparon, es decir que estos eventos son mutuamente excluyentes, en base
a esto podemos considerar que la expresién de las proteinas pueden tener afinidad

por ciertos tejidos de la boca sin poderlo asegurar.

Sin embargo en 19989 Yao y cols. analizaron fa expresién de bcl-2 y p53 en 52
casos de carcinoma epidermoide de borde lateral de lengua, la expresion de bcl-2
fue de 26 (50%) casos y 31 (60%) de los casos a p53. Los tejidos control no
mostraron inmunoreactividad a p53 y a bcl-2. Reportaron que existe una relacién
significativa de bcl-2 con el grado histolégico del tumor, modo de invasién marginal
del tumor y ganglios linfaticos involucrados. Con respecto a p53 hubo asociacion
significativa con el modo de invasion del tumor, consideramos que las cifras
obtenidas por ellos contrario a io reportado por otros incluyéndonos nosotros es

debido a la agresividad del carcinoma epidermoide cuando se presenta en lengua.
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Atula y cols. en 1996 encontraron inmunoreactividad a p53 en 87% de los casos de
carcinoma epidermoide de lengua. No obtuvieron relacién entre la expresion de pS3,
el tamano del tumor, grado histolégico, habito de tabaquismo, consumo de alcohol y
metastasis. En este estudio si se encontrd relacidon significativa con el grado de
malignidad y la expresién de p53, sugiriendo que al aumentar el grado de malignidad
aumenta el numero de células expresadas, no asi con los otros factores
considerados. Atula y cols. 1996 muestran una relacion estadisticamente significativa
entre la expresién de bcl-2 y tabaquismo, los & fumadores cronicos presentaron
moderada o intensa inmunoreaccion a bcl-2, no hubo expresion en los tejidos de no

fumadores.

Por otra parte los métodos para valorar los NORs que se han utilizado en

127,139

diversos estudios incluyen el conteo de los AQNORs 140 donde han determinado

el area, volumen, patrén y distribucidon de acuerdo a los criterios morfométricos

#1238 considerando los AgNORs como un

establecidos por cada investigador
marcador cuantitativo de alteraciones celulares incipientes y con transformacién

maligna sugiriendo su uso potencial para valorar la actividad celular.

Los resultados de este estudio cotnciden con trabajos previos en los que el
promedio de AgNORs permite discriminar entre epitelio normal y otras lesiones como
displasia, queratosis y carcinoma epidermoide de la cavidad bucal. Donde pudo
observarse, que existen diferencias en el promedio de AgNORs entre epitelio normal,
LP y carcinoma epidermoide.. Encontrando un incremento en el numero de ellos at

comparar epitelio normal y carcinoma, por o que demostramos una vez mas que los
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AgNORSs aumentan en las lesiones malignas; ias lesiones de LP con cantidades altas
podrian representar un mayor riesgo de transformacién maligna, sobre todo el tipo
erosivo y combinado ya que presentaron un promedio mayor de AgNORs, lo que
coincide con lo mencionado en la literatura donde los tipos de LP que presentan

. .. . . . . 48.50,53,56
mayor riesgo de transformacién maligna son el erosivo y el tipo combinado ,
por lo que los pacientes con este tipo de LP presentan un riesgo mayor a desarrollar

lesiones malignas que aquelios con mucosa bucal normal considerando que estos

pacientes deben ser monitoreades a largo plazo.

Cabrini y cols. en 1992 cuantificaron el nimero de AgNORs en mucosa
normal, papiloma y carcinoma epidermoide obteniendo un promedio de 2.95, 453 y
8.04 AgNORs respectivamente. Xin Xie y cols. 1997 encontraron en el epitelio normal
gque el 70% de los nucleos presentaron de 1 a 2 AgNORs y en carcinoma
epidermoide mas del 60% presentaron mas de 4 AGQNORs, con un pro‘medio de6.2 a
diferencia de este estudio en el que el 100% de los casos con carcinoma
epidermoide presentd mas de 6 AgNORs. Warnakulasuriya y cols. en 1993
reportaron en displasia un promedio de 5.61 AgNORs y en carcinoma de 8.37,
Schwint y cols. en 1994 encontraron en mucosa normal un promedic de 2.95
AgNORs, en epitelio adyacente al carcinoma 4.81 y en carcinoma epidermoide 6.56
AgNORs. En esta investigacion se obtuvo que el promedio de AgNORs en mucosa
normal, en LP y en carcinoma epidermoide fue de 3.5 49 y 6.4 AgNORs
respectivamente, observandose un nimero mayor de AgNORs en mucosa bucal
normal (3.5 vs 1 a 2, 2.95 AgNORs) que en los trabajos antes mencionados, esto

podria considerarse debido a que los tejidos control se tomaron de mucosa
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masticatoria, la cual se encuentra en constante recambio. En los casos de carcinoma
epidermoide el nimero es inferior al de estudios previos (6.4 vs 8.04, 8.37), excepto
con los de Schwint y cols. 1994 y Xie y cols. en 1997 en los que la cantidad es
semejante (6.4 vs 6.2, 6.5) esta similitud con Xie y cols. 1997 puede deberse a que
se considero no realizar el conteo de los AgNORSs en dreas con necrosis y respuesta
inflamatoria severa y dafno artificial; se coincidio con Schwint y cols. en 1984 en que
los AgNORs en el carcinoma epidermoide se observaron dispuestos irregularmente,

pequefos y abundantes.

Asi mismo Donofrio y cols. en 1995 determinaron la presencia de AgNORs en
6 casos de leucoplasia con displasia leve, 9 con moderada 9 con severa y 6 con
carcinoma epidermoide, algunos de ellos con presencia del virus papiloma humano,
encontraron diferencia significativa entre el numero de AGNORs entre la displasia de
bajo y alto grado, no encontrando diferencias significativas en el numero de AQNORs
en las lesiones con o sin presencia del virus. Piffko y cols. 1997 evaluaron el numero
de AgNORs en el frente invasor del tumor, parte central del tumor, mucosa con
displasia y epitelio normal observando un aumento de estos en el frente invasor, Io
gue parece indicar un subgrupc de células tumorales con actividad biosintética y

potencial maligno.

En 1981 Sano y cols. cuantificaron los NORs en 39 casos de carcinoma
epidermoide 19 con pobre prondstico y 20 con buen prondstico, realizaron la
clasificacion histolégica de los carcinomas, de acuerdo a los criterios de la OMS

encontrando 35 casos grado 1, con un promedio de 6.39 + 1.67 AgNORs, 3 grado 2
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con 9.74 + 1.72, 1 grado 3 con 6.19 + 2.37. El nimero mas alto de AgNORs fue en el
grado 2 mientras que el numero méas bajo fue en el grado 1 encontrandose diferencia
significativa entre los del grado 1 y 2. El promedio de la cantidad de AgNORs en el
grupo de pobre prondstico fue mas alto que en los de buen pronéstico aunque la
diferencia no fue significativa, concluyendo que un numero elevado de NORs es
sugestivo de un pobre prondstico en carcinoma epidermoide bucal. En este trabajo
se encontrd que el carcinoma de alto grado de malignidad presentd mayor cantidad
de AgNORs 7.3 + 1.2, los de bajo 6.4 + 0.98 y los de moderado fueron los que
presentaron el promedio mas bajo de AgNORs 6.1 + 0.62, sin embargo no se
encontré diferencia significativa entre los de bajo y moderado grado de

diferenciacién.

No existid diferencia significativa entre la cantidad de AQNORs con la edad,
sexo, tabaquismo, alcoholismo, ganglios linfaticos involucrados y tiempo de evolucion
de las lesiones en estudio y no existen reportes previos con la cuantificacidén de

AgNORs que relacionen estos factores.

Las diferencias encontradas con otros repories, pueden deberse a varias

consideraciones como: el grosor del corte del tejido el cual varia desde 2u™' a

41713819 hara este estudio se obtuvieron cortes de 5y; el numero de campos que

se observaron, en 2 estudios'®’"'*

observaron 10 campos, Xie y c¢ols. 1997,
observaron 5 campos, en este estudio se cuantificaron 25 campos, en algunos

estudios se cuantifican los AgNORs utilizando un nimero minimo de 10022 o 200
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células™®. El método que se ha utilizado en la cuantificacién a variado entre los

127,138

diferentes autores, algunos han utilizado analizador de imagenes y

microfotografias amplificadas, para utilizarlas en el analizador de imagenes™"*® Ei
aumento del objetivo en el que han sido analizadas las muestras a variado desde
1000 aumentos {con aceite de inmersidn) para ampiificar a 2000 por medio de las
; - . o127,138 132 : : ;s T
microfotografias , a 1060 aumentos™. En esta investigacion se utilizd una

magnificacion de 100x, con un aumento a 4000x por medio de cctv con un monitor de

20", ofra variante es el numero de examinadores que realizaron la cuantificacién

128,138 132,139

1128,138 , 132,141 a que correspondia

y si estos estaban enterados 0 no
cada tejido, asi como si se excluyeron areas necroticas, con respuesta inflamatoria
severa, dano artificial y o si los sitios fueron escogidos por movimientos al azar por
medio de controles coaxiales'*®. En el estudio la cuantificacién fue realizada por dos
examinadores, uno de ellos estaba enterado a que correspondia cada tejido,

seleccionando las areas de acuerdo a los criterios de Xie y cols.

Unoc de los posibles errores que se manejan dentro de esta técnica, es la
manera en que se conservan los tejidos ya que el desarrollo de las estructuras que
se tifen con plata, ha sido demostrado que son sensibles al método de fijacion del

28 otras determinantes pueden también contribuir en la técnica como el pH, la

tejido
temperatura de incubacion y el tiempo de la reaccion'? 2" Asi mismo Piffko y
cols. en 1997 concluyen que se deben meter las laminillas al autoclave antes de
realizar la técnica de tincién con plata para que de esta manera no se observen

artefactos y asi evitar una importante e imprevisible sobreestimacion del nimero de

AgNORs.

123




Conclusiones

« En los casos de liqguen plano la expresién mayor a p53, fue en el tipo erosivo; el tipo
combinado y erosivo presentaron el mayor promedio de AgNORs, estas lesiones
mostraron un patrén nucleolar indicativo de gran actividad celular. En las lesiones

combinadas (rojo-blanco) se encontré un incremento en el ndmero de AQNORSs.

« El carcinoma epidermoide presentd mayor expresion a p53 y mayor numero de
AgNORs gue el liquen plano y la mucosa normal. Asi mismo se descubrid que existio
una relacién estadisticamente significativa entre la expresidn de p53 y el gradc de
malignidad, es decir a mayor grado de malignidad mayor expresion de p53. Lo que
nos indica que p53 si se expresa eﬁ las lesiones bucales por io que debe
considerarse como una proteina involucrada en la génesis del liqguen plano tipo

erosivo y combinado y en carcinoma epidermoide.

« No existid expresién a bcl-2 en liquen plano y carcinoma epidermoide, lo que es

indicativo que esta proteina no esta involucrada en este tipo de lesiones.

« La cantidad de AgNORs puede ser un marcador prondstico ya que se ha observado
que el numero de estos es mas alto en tejidos malignos que en normales y que un
incremento en el numero de NORs esta asociado al aumento de |z agresividad del
tumor. El 33.3% de los casos de liquen plano presentaron puntos finos y dispersos,

patron similar al del carcinoma epidermoide, en donde el 93.8% de ellos los
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presentaron. Por lo que es importante considerar la forma y tamano de los puntos

para determinar en forma indirecta la act_ividad celular.

« La técnica de AGNORs es facil y econoémica por lo que podria utilizarse de forma
rutinaria en el laboratorio de patologia, aunada a los cambios displasicos observados
en los casos de liquen plano, para predecir la conducta biologica de esta lesion, asi

como servir de marcador de proliferacion celular en una lesion.

« Nuestros resultados al igual que los de la literatura son inconstantes y no
concluyentes por o que es necesario estudiar la inmunoexpresion conjuntamente

con la expresidn génica de ambas proteinas p53 y bcl-2.

Recomendaciones

« Utilizar una poblacion mas amplia para relacionar el numero de sujetos por sexo,
tipo de liguen plano, grado de diferenciacion del carcinoma, tabaquismo, alcoholismo
asi como ganglios linfaticos involucrados, con la finalidad de que las condiciones de

estudio sean lo mas homogéneo posible.

« Con la finalidad de relacionar la presencia de cambios displésicos, monitorear a

largo plazo los pacientes diagnosticados con liquen plano, con la expresidn de pS3y

|a cuantificacion de AgNORs.
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« Utilizar una analizador de imagenes, para ayudar a reducir la variabilidad inter e
intraexaminador asi como permitir la cuantificaciéon y evaluacién de los diferentes

parametros de los AQNORs

Propuestas de investigacién en el futuro
» Realizar estudios con una muestra mayor, incluyendo tejidos de mucosa normal y

de diferentes tipos de mucosa.

¢ Realizar seguimiento minimo de 5 afios en pacientes con liquen plano para

monitorear una posible transformacion maligna.

» Realizar estudios longitudinales comparativos para probar el valor prondstico de

p53, bel-2 y AGNORSs.

» Tener seguimiento de los pacientes tratados con carcinoma epidermoide para

determinar si la expresién de p53, bcl-2 o el nimero de AgNORs se relaciona con el

prondstico y la supervivencia del paciente.

e Considerar incluir en los habitos de tabaquismo y alcoholismo variables como

frecuencia y tiempo del habito.

« Estudiar la expresion génica de las 2 proteinas conjuntamente con el aspecto

inmunohistoquimico.
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Anexo 1
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

DETERMINACION DE p53, bcl-2 y AgNOR,COMO MARCADORES EN
LIQUEN PLANO Y CARCINOMA EPIDERMOIDE DE CAVIDAD BUCAL

CARTA DE CONSENTIMIENTO

México D.F., a de

Como una contribucién desinteresada de mi parte autorizé y doy amplios
poderes a la Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facuiltad de
Odontologia de la UNAM, para que se me tome una muestra de tejido de la mucosa
bucal para confirmar el diagndstico clinico y determinar 1a presencia de p53, bcl-2 vy
AgNOR, en apoyo a las actividades de investigacion para demostrar la efectividad de

un nuevo método para detectar dichas proteinas en el tejido de la cavidad bucal.

Estoy de acuerdo con que a las muestras de tejido se les realicen las pruebas
necesarias y solo pediré se me de a conocer el diagnostico histopatolégico de mi

fesion bucal.

Nombre del paciente Firma
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Anexo 2

instructivo de aplicacion

1.-La historia clinica tuvo como objeto recolectar informaciéon de hechos y
observaciones a través del interrogatorio. Se le dio una informacion general sobre ef

objetivo de |a historia clinica y se le pedia la mayor colaboracidn posible al paciente.

2.-Se leyo en voz alta cada una de las preguntas, haciendo aiguna aclaracion
pertinente en caso de que fuera solicitada, procurando obtener una respuesta
inmediata, la cual se anoto oportunamente.

3.-El tiempo que se utilizd en cada historia clinica fue de 10 minutos.

4.-Una vez concluida la historia clinica se procedid a realizar la exploracion

general y bucal.
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Anexo 3

No. de registro

No. de biopsia

HISTORIA CLINICA GENERAL

FECHA:

DIA MES ANO

NOMBRE: EDAD:
APELLIDO PATERNO  APELLIDO MATERNOQ NOMEBRE (S)

SEXO: F{() M({) ESTADO CIVIL:
DIRECCION:

CALLE NUMERO COLONIA DELEGACION cC.P.
ACTUALMENTE SE ENCUENTRA EMBARAZADA 1 2
MENOPAUSIA 1 2
ANTECEDENTES PATOLOGICOS
DIABETES MELLITUS 1 2
ENFERMEDADES INMUNOSUPRESIVAS
VIH + 1 2
HABITOS PERNICIOSOS
TABAQUISMO 1 2 3
A QUE EDAD EMPEZO A FUMAR
CUANTOS ANOS A FUMADO

CUANTOS CIGARROS FUMA AL DIA

HACE CUANTOS ANOS NO FUMA

TABAQUISMO INVERTIDO

MASTICA TABACO 1 2

ALCOHOLISMO 1 2 3
A QUE EDAD EMPEZC A TOMAR
CUANTOS ANOS HA TOMADO

CUANTAS COPAS TOMA AL DIA

CUANTAS COPAS TOMA A LA SEMANA

HACE CUANTOS ANOS NO TOMA

QUE ACOSTUMBRA TOMAR

FARMACODEPENDIENTE 1 2 3
MARIGUANA 1

COCAINA

OTROS
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EXAMEN BUCAL
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Diagnéstico clinico:

1) Liguen plang 2} Carcinoma epidermoide

Liguen plano

Tipo de liguen plans: 1) Atréfico  2) Reticular  3)Ptacas  4)Erosivo 5)Buleso  8) Mixdo

Localizacian de las tesiones 1) Encia  2) Muc Revest 3)Ambas  4) Muc Especial 5) 3 mucosas 8) Muc. Revestiespecializada
Extensién de las lesiores. 1} Pief 2} Genitales 3} Penanales

Morfoicgia de ta superficie 1) Vesicula/bula 2) Placa reja 3) Placa blanca 4) Erosion  5) Ulcera 6} Otras
Distribucion 1) Unica 2) Multifocal 3} Generalizada

Tamafio aproximads.

Color 1) Normal 2) Blance 3} Roje 4) Azal 5) Hipercromico €) Ctro
Consistencia 1) Firme 2) Liena de liqudo 3) Ctros

Dolor 1) St 2) No

Evolucion 1)} < 3 meses 2) 6 meses 3) 1 afio 4) +1.3 ahcs 5) +3 afios
Tratamiento 1) Si 2] No

Gue tipo 1 esteroides tépicos 2 esteroides sistemicos 3 sintomético 4 empince

1) < 3 meses 2) 6 meses 3) 1 afo 4)1- 3 anos §) +3 afios

Carcinoma epidermoide

Localizacion de las lesiones. 1) Encia  2) Muc. Revest 3) Ambas  4) Muc. Especral. 5) 3 mucasas 6} Muc Revestespecializada
Morfoiogia de la supericie 1) Exofitica 2) Endofitica 3 Placarcja  4) Placa tlanca 5} Ulcera B} Indurada T) Qtras
Distribucion; 1} Unica 2} Multitacal 3) Generalizada

Tamafo aproximado

Colar, 1) Normal 2} Blanco 3) Rojo 4} Azul %) Hipercromica €) Otro
Consistencia, 1} Blanda 2} Firtne 3) Otros

Dalor: 1) Si 2) No

Evolucidn 1} < 3 meses 2) 6 meses 3} 1 aflo 4) +1.3 afios 8) +3 afhas

Cadenas ganghonares 1} 5i 2) No

Biopsia 1) Si 2) No Fecha
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Anexo 4

Clave para la base de datos

NOMBRE DELA | TIPODE | ESCALADE | DEFINICIONDE | RANGO VALORDE | ANCHO | DECIMALES
VARIABLE VARIABLE VARIABLE | MEDICION CATEGORIAS VALIDO RELLENO
Regis Nimero de No aplica | No aplica No aplica 1-100 9989 3 0
identificacién
Edad Edad en afios Indep. Continua No aplica 4-99 989 3 0
cumplidos
Caracteristicas 1 Femenino
Sexo sexuales Indep. Nominal 2 Masculino 1-2 9 1 0
secundarias
0 Soltero
Edo. civi 1 Casadeo
Estado civil Indep. Nominal 2 Divorciado 0-4 S 1 0
3 Union Libre
4 Viudo
Habito del 1si
Tabagq tabaquismo Indep. Nominal 2no 1-2 9 1 0
Habito del 1si
Alco alcoholismo Indep. Nominal 2no 1-2 9 1 0
Farmaco- indep. Nominal 18i 1-2 9 1 0
Farmac dependiente 2 No
Diag Diagnostico Dep. Nominal 1 Liquen plano 1-2 9 1 0
clinico 2 Carc. Epider.
1 atréfico
2 reticular
Liguen Tipo de Nominal |3 placas 1-6 9 1 0
liguen plano 4 erosivo
5 buloso
6 combinado
1 Encia
2 Muc. revest
Liglo Localizacion 3 Ambas
de las Nominal |4 Muc. Espec. 1-4 9 1 0
lesiones 5 3 mucosas
6 Muc reves-
lengua
Extension 1 Piel
de las 2 Genitales
Ligext lesiones Nominal 3 Perianales 1-3 8 1 0
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1 Vesicula/bula

2 Placa roja
Ligmor Morfologia Nominal 3 Placa blanca 1-7
de la superficie 4 Erosién
5 Ulcera
6 Oftras
7 Combinado
1 Unica
Distribucion 2 Multifocal
Liadis de las lesiones Nominal 3 Generalizada 1-3
1 Normal
2 Blanco
Ligcot Color de la Nomina! 3 Rojo 1-7
lesidn 4 Azul
5 Hipercrémico
6 Otro
7 Combinado
1 Firme
Liqcon Consistencia Nomina! |2 Llena liquido 1-3
de la lesién 3 Otro
Liqdol Dolor en la Nominal 18I 1-2
lesién 2 No
1 < 3 meses
2 6 meses
Ligevo Evolucién Ordinal 31 afio 1-5
41 - 3 afios
5+ 3 afios
Ligtra Tratamiento Nominal 18I 1-2
2 No
1 ester. topicos
Ligtipo Tipo de Nominal |2 ester. sist. 1-4
Tratamiento 3 sintomatico
4 empirico
1 < 3 meses
2 6 meses
Ligtitra Tiempo de 31 afio
tratamiento Ordinal {4 1-3afios 1-5
5 + 3 aflos
1 Encia
Localizacién 2 Mue. revest
Carlo de las 3 Ambas
lesiones Nominal [ 4 Muc. Espec. 1-3
5 3 mucosas
6 Muc reves-
fengua
1 Exofitica
2 Endofitica
3 Placa roja
Morfologia 4 Placa blanca
Carmor de la superficie Nominal 5 Ulcera 1-8
6 Indurada
7 Otra
8 Combinado
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1 Unica

Cardis Distribucidn 2 Multifocal
de las lesiones Nominal 3 Generalizada
1-3
1 Normal
2 Blanco
Color de fa 3 Rojo
Carcol lesion Nominal 4 Azul 1-7
5 Hipercrémico
6 Otro
7 Combinado
1 Blanda
Consistencia 2 Firme
Carcon de la lesién Nominat 3 Otro 1-3
Cardol Dolor en ia Nominal 18! 1-2
lesién 2 No
1 < 3 meses
2 6 meses
Carevo Evolucién Ordinal 31 afio 1-5
4 1 - 3 afios
5+ 3 aftos
Cartra Tratamiento Nominal 181 1-2
2 No
Cadenas 1 8i
Gangl ganglionares Nominal 2 No 1-2
palpahles
Biop Toma de Nominal 1 Si 1-2
biopsia 2 No
1 Incisional
Tipo de 2 Excisional
Tipobio biopsia Nominal 3 Punch 1-3
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|

VARIABLE NOMBRE TIPO DE ESCALADE | DEFINICIONDE | RANGO | VALORDE | ANCHO | DECIMALES
DE LA VARIABLE MEDICION CATEGORIAS VALIDO RELLENO
VARIABLE
Diaghist Diagnéstico nominal 1 liguen plano 1-2 9 1 0
histologico 2 carc epider
Hislig Liquen 1 leve
Plano ordinal 2 moderada 1-3 9 1 0
3 severa
1 atréfico
2 reticular
Tipo de 3 placas
Histiplig liquen nominal 4 erosivo 1-6 9 1 0
histolégico 5 buloso
6 combinado
Carcinoma 1 bajo grado .
Histocar epidermoide ordinal 2 moder grado 1-3 8 1 0
3 alto grado
1 leve
AgNor Tincidén con ordinal 2 moderada 1-3 9 1 0
Plata 3 severa
0 no tefiido
1 tefiido levemt
p 53 p 53 semicuanti | 2 tefido moder 0-3 g 1 0
3 tefiido sever
0 no tefido
1 tedido levemnt
bel-2 bel-2 semicuant | 2 tefiido moder 0-3 2 1 0
3 tefiido sever
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Anexo 5

Diagnostico Histopatolégico

Liquen plano caso

Tipo
1 atréfico  2reticular 3 placas 4 erosivo 5 buloso

Carcinoma epidermoide  caso

1 bajo grado 2 intermedio grado 3 alto grado

CRITERIOS DE JAKOBSSON

6-13 bajo 14-16 intermedio 17-24 alto

& mixto

Caso no. Biopsia no.

Queratinizacion

Polimorfismo nuclear

Numero de mitosis

Patron de invasion

Estado de invasion tumoral

Infiltrado linfoplasmocitario

Puntaje: Grado:
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Anexo 6

Reactivos para inmunohistoquimica

PBS

Phosphate Buffered Saline

25x Concentrated

Store at room temperature

General purpose Reagent

Suitable for diagnostic histopathology
Laboratory and research use

Bio Genex

San Famon CA 94583 USA

HK 091-5K 120 ml

Concentrated phosphate buffer with sodium chloride

HzOz

Al 3%

50 ml

Cell Marque Corporation
Austin TX 800.665.7282
Store 2-8° C

Diluent

Common Antibody Diluent

Bio Genex laboratories

San Ramon CA 94583 USA

Lot HK 1560686

100ml carier protein and Tween 20 in
PBS with preservative HK 156-5k

Store 2-8° C

Suero N de Caballo
Vectastain

Diluted Normat
Serum

Vector Laboratories

Super Sensitive
Super Sensitive Multi Link

Biotine

Ready-to-use Detection Kit
Catalog. No. QP 900-9L
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Anti Immunoglobulins for Mouse, Rabbit, Guinea Pig
and Rat Antibodies

Store 2-8° C

50 m! biotinylated anti-IG in PBS

with carrier protein and preservative

HK 340-9K Rev C 901

Gener Purpose Reagent for diagnostic
Histopatology lab & research use

Lot HK 34002008 02/02

Super Sensitive Label
Peroxidase Conjugated

Streptavidin

Store at 2-9° C

50 m! peroxidase conjugated
Streptavidin in PBS with
Carrier protein and preservative
HK 330-9K Rev B508

For research use only

Lot HK 3301099x Exp 10/01
Excellence

Bio Genex

Since 1981

4600 Norris Canyon Road
San Ramon CA 94583

Tel {510) 275-0550

Cromoégeno

Vector

Peroxidase

Sustrate kit

DAB

Catalogo Number SK 4100
Refrigerate

Anticuerpos

p53 Protein
Clone/Klon DO-7
Code No. M 7001
Dako A/S Denmark
Lot/ch-B 056 (301)
Dist. By

Dako Corporation
6392 Via Real
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Carpinteria CA 93013
For research use only 2-8 °C

bcl-2 oncoprotein
Clone/Klon 124
Mouse/Maus/Souris
Anti-Human/Humain
Lot. Ch-B097 (101)
Code No. M0887
Dako A/S Denmark
Dist. By

Dako Corporation
6392 Via Real
Carpinteria CA 93013
For research use only 2-8 °C
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Anexoc 7

Formato de p53 y bcl-2

Inmunoexpresién de p53 en liquen plano

g:fl‘: W Numero de células por campo Nuamero de células por campo
biopsia Examinador 1 (Rebeca) Examinador 2 (Dra. Leyva)
:‘;’I::p de Células Células Total de| Células Células Total de
~_positivas negativas células positivas negativas células
1
2
3
4
5
Total
Promedio

150




Anexo 8

Reactivos para la técnica de AGQNORs |
Nitrato de Plata

Nitrato de Plata Cristal AQNO3 PM 169.87
Ensayo (AgNO3) 99.8%

Claridad de la solucion Pasa prueba

Sust. No precipitadas

Por HCL 0.005%

Suifato (SO4) <0.001%

Plomo (Pb) <0.0005%

Cloruro (Cl) <5 ppm

Cobre (Cu) <1 ppm

Hierro (Fe) 1 ppm

Cont. Neto 100g.
Hecho en México por J.T Baker Una div de Mallinckrodt Baker S.Sde C.V.

Gelatina Bacteriolégica

Pérdida en el secado 11% o menos
Residuo de Ignicién no mas de 0.3%

Viscocidad 20-100 mps a 20C
Fuerza de Gel 100-300 g/icm?

Ph (solucién al 2%) 6.8-7.0

Cont. Neto 450g.
Hecho en México por Bioxon de México

Acido Férmico

Reactivo Analitico A.C.S. No. CAS 64-18-6
Ensayo HCOOK =88.0%
Color (APHA) Max 15

Residuos después de evaporac. Max 0.002%
Acido acetico CH3;COOH Max 0.4%
Amonio (NH4) Max 0.005%
Cloruros (Cl) Max 0.0001%
Sultatos SO4 Max 0.002%
Metales pesados como Pb Max 5 ppm
Fierro Fe Max 5 ppm

Organos que afecta septo nasal, ojos y piel.
Hecho en México por Analytyka de México SA. De C.V.
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Formato de AgNORs P i o 3,

Liquen plano % AgNORs
Caso: s s/ b +/ Total de células
Biopsia:___ s, o kR o Promedio

T o2 A o Nim. de nucléolos___
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