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Diagnostico y marcadores moleculares del potencial maligno de la leucoplasia oral.

INTRODUCCION

El cancer oral es la neoplasia mas frecuente de cabeza y cuello, con una
incidencia mundial que excede los 300.000 casos anuales. Se trata de una
neoplasia que causa una importante morbimortalidad, con una supervivencia
a los 5 aflos menor del 50%. Entre las nuevas perspectivas para el control de
este cancer se incluye la deteccion precoz de la leucoplasia, considerada
como la lesion premaligna oral mas comun de la cavidad oral, que aparece
hasta en el 60% de los pacientes diagnosticados de carcinoma oral de
células escamosas, y cuya presencia supone un marcador de aumento del

riesgo de cancer orofaringeo.

El diagnéstico de las lesiones precancerosas empiezan con el examen
clinico, pero el estudio histopatolégico es el que proporciona la informacién
de si existe displasia y cual es el grado de la misma. Este término orienta
hacia el potencial o riesgo de malignizacion de la lesion en cuestion. Estudios
estadisticos de aspectos moleculares sugieren que hacen falta entre 6 y 10
alteraciones genéticas, para que se produzca una transformacion maligna de
la mucosa oral. Existen diferentes tipos de marcadores celulares vy tisulares,
que, desde una perspectiva molecular, pueden proporcionar informacién

adicional a la recopilada en el examén clinico y en el estudio histopatolégico.

En esté trabajo se abordaran los principales marcadores moleculares con
potencial maligno en la leucoplasia oral y las diferentes técnicas de biologia

molecular para la deteccién precoz del cancer oral.
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CAPITULO 1. LA LEUCOPLASIA ORAL

1.1 Concepto de la leucoplasia oral
1.1.1 Antecedentes de la leucoplasia oral

El término leucoplasia fue utilizado por primera vez por E. Schwimmer a
finales del siglo XIX, y procede de las palabras griegas “leuco” que significa

blanco y “plakos” que significa placa.’

En 1978, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) pretendié consensuar
la terminologia utilizada hasta el momento, y la defini6 como << lesion
predominantemente blanquecina localizada en la mucosa oral que no puede
ser caracterizada como ninguna otra lesion definida ni desde el punto de

vista clinico ni histologico>> (fig. 1).

Fig.1 leucoplasia oral.?

La leucoplasia oral fue definida como lesiéon precancerosa, en Uppsala
(1994) por un grupo de expertos en patologia oral, como una lesién

predominante
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blanca de la mucosa oral que no puede ser caracterizada como ninguna otra
lesion, ni clinica e histopatolégicamente, con tendencia a la transformacion

maligna y sin predileccion de sexo y raza.>*

El hecho de que algunos carcinomas escamosos aparezcan junto a lesiones
leucoplasicas y que leucoplasias orales hayan sufrido con el paso del tiempo
una transformacién hacia lesiones cancerosas, es razon suficiente para

considerar a la leucoplasia oral como una lesién premaligna.

1.2 EPIDEMIOLOGIA

La prevalencia oscila entre el 1%-5% dependiendo del pais, del tipo de
poblacién y del tipo de habito tabaquico. La importancia de estas lesiones
radica en su capacidad de transformacion en un CE, porcentaje que oscila
entre un 3% y un 17,5%. Entre un 16 y un 62% de los CE se ha asociado a la
presencia de leucoplasia oral en el momento del diagndstico, por lo que se

trata de una entidad estrechamente asociada al cancer de cabeza y cuello.

En los paises desarrollados la leucoplasia parece afectar a individuos entre
la cuarta y séptima década de la vida. En paises en desarrollo, la apariciéon

de este tipo de lesiones se adelanta entre el 5-10 afios.’

1.3 ETIOLOGIA

Los factores etioldgicos relacionados con la aparicion de las leucoplasias
coinciden en lineas generales con los implicados en la génesis del precancer
y cancer oral. No obstante, en un porcentaje importante de los casos no es
posible identificar ninguno de ellos, siendo consideradas como leucoplasias

idiopaticas.
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1.3.1 Tabaco

El tabaco es un potente carcindgenico reconocido como factor de riesgo mas
importante para el desarrollo de carcinomas de cabeza y cuello, junto al
etilismo cronico. Por ello, ante un paciente con leucoplasia oral y habito
tabaquico hay que diferenciar entre la denominada estomatitis nicotinica (fig.

2) o <<paladar del fumador>>, y la verdadera leucoplasia.’

Parece, ademas, que en fumadores, la leucoplasia suele encontrarse en
suelo de boca (fig. 3), mientras que en no fumadores la localizacion mas

frecuente suelen ser los bordes laterales de la lengua (fig. 4).

Fig. 2 estomatitis nicotinica.’

Fig. 3 y 4 leucoplasia en los bordes laterales de la lengua y leucoplasia en piso de boca.®¥®
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1.3.2 Infeccion Por Candida

La asociacion entre la infeccion por Candida y el riesgo de transformacion
maligna de la leucoplasia se origind cuando se relacioné Candida con la

leucoplasia no homogénea y con la presencia de displasia epitelial.

Entre un 7% y un 50% de las lesiones leucoplasicas estan infectadas por
Candida, especialmente Candida albicans. Asi, alrededor de un 10% de las
leucoplasias orales cumplen los criterios clinicos e histologicos descritos por
Cawson y Lehner para la leucoplasia candidiasica (fig. 5). El potencial de
malignizacién de la leucoplasia candidiasica, puede ser explicado en parte
por la capacidad que tiene las especies de candidas para catalizar la

formacion de nitrosaminas carcinogénicas (Krogh et al, 19872, b).™

Fig. 5 Candidiasis oral."

1.3.3 Papilomavirus

La posible implicacion de VPH en la etiologia y en el potencial de
transformacién maligna de las lesiones orales premalignas ha sido estudiada

extensamente. Los VPH de alto riesgo estan mas frecuentemente asociados

10



Diagnostico y marcadores moleculares del potencial maligno de la leucoplasia oral.

con el CE que los de bajo riesgo, por ello se concluye que la infeccion por
VPH16 supone un factor de riesgo para la malignizacion de la leucoplasia
independiente de los efectos nocivos del tabaco y el alcohol sobre la mucosa
oral (fig. 6)."2

Fig. 6 Papiloma humano oral.

1.3.4 Otros Factores

Ciertos estados generales se han relacionado con una mayor prevalencia de
leucoplasias. En este sentido, diversas situaciones sistémicas en las que se
produce atrofia de la mucosa oral, como las deficiencias de vitamina B12 y
acido fdlico, la anemia sideropénica y otras carencias nutricionales,

determinarian una mayor susceptibilidad a los factores etiolégicos locales.

Se han descrito la aparicion de la leucoplasias en zonas proximas a proétesis
metalicas debido a las corrientes electrogalvanicas que se ocasionan. Por
ultimo, se han asociado las leucoplasias idiopaticas con algunas

enfermedades sistémicas, como la sifilis y ciertas anemias sideropénicas

(sindrome de Plummer- Vinson).™

11
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1.4 CARACTERISTICAS CLINICAS

1.4.1 Localizacion

La localizacion mas frecuente de la leucoplasia es la mucosa retrocomisural y
luego la mucosa yugal. Otras localizaciones frecuentes son el paladar duro,
los rebordes alveolares, sobre todo en la zona retromolar, la lengua y el
labio. Se han considerado como zonas de alto riesgo al piso de boca, la cara
ventrolateral de lengua y el paladar blando, al ser las areas de mayor
incidencia para el COCE y con una mayor exposicion a los agentes

carcinogénicos.™

1.4.2 Sintomatologia

La sintomatologia suele ser anodida; a o sumo existen escozor, sensacion
de tirantez o rugosidad en la zona; sin embargo, y debido a la escasa
sintomatologia, es frecuente que el paciente acuda a la consulta cuando su

lesion ya lleva cierto tiempo de evolucion™.

1.4.3 Tipos de Leucoplasia Oral

En la actualidad se consideran dos formas clinicas: las leucoplasias

homogéneas y las leucoplasias no homogéneas.

Las leucoplasias homogéneas son definidas como lesiones
predominantemente blancas, uniformes, de apariencia delgada y de
superficie lisa y suave, y a veces cuarteada, arrugada u ondulada (fig. 7).
Generalmente sin infeccion por candidas y asintomaticas, por lo que suelen

descubrirse de forma casual durante una exploracion rutinaria.

12
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Fig. 7 Ay B. Leucoplasia homogénea.™

Las leucoplasias no homogéneas forman una superficie irregular.
Ocasionalmente son sintomaticas y provocan ardor. Dentro de éstas se

incluyen la eritroleucoplasia, la leucoplasia nodular y la leucoplasia exofitica.

La eritroleucoplasia es una lesién blanca en la que alternan zonas rojas (fig.
8). La leucoplasia nodular es una lesion blanca con granulos o nédulos
ligeramente elevados, redondeados, blanquecinos y/o rojizos (fig. 9). Estos
dos tipos se corresponden con la forma clinica descrita por Pindborg como
leucoplasia moteada, asociandose con una gran frecuencia a una infeccién

por Candidas.

La leucoplasia no homogénea exofitica, se caracteriza por aparecer como

una lesién blanca con proyecciones irregulares filiformes ( fig. 10).

La leucoplasia verrucosa proliferativa, descrita por Hansen es un tipo muy
agresivo de lesién no homogénea, multifocal o difusa y que de forma casi

constante evoluciona desarollando un COCE'°.

13
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Fig. 8 Eritoleucoplasia.®

Fig. 9 Leucoplasia nodular.®

Fig. 10 Leucoplasia no homogénea exofitica."”

La LO puede presentar un patron histopatolégico variable, desde una
hiperqueratosis sin displasia epitelial hasta una displasia severa con

fendmenos de atrofia o hiperplasia del epitelio.

Atendiendo a la presencia de displasia como dato fundamental, clasicamente
se ha distinguido dos tipos de leucoplasia: las displasicas y las no

displasicas. Las LO con displasia suelen corresponderse con las formas

14
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clinicas no homogéneas y pueden estar sobreinfectadas por candida
albicans. En las leucoplasias sin displasia el infiltrado inflamatorio del corion

suele ser escaso o esta ausente.®

1.5 HISTOPATOLOGIA

La leucoplasia puede presentar, desde una hiperqueratosis sin displasia
epitelial, hasta una displasia severa con fendbmenos de atrofia o hiperplasia
epitelial (fig. 11 A,B y C), clasicamente se han distinguido dos tipos de
leucoplasia: las displasicas y las no displasicas; la leucoplasia con displasia
corresponde con formas clinicas no homogéneas y pueden estar
sobreinfectadas por Candida albicans. En la leucoplasia sin displasia el
inflitrado inflamatorio del corion suele ser escaso o esta ausente.'® Su
presencia, que varia entre menos del 1%y el 30%, es globalmente aceptada
como una de los factores predictores de malignidad. Asi, los pacientes que
presentan leucoplasia oral con cambios displasicos desarrollan un CE hasta
en un 36%de los casos. Con ello se concluye que la presencia de displasia
histologica, independientemente de la gradacion histolégica, es considerada
un importante factor predictor de la transformacion neoplasica de la

leucoplasia® ( fig. 12 A,B y C).

15
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Fig. 11 A. Leucoplasia homogénea. B. Hiperqueratosis paraqueratésica con acantosis
(hematoxilina-eosina, x 40). C. Acantosis marcada en ausencia de cambios displasicos

(hematoxilina-eosina, x100).%

Fig. 12 A. Carcinoma de células escamosas sobre leucoplasia no homogénea. B.
Proliferacion celular maligna que invade la dermis papilar y reticular superficial (hematoxilina-
eosina, x40). C. Infiltrado neoplasico de células escamosas con marcada atipia celular y

desestructuracion arquitectural (hematoxilina-eosina, x100).2

1.6 DIAGNOSTICO

El diagnostico provisional se basa en el estudio clinico de la lesion. La
palpacion meticulosa de la lesion debera descartar la presencia de
induracion o dolor a la compresion de los tejidos, o que estaria mas en

consonancia con una lesion maligna.
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Dentro de la valoracién clinica es importante identificar los posibles factores
causales, pudiendo catalogar la leucoplasia como idiopatica, asociada al
tabaco o relacionada con un agente traumatico. En este ultimo caso, si en un
plazo de 2 a 4 semanas tras la eliminacion del agente irritativo no

desaparece la lesion se considerara el diagnostico clinico de leucoplasia.

Finalmente, es preciso realizar un hemograma y una bioquimica sanguinea
para detectar posibles estados sistémicos asociados, principalmente una
anemia sideropénica. En algunos casos puede estar indicado el practicar una

serologia luética.

El diagndstico definitivo se lleva a cabo, tras la eliminacién de los factores
etiologicos, mediante el estudio histopatologico de las lesiones persistentes.
Se realizara en todos los casos, incluso cuando se trate de leucoplasias
homogéneas con todos los rasgos de benignidad. Su principal objetivo reside
en excluir a otras entidades, fundamentalmente el carcionoma de células
escamosas.?? Ademas de la confirmacién del diagnéstico de leucoplasia es

importante conocer si existen signos de displasia y el grado de la misma.

En el caso de lesiones pequefias se recomienda una biopsia escisional, con
eliminacion completa de la lesién. Cuando se trata de lesiones extensas se
realizara una biopsia incisional, incluyendo en la toma el margen lesional y
algo del tejido normal adyacente. Deben elegirse las zonas clinicamente
sospechosas de malignizacién, como las areas eritroplasicas, engrosadas o
ulceradas. Si existe mas de un area sospechosa, se tomaran varias muestras
en la misma sesion. La tincién con azul de toluidin, que muestra apetencia
por las areas displasicas tiene una baja especificidad, pero puede ser Uutil
como ayuda al elegir la zona a biopsiar (fig. 13)."

17
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Fig. 13 Representacion esquematica de los pasos a seguir en el diagndstico de la

leucoplasia oral.?®

1.7 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Principalmente debe de realizarse con el carcionoma de células escamosas.
En el diagnédstico diferencial de la leucoplasia se incluyen aquellos cuadros
que cursan con lesiones blancas de la mucosa oral de tipo queratosicas que
no pueden ser desprendidas por raspado. Ya nos hemos referido a la
queratosis friccional y a la candidiasis hiperplasicas cronica. De la misma

forma, habria que considerar a los siguientes:

18
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1.7.1 Leucoedema

Aparece como una pelicula difusa, blanco-grisacea, de superficie arrugada,
que se extiende por la mucosa bucal (fig. 14). A diferencia de la leucoplasia,
que suele mostrar una coloracién blanca mas definida, el leucoedema se

hace mas visible o desaparece al tensar los tejidos.

Fig. 14 Leucoedema. 24

1.7.2 Leucoplasia vellosa

Se caracteriza por una lesion blanca de superficie arrugada, no desprendible
por raspado, localizada preferentemente en el borde de la lengua de forma
bilateral (fig. 15). Su diagndstico requiere la demostraciéon de la presencia

del virus de Epstein-Barr en la lesion.®

19
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Fig. 15 Leucoplasia vellosa.”®

1.7.3 Liquen plano oral

Cuando se presenta como una placa blanca solitaria es bastante dificil de
diferenciar de la leucoplasia. De todas formas, es frecuente que los bordes
de la placa de LPO tengan unos limites difuminados e incluso aparezca,

aunque sea de forma escasa, el tipico patron reticular (fig. 16 Ay B).?

Fig. 16 A y B Liquen plano erosivo que afecta de forma simétrica al dorso de lalengua y a la

mucosa yugal.27

20
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1.7.4 Lesiones liquenoides orales (LLO)

Pueden aparecer en la encia, lengua o mucosa bucal, en la proximidad de
distintas restauraciones metalicas, bien como una lesién queratdsica en

placa como una leucoplasia o bien simulando un liquen plano.
1.7.5 Lupus eritematoso

Las lesiones discoides orales son frecuentes en los individuos con lesiones
cutaneas de lupus discoide y en los que padecen lupus eritematoso
sistémico, pudiendo en ocasiones ser la primera manifestacion de dichos
cuadros. Algunas lesiones discoides orales pueden ser semejantes a la
leucoplasia y al LPO, si bien suelen tener un mayor componente eritematoso
y presentan una caracteristica disposicion radial de capilares en la periferia

de la placa.?®
1.7.6 Nevus esponjoso blanco

Son lesiones blancas, de superficie arrugada, que afecta a varias mucosas.
A nivel oral suele afectar a la mucosa bucal de forma simétrica. Son
asintomaticas, no existiendo evidencia de una posible transformacion
maligna (fig. 17 A, By C).?®

Fig. 17 A, B y C Nevus blanco espongiforme.?®
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1.8 MALIGNIZACION

La leucoplasia oral esta considerada por la OMS como una lesion
precancerosa, con dos cirscuntancias que ratifican esta apreciacion. La
primera es que en las proximidades de gran numero de carcinomas
epidermoides se han diagnosticado vestigios de leucoplasias. En segundo
lugar, se ha podido observar que con el paso del tiempo algunas
leucoplasias se han malignizado. Ademas, ambas entidades patologicas
comparten cambios morfolégicos y citolégicos observados en carcinomas in
situ, y comparten alteraciones cromosomicas, genomicas y moleculares

detectadas en canceres orales invasivos.*

El rango de transformacion maligna de la leucoplasia oral oscila segun los
estudios entre el 0, 13% vy el 17,5%. Diferentes estudios en los que se ha
realizado un seguimiento de pacientes con leucoplasia, han puesto de
manifiesto que existen unos factores clinicos, histopatolégicos y moleculares
relacionados con un mayor riesgo de potencial de transformacion maligna de

una leucoplasia.

1.9 TRATAMIENTO

El tratamiento de la leucoplasia tiene tres niveles de actuacion, que deben
adecuarse en funcion de los habitos del paciente, de las sobreinfecciones
asociadas, del tipo clinico, de la localizacién y de las caracteristicas

histopatoldgicas de la lesién.
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1.9.1 Modificacion de habitos del paciente

El primer paso consiste en actuar sobre los factores desencadenantes o
asociados a la leucoplasia. Deben eliminarse los elementos que puedan ser
el origen de microtraumatismos mecanicos relacionados con la lesion. Si el
paciente es fumador y consumidor habitual de bebidas alcohdlicas se le
recomendara que abandone estos habitos. Segun la literatura, entre el 50-
60% de las leucoplasias desencadenadas por fumar desaparecen a los 6-12

meses de abandonar el habito tabaquico.

1.9.2 Tratamiento médico

Si existe sospecha de una infeccion por Candida se establecera un
tratamiento antimicético tdépico con nistatina o miconazol durante 15 dias,
hasta el dia programado para la revision del paciente y la practica de la
biopsia. Si se detecta la persistencia de Candida en el tejido biopsiado, se
pautara fluconazol y otro derivado azdlico por via oral durante 15 dias mas.
Tras el tratamiento antimicético, algunas leucoplasias cambian de forma
clinica, evolucionando favorablemente hacia una hiperqueratosis o

disminuyendo su grado de displasia."’

1.9.3 Tratamiento tépico

Los principios activos mas utilizados en aplicacion topica son el acido
retinoico y la bleomicina. El acido retinoico debe aplicarse de 3-4 veces al
dia.®' También se ha ensayado la terapia citotdéxica tépica, mediante la
aplicacion de pincelaciones con una solucion de sulfato de bleomicina al 1%
en dimetil-sulféxido, durante 5 minutos diariamente hasta cumplir 2 semanas.
Estaria indicado en leucoplasia multifocales o localizadas en zonas

complejas para la cirugia.
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1.9.4 Tratamiento sistémico

Muchos autores han utilizado la vitamina A por via sistémica en grandes
dosis. Actualmente se utilizan derivados mas potentes y menos toxicos,
como el acido 13 ci.s-retinoico (isotretionina) y el etretinato a dosis de 1- 1,5
mg/kg/dia, repartiendo en tres tomas, durante 3-4 meses, lograndose en un
porcentaje importante de los casos una reduccidon o desaparicion de la

lesion.

1.9.5 Tratamiento quirurgico

La extirpacion de la lesibn puede ser llevada a cabo con cirugia
convencional, criocirugia o con laser de diéxido de carbono. En lesiones con
displasia estaria especialmente indicada la extirpacion quirurgica con bisturi
convencional, ya que permite el analisis histologico posterior de la pieza
quirdrgica y una valoracion de los bordes de la reseccién. Con frecuencia
requiere la reparacién plastica de la zona tratada con colgajos o injertos. La
vaporizacion de la lesion con laser de CO2 generalmente se reserva para

leucoplasia extensas sin displasias.’
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CAPITULO 2. MARCADORES MOLECULARES

El diagndstico de las lesiones precancerosas empieza con el examen clinico,
pero el estudio histopatolégico es el que proporciona la informacion de si
existe displasia (que hace referencia a diversas alteraciones del normal
desarrollo y maduracion de un tejido, en particular epitelial) y cual es el grado
de la misma.Este término orienta hacia el potencial o riesgo de malignizacion

de la lesion en cuestion.

En los ultimos afios se han publicado numerosos estudios acerca de la
aplicaciéon de marcadores de biologia molecular para la determinacion del
riesgo de cancer. Existen dos formas basicas por las que se ha estudiado
este hecho en el pasado. En algunos estudios transversales se han intentado
comparar la presencia y distribucion de estos marcadores en lesiones
precancerosas y en lesiones de carcionoma in situ. La otra forma en que esto
ha sido estudiado en el pasado ha sido a través de estudios retrospectivos,
en los que se ha comparado los marcadores moleculares de lesiones que
posteriormente dieron lugar a lesiones malignas con los de lesiones que

permanecieron en el tiempo sin malignizar.*

Un mejor conocimiento de la biologia molecular y del proceso de desarrollo
de cancer es la unica via para optimizar nuestras posibilidades de predecir el
potencial oncogénico de la leucoplasia. Recientemente, mediante estudios
de biologia molecular, se ha descrito que un porcentaje variable de
leucoplasias orales presenta alteraciones moleculares en comun con el CE
oral, con potencial oncogénico independiente de la atipia histologica. De
hecho, la aparicion de estas alteraciones citogenéticas se ha descrito en

leucoplasias sin atipia celular.
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> Pérdida de heterocigosidad o inestabilidad de microsatélites:
La pérdida de heterocigosidad en una célula representa la pérdida de la
funcibn normal de un alelo de un gen cuyo alelo homodlogo estaba

previamente inactivado.

El desarrollo de este fendbmeno en regiones cromosdmicas que contienen
genes supresores tumorales podria estar relacionado con el proceso de
malignizacién. La presencia de PDH en la leucoplasia oral y su posible valor
predictivo han sido recientemente revisados por Zhang y Rosin, que
establecen que las lesiones con PDH limitada a los cromosomas 3p y/o 9p
formarian parte del grupo de leucoplasias de riesgo intermedio, con un
incremento de riesgo de malignizacion de 3,8 veces, mientras que aquellas
lesiones que asocian la PDH de los cromosomas 3p y/o 9p con la pérdida de
uno o mas de los siguientes cromosomas: 4q, 8p, 11q, 13q y 17p, serian
consideradas como leucoplasias de alto riesgo, con un riesgo hasta 33 veces
superior de progresién a cancer. Por ultimo, se considerarian leucoplasias de

bajo riesgo aquellas que no presentan ninguna PDH de las mencionadas.

3¢ Aneuploidia:
En el caso de las neoplasias, las células diploides genéticamente estables
son sustituidas por células aneuploides inestables. Los estudios realizados
por Sudbg et al, se focalizaron en la medida del estado de ploidia en las
leucoplasias orales con displasia histoldgica. En este trabajo se comprobd
que la aneuploidia en la leucoplasia displasica era un marcador pronéstico de
progresion a carcinoma, con independencia de la reseccién con bordes

histolégicamente libres de enfermedad.®
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2.1 CLASIFICACION

Existen diferentes tipos de marcadores moleculares y tisulares, que, desde
una perspectiva molecular, puede proporcionar informacién adicional a la
recopilada en el examen clinico y estudio histopatoldgico, ya que presentan

alteraciones en su expresion o actividad en condiciones neoplasicas. Los

mas conocidos se describen en la siguiente tabla:

Marcadores de crecimiento

tumoral.

Ciclinas (A, B, Dy E).

Antigeno de proliferacion celular
nuclear.

P120, Ki-67/MIB.

AgNOR

Skp2 (S-phase kinase-interacting
protein 2).

Bcl2/BAG1.

HSP27 y 70 (Heat shock
proteins).

TELOMERASA

Marcadores angiogénicos.

VEGF/VEGF-R (FACTOR DE
CRECIMIENTO ENDOTELIAL
VASCULAR/RECEPTOR).

NOS2 (OXIDO NiTRICO TIPO
SINTASA II).

PD-ECGF (FACTOR DERIVADO
DE LAS PLAQUETAS, CELULAS
ENDOTELIALES Y FACTOR DE
CRECIMIENTO).

FGF (FACTOR DE
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CRECIMIENTO
FIBROBLASTICO).

Marcadores de superficie

celular.

CARBOHIDRATOS.
ANTIGENO DE
HISTOCOMPATIBILIDAD (HLA).
ANTIGENO CD57.

Marcadores intracelulares.

Citoqueratinas.

Marcadores de supresion
tumoral 'y de respuesta

antitumoral.

PROTEINA DEL
RETINOBLASTOMA (pRb).
INHIBIDORES DE LA CICLINA
DEPENDIENTE DE LA
QUINASA.

P53.

BAX.

Fas/FasL

CELULAS DENDRITICAS (DC)
CADENAS ZETA.

Marcadores de invasion tumoral

y potencial metastasico.

MMPs (Matrix-Metallo-Proteases.
CATEPSINAS.

INTEGRINAS.

CADERINAS | CATENINAS.
DESMOPLAQUINA/PLACOGLO
BINA.

Ets-1
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Marcadores de queratinizacion FILAGRINAS.

anomala. INVOLUCRINA.
e PROTEINAS DESMOSOMALES.
e ANTIGENO DE LA SUSTANCIA

INTERCELULAR.

e ANALISIS NUCLEAR.

Productos del acido

araquidonico.

Enzimas.

2.2 DESCRIPCION DE MARCADORES MOLECULARES

2.2.1 Marcadores de crecimiento tumoral

\V4
2\

CICLINAS (CICLINA A, B4, Dy, E): Son esenciales en el control del
ciclo celular. Su activacién avanza el inicio del ciclo celular e
incrementa la replicacién. Una elevada expresion de cdk; es un factor
critico en la progresion del cancer y se puede utilizar como marcador
predictivo en el prondstico del mismo. La proteina ciclina D4 tiene un
papel

malignizacion. La CD4 se encuentra sobreexpresada en un 39,62% de

importante en las fases mas tardias del proceso de
los carcinomas de células escamosas orales y faringeos.*
ANTIGENOS DE PROLIFERACION CELULAR NUCLEAR: Son
proteinas nucleares asociadas con la ADN-polimerasa. Aparecen en la
fase final de G4 y en la fase S. También se considera que forman parte
del complejo ciclina D-cdk, donde participan en las fases del ciclo
celular. Son indicativos de proliferacion celular.®

P120: Es un nuevo componente en la familia de las cateninas. Se trata

de una proteina asociada a la proliferacién nuclear en estadios
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precoces de la fase S. Se localiza junto al centrdmero del brazo largo
del cromosoma 11. Las alteraciones del complejo E-caderina-p120
pueden jugar un papel importante en la progresiéon tumoral. Una
pérdida de expresion de este complejo indica que la neoplasia se
encuentra en situacion de progresion.®

Ki-67/MIB: Son anticuerpos monoclonales. Los dos marcadores
aumentan cuando hay proliferacion tisular. Los niveles de Ki-67 tienen
una estrecha relacion con el grado histologico del carcinoma de
células escamosas oral.

AgNOR (Argyrophylic nucleolar organizer-region associated proteins):
Las proteinas AgNOR se han definido como anillos de ADN nuclear
que codifican para el ADN ribosomal. Son argirofilicas y constituyen un
indicador de proliferacion nuclear. La cuantificacion y distribucion de
las AgNOR son parametros subjetivos y no diagndsticos de lesiones
especificas, pero son Uutiles como complemento al estudio
histopatolégico, para conocer el grado de alteraciones celulares y
nucleares existentes. Es el unico marcador de este grupo que tiene
una importante asociacién con el prondstico y podria ser indicativo del
grado de malignidad.

Skp2 (S-phase kinase-interacting protein 2): Una alta expresion esta
ligada a una disminucion del p27 y se ha relacionado con un mal
prondstico.

Bcl2/BAG1: La proteina antiapoptética Bcl2 se encuentra en la
membrana mitocondrial. Es regulada por la proteina p53. Forma parte
del sistema de regulacion que controla el ciclo celular y la induccién de
la apoptosis. Altas concentraciones de Bcl2 pueden prevenir la
induccion de varias formas de apoptosis, dando lugar al desarrollo de
carcinomas, favoreciendo la aparicion de mutaciones y progresion

tumoral. La funcion de la BAG1 es inversa a la de Bcl2.

30



Diagnostico y marcadores moleculares del potencial maligno de la leucoplasia oral.

>X HSP27 y 70 (Heat shock proteins): Parecen estar asociadas con
mutaciones del gen p53. La proteina HSP27 se encuentra en mucosa
normal y en pequefos tumores. Se detectan niveles elevados de
HSP70 en los carcinomas de células escamosas orales. Ambas
interactiian con Bcl2, dando soporte al efecto de proliferacion.®

3¢ TELOMERASA: Se trata de una estructura proteica del ADN, situada
en el extremo de los cromosomas eucariotas. La actividad telomérica
es esencial para controlar el potencial indefinido de la divisién y de la
inmortalidad de las células eucariotas. Esta actividad, que en las
células somaticas normales no se detecta, puede valorarse en los
tejidos biopsiados. Como en otros tumores, esta actividad se utiliza
como marcador, en el diagnostico de lesiones preneoplasicas o
neoplasicas de la mucosa oral, ya que entre el 80-90% de los tumores
tienen un elevado nivel de expresidon telomérica, en particular de la
subunidad hTERT (actividad catalitica). La deteccién, sobre todo de la
subunidad hTERT, puede ser utii como marcador de diagndstico
adicional, especialmente en la deteccién precoz del carcinoma de

células escamosas.>®

2.2.2 Marcadores angiogénicos

La angiogénesis provee el aporte nutricional en el crecimiento y metastasis
de los tumores sdlidos. Algunos factores de crecimiento como las citocinas
inflamatorias y angiogeninas®* son conocidas como promotoras de la

angiogénesis tumoral; las mas estudiadas son:

X VEGF/VEGF-R (FACTOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL
VASCULAR/RECEPTOR): es una citocina con multiples funciones que
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controla la angiogénesis y también actua como factor de supervivencia
de las células endoteliales, realzando la expresion de bc12, Bc12 y
VEGF; estas regulan la expresion de la citoquina proangiogénica
interleuquina 8 (IL8).

NOS2 (OXIDO NITRICO TIPO SINTASA Il): se considera el
responsable de la angiogénesis en los canceres y también en la
metastasis tumoral a distancia; la enzima NOS2 se ha encontrado en
las metastasis linfaticas.

PD-ECGF (FACTOR DERIVADO DE LAS PLAQUETAS, CELULAS
ENDOTELIALES Y FACTOR DE CRECIMIENTO): es una citocina
angiogénica que deriva de las plaquetas. Se han encontrado en la
microvascularizacion del carcionoma escamocelular.

FGF (FACTOR DE CRECIMIENTO FIBROBLASTICO): son una
familia de polipéptidos que regulan la proliferacion y diferenciacion
celular. ElI FGF-1 no esta directamente relacionado con el proceso de
proliferacion celular en el carcinoma escamocelular, aunque una
menor concentracion de él en la carcinogénesis puede influir en una

mala diferenciacion.>

2.2.3 Marcadores de superfice celular

Entre los que se encuentran:

\V4
2\

CARBOHIDRATOS: el incremento de la mucina en la superfiecie
celular se relaciona con un aumento en el grado de la displasia.
Durante el desarrollo tumoral maligno, la sintesis de estos
carbohidratos se altera por la expresion aberrante de las
glucosiltransferasas. Algunos patrones de expresion aberrante
aparecen en lesiones premalignas sin displasia epitelial, lo que
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sugiere que los cambios de antigeno de histocompatibilidad
sanguineo aparecen en etapas precoces del desarrollo tumoral.
3 ANTIGENO DE HISTOCOMPATIBILIDAD (HLA): las moléculas que

forman el complejo de inmunohistocompatibilidad clase 1 tiene un

N\Z

papel muy importante en la inmunidad.

3¢ ANTIGENO CD57: se encuentra en la membrana de las células
linfoides y nerviosas; en la LO con displasia moderada o severa existe
un aumento del porcentaje de linfocitos CD57, respecto a los tejidos

normales.’

2.2.4 Marcadores intracelulares

Como las citoqueratinas, las cuales son estructuras proteinicas de las células
epiteliales como los queratinocitos, existen 19 citoqueratinas que se dividen
en dos subtipos. Los cambios en la expresion de estas proteinas no se
pueden considerar predictores del desarrollo de displasia, pero se
encuentran en intima relacion con el desarrollo del cancer cuando estas
proteinas desaparecen. Se ha demostrado que la expresion de CK19y CK8
en la capa de células suprabasales de la mucosa oral puede utilizarse como
marcador de diagndstico de lesiones precancerosas orales y la expresion de

CK19 se ha localizado en las fases inciales de la carcinogénesis.*

2.2.5 Marcadores de supresion tumoral y de respuesta antitumoral

3¢ PROTEINA DEL RETINOBLASTOMA (pRb): Es un factor clave del
punto de comprobaciéon de G4q; por tanto es la llave del punto R.
Koontongkaew y cols. Han encontrado una sobreexpresion de esta
proteina en un 58,49% de los carcinomas orales estudiados. La
desregulacion de la pRb da lugar a aberraciones de distintas proteinas
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celulares, como la CD4 y la CDKy4; este mecanismo es necesario para
el desarrollo del cancer oral y faringeo.*®

INHIBIDORES DE LA CICLINA DEPENDIENTE DE LA QUINASA:
Hay 2 familias de CDKIs: |la familia de p21 y la familia de INK4. La p21
es el gen inhibidor universal de las CDKs; se localiza en el cromosoma
6. En condiciones normales forma un complejo con las ciclinas. Hay
una asociacion entre la expresion de p21 y el grado de diferenciacion
tumoral. Es muy posible que la sobreexpresion de p21 sea causada
por mecanismos de transactivacién p53-independiente.

P53: El p53 es una fosfoproteina de 53 kDA, formada por 393
aminoacidos, descubierta en 1970. Tiene un papel importante en el
control del ciclo celular, actuando como factor de transcripcion, de la
estabilidad gendmica, de la diferenciacion celular y de la apoptosis.
Las aberraciones del gen p53 son las alteraciones genéticas mas
frecuentes en el cancer oral. La deteccién de esta proteina suele
indicar la ineficacia de los mecanismos estabilizadores, es decir, hay
una pérdida de la funcion proapoptética, lo que da lugar a un
crecimiento continuo tumoral. Este gen no se detecta en el estudio
inmunohistoquimico de las células normales. La deteccion de p53 en
areas adyacentes preinvasivas de carcinoma escamoso y de lesiones
displasicas sugiere que puede constituir un avance en la historia
natural del cancer oral. En diferentes estudios se ha demostrado, que
la expresion de la proteina p53 en biopsias donde existen displasias
orales y carcinomas in situ es precedida por cambios histologicos
malignos en meses 0 semanas. Pero no es posible concluir que se
trate de un biomarcador intermedio de riesgo, ya que su mutacion es
relativamente tardia en el proceso carcinogénico, aun cuando, para
Bautista y Santiago, la inmunolocalizacién de la p53 aparece en
estadios muy precoces del carcinoma de células escamosas. En todo

caso, la mutacion de la p53 o su sobreexpresion no son suficientes,
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para que se desarrolle el carcinoma oral. Esta alteracién se encuentra
en una proporcién que varia entre el 11 y el 80% de los carcinomas
aerodigestivos. En un estudio realizado por Schildt y cols.
recientemente, se ha encontrado que en un 63% de los carcinomas
orales se sobreexpresa la p53 y en un 36% hay mutaciones de la p53.
Las alteraciones de expresion de la p53 en las lesiones premalignas
se asocian a un aumento de la polisomia cromosoémica (Fig. 18).33
BAX: Cofactor de p53 que actua en la induccion de la apoptosis. Es
inducido por la p53. Bajos niveles de Bax se han relacionado con mal
pronostico del carcinoma de células escamosas.

Fas/FasL: Son mediadores de la apoptosis y pertenecen a la familia
de TNF-R. FasL se ha encontrado sobreexpresada en carcinoma de
células escamosas. Si no se encuentran receptores de Fas, ello indica
que hay una mala diferenciacion tumoral.

CELULAS DENDRITICAS (DC): Pueden generar una respuesta
antitumoral importante. Una sobreexpresion de ellas indica buen
prondstico.

CADENAS ZETA: Se han identificado recientemente como parte de
receptor de células T, que participan en la defensa tumoral. La
carencia de expresion de las cadenas zeta en tumores se ha asociado

a menor supervivencia.
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FIG. 18 Interrelacion entre los distintos genes implicados en la tumorigénesis de canceres de cabeza y cuello.

2.2.6 Marcadores de invasion tumoral y potencial metastasico

X MMPs (Matrix-Metallo-Proteases): Son metaloenzimas de zinc. Su
expresion se ha puesto de manifiesto en el carcinoma de células
escamosas oral y se relaciona con el estadio del tumor.

3¢ CATEPSINAS: Estas proteasas lisosomales realzan el efecto de la
invasion tumoral y sus metastasis.

> INTEGRINAS: Son una familia de receptores de superficie celular.
Estos receptores transmembrana estan compuestos por 2
subunidades: alfa y beta. La expresidon de la integrina avb6 es
inducida durante la génesis del tumor y la reparacién epitelial. Existen
diversos estudios que demuestran que la integrina a,[3 se expresa en

el carcinoma de células escamosas de la cavidad oral. En el estudio
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realizado por Hamidi y cols., el 41% de las leucoplasias expresaban la
integrina a,Rs , que podia estar asociada a procesos de reparacion
epitelial, inflamacion o transformacion maligna. La expresion de esta
integrina parece ser necesaria, pero no suficiente para que se
produzca dicha transformacion.

CADERINAS | CATENINAS: Su funcion principal es el mantenimiento
de la polaridad y la arquitectura tisular. La expresion de estas
moléculas es inversamente proporcional a la diferenciacion tumoral.
DESMOPLAQUINA/PLACOGLOBINA: Una baja expresiéon de estas
moléculas se ha relacionado con metastasis a distancia.

Ets-1: Protooncogén que actua como un factor de transcripciéon. Se ha

relacionado con el estadio tumoral y las metastasis linfaticas.>®

2.2.7 Marcadores de queratinizacion anémala

N7
o\

FILAGRINAS: Son proteinas ricas en histidina, que se encuentran en
las capas granular y cérnea del epitelio normal. Son responsables de
la agregacién de queratina entre los filamentos, en los estadios finales
de la diferenciacion de los queratinocitos. En las leucoplasias orales
las filagrinas aparecen en el estrato cérneo y en los carcinomas orales
forman perlas de queratina. Se supone que su expresion es
independiente del grado de atipia histologica.

INVOLUCRINA: Es un producto de diferenciacion de los queratinocitos
y se piensa que su expresion es independiente de la agresividad
tumoral o de la atipia histolgica.>®

PROTEINAS DESMOSOMALES: Constituyen un complejo. En un
estudio realizado sobre la glicoproteina desmosomal 1 se observd que
su expresién estaba muy reducida en tumores primarios poco
diferenciados y cuando existian metastasis en ganglios linfaticos

cervicales.

37



\7
2\

>
>
>

Diagnostico y marcadores moleculares del potencial maligno de la leucoplasia oral.

ANTIGENO DE LA SUSTANCIA INTERCELULAR: Se encuentra
parcial o totalmente ausente en el 92 % de las leucoplasias orales con
displasia y en un 26 % de las leucoplasias sin displasia. La pérdida de
expresion de este antigeno se observa en el 95 % de los carcinomas
orales.

ANALISIS NUCLEAR: El trabajo de Sudbo y cols, expone que se ha
producido un avance importante en la valoracion del riesgo de cancer
oral en pacientes que tienen leucoplasias, mediante el analisis del
ADN. Por tanto, el ADN es un potente predictor de riesgo de la
transformacién maligna de una lesion. Una de las técnicas mas
sensibles en el estudio de los cambios clonales en tumores y lesiones
premalignas es el analisis basado en el empleo de la reaccion en
cadena de la polimerasa (RCP). La ventaja de este procedimiento es
que precisa una cantidad minima de ADN. Este analisis puede
realizarse con células exfoliadas por raspado de las superficies
sospechosas, pudiéndose obtener mucha informacion mediante una
técnica no invasiva. En el andlisis nuclear se valoran diferentes

parametros:

1) Estado ploide del ADN (de apareamiento cromosémico), que refleja el

riesgo de cancer oral:

Anaploide: RIESGO ALTO.
Tetraploide: RIESGO INTERMEDIO.
Diploide: RIESGO BAJO.

A modo de orientacion, el 32% de las leucoplasias orales y el 45% de los
carcinomas de células escamosas tienen nucleos anaploides. Un 29% de
nucleos anaploides se encuentran en leucoplasias sin displasia, un 22% en
leucoplasias con displasia leve y un 67% en leucoplasias con displasia

grave.®® Por tanto, se puede decir que la informacién molecular permite
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redefinir la valoracion del riesgo de cancer oral y sirve de guia de tratamiento
frente a lesiones como la leucoplasia. Es decir, que las leucoplasias orales
anaploides requieren tratamientos mas agresivos, para prevenir su evolucion

hacia la malignidad.

2) Polisomia cromosomica: Es un determinante de inestabilidad genética.
Para Kim y cols, en las areas catalogadas de alto riesgo de malignizacion
existe gran polisomia cromosdmica, en comparacion con areas de bajo
riesgo. Estas polisomias son mucho mas numerosas en epitelios displasicos

que en epitelios hiperplasicos.>?
2.2.8 Productos del acido araquidénico

Los metabolitos de la lipooxigenasa, incluyendo la prostaglandina E2, el
acido hidroxieicosatetraenoico y el leucotrieno B4, se encuentran
incrementados en el carcinoma escamoso oral. Sin embargo, no se ha
profundizado en el estudio del papel que desempefian en la potencialidad de

malignizacion.
2.2.9 Enzimas

La glutation S-transferasa (GSTs) es una isoenzima que actua en la segunda
fase del metabolismo celular. Pertenece a una compleja familia de proteinas
multifuncionales. Desarrolla un papel importante de proteccién celular frente
a agentes citotdxicos y carcinogénicos. Existen 3 tipos de GST: a, By 1. En
diversos trabajos se ha demostrado que existe una sobreexpresion de GST-!
en los tejidos humanos con cancer, en lesiones orales premalignas y durante
la carcinogénesis oral experimental. Por tanto, puede emplearse como
marcador tumoral de lesiones epiteliales premalignas orales. Se ha
observado que la displasia epitelial y la GST-1r estan relacionadas con una

disfuncién inmunoldgica local.
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2.2.9.1 COX-2

La COX es una enzima que limita la tasa de produccion de prostaglandinas
(PGs) y tromboxanos (TxB) a partir de acido araquidonico libre. El precursor
de PGs es el acido araquidonico, un acido graso poliinsaturado de 20
carbonos. El primer paso en la sintesis de PGs es la hidrdlisis de fosfolipidos
para producir araquidonato libre, una reaccion catalizada por la fosfolipasa
A,. El oxigeno molecular es anadido al acido araquidonico en una reaccion
catalizada por la actividad ciclooxigenasa de COX (fig.19 A y B). Esta
reaccion produce un producto inestable, PGG,;, que es convertido
rapidamente a PGH; por la actividad peroxidasa de COX. PGHj;es el
precursor comun para todos los prostanoides (p.ej. prostaglandinas vy
tromboxanos), en reacciones catalizadas por sintasas especificas y
diferentes. La enzima es bifuncional y se presenta en dos formas distintas: la
enzima COX-1 que se expresa constitutivamente y esta presente en la
mayoria de las células y tejidos, y la isoenzima COX- 2 que es inducible y se
expresa en respuesta a citoquinas, factores de crecimiento, oncogenes,

estimulos y carcinégenos del tabaco.?

Fig.19 A Mecanismos celulares de oxidacion del acido araquidénico (AA) y sus productos. El AA puede
ser oxidado en las células por diferentes rutas dando lugar a diferentes grupos de compuestos. De
entre todos ellos, los mas conocidos y los que poseen actividades biolégicas méas importantes son los

prostanoides, los productos de la ciclooxigenasa y los leucotrienos, un producto de la 5- lipooxigenasa.

40



Diagnostico y marcadores moleculares del potencial maligno de la leucoplasia oral.

Fig.19 B Ruta enzimatica de la ciclooxigenasa y sus productos finales. La sintesis de
protanoides requiere tres enzimas, fosfolipasa, que libera el AA de los fosfolipidos de la
membrana, la ciclooxigenasa , que realiza dos actividades: ciclooxigenacion y peroxidacion y
finalmente las PG sintetasas o isomerasas que generan compuestos especificos. Los

fosfolipidos pueden ser utlizados como precursores para la sintesis de PAF.%

La enzima COX-1 esta constitutivamente expresada en bajos niveles en la
mayoria de los tejidos y sintetiza la prostaglandina pertinente para satisfacer

las funciones fisiolégicas normales. Por el contrario COX-2 no suele estar
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presente en la mayoria de las células, pero una fuerte regulacién le permite
ser rapidamente expresada en respuesta a sefales relacionadas con el
crecimiento. Este rapido incremento en la expresion resulta en un aumento
en la sintesis de prostaglandinas asociadas con la inflamacion vy
carcinogeénesis, existiendo evidencias tangibles que COX-2 esta sobre
expresada en células estromales extra e intratumorales y asi como en
neoplasicas propias del tumor. Hay varios mecanismos que explican la sobre
expresion de COX-2 en estos tipos celulares: la expresion de COX-2 esta
generalmente regulada a nivel transcripcional y post-transcripcional, aunque
también puede ser regulada por la tasa de sintesis / degradacion de la
proteina; el promotor de COX- 2 humano contiene multiples sitios de union a
factores transcripcionales, incluyendo el elemento de respuesta a cAMP y
sitios de union potenciales para Myb, para factores moleculares interleucina-
6 (NF-IL6) y kB (NFkb), y para factores Ets. De todos estos sitios de unién,
los mas proximos al inicio de la transcripcion son sensibles a varios
estimulos. Puesto que COX-2 es una sintetasa de prostaglandinas, la
consecuencia mas obvia de la sobre expresion de COX-2 es el aumento en
la produccién de prostaglandinas. El incremento en la sintesis de PG puede
contribuir a la carcinogénesis de varias formas, siendo destacable la
estimulacion del crecimiento celular: PGE, y PGF; estimulan la mitogénesis
en sinergia con el factor de crecimiento epidérmico (EGF). COX-2, esta sobre
expresada en una variedad de condiciones premalignas y malignas,
incluyendo leucoplasias orales y CCS. Niveles altos de COX-2 pueden
contribuir a la carcinogénesis modulando el metabolismo xenobidtico,
apoptosis, vigilancia inmune y angiogénesis. Se piensa que las PGs pueden
ser importantes en la patogénesis del cancer debido a efectos en la
proliferacion celular, angiogénesis, vigilancia inmune y apoptosis. Los niveles
de COX-2 también estan incrementados en la mucosa aparentemente normal

adyacente a CCS. Existen multiples evidencias que no s6lo demuestran la
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sobre expresion de COX-2 en CCS sino que también sugieren la relacion

existente entre COX-2 y desarrollo tumoral.®
2.2.9.2 Mecanismos de COX-2 relacionados con la carcinogénesis

COX-2 puede afectar a multiples mecanismos importantes en la
carcinogénesis. En general, COX-2 se sobre expresa durante el proceso
tumoral, desde hiperplasia temprana a enfermedad metastasica (Fig. 20). En
este sentido, se han detectado altos niveles de COX-2 en epitelio neoplasico,
en células inflamatorias y vasculares intra y adyacente al tumor. Los
metabolitos derivados de COX- 2 a partir de células inflamatorias de la

infiltracién contribuyen también al proceso carcinogénico.®
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Fig. 20 El desarrollo de lesiones preneoplasicas orales a carcinoma de células escamosas
es un proceso de multiples pasos que implica la activacion de oncogenes y la pérdida de
genes supresores tumorales como por ejemplo p53. Durante el desarrollo de este proceso,
en carcinoma de cabeza y cuello, se produce una activacion anormal de la expresion de
EGFR/TGF.”

2.2.9.3 Metabolismo xenobidtico

La COX-2, enzima bifuncional, posee actividad peroxidasa y ciclooxigenasa;
la actividad peroxidasa cataliza la conversion de procarcinédgenos a
carcindgenos. Las reacciones oxidativas son catalizadas principalmente por
el citocromo P-450S. Tejidos como los del tracto aerodigestivo superior
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generalmente poseen bajas concentraciones de P-450S vy, por lo tanto,
cantidades significativas de xenobioticos pueden ser oxidados a mutagenos
por la actividad peroxidasa de COX-2. De este modo, la sobreexpresion de
COX-2 puede conducir a dafios en el ADN, contribuyendo de este modo al

proceso de carcinogénesis.*
2.2.9.4 Apoptosis

Se ha comprobado que la apoptosis o0 muerte celular programada disminuye
durante la carcinogénesis y la sobreexpresion de COX-2 en células
epiteliales conduce a un descenso de la apoptosis. Este efecto ha sido
atribuido, al menos en parte, a un aumento en los niveles de la proteina anti-
apoptética Bcl-2. Posiblemente, la sobreexpresion de COX-2 prolonga la
supervivencia de células anormales favoreciendo la acumulacion secuencial

de cambios genéticos que aumentan el riesgo de carcinogénesis.
2.2.9.5 Inflamacién

La inflamacion cronica es un factor de riesgo reconocido en la carcinogénesis
de los epitelios. La sobreexpresion de COX-2, mediada por citoquinas,
contribuye al incremento en la sintesis de PGs en tejidos inflamados,
proporcionando la base para una relacion causa efecto entre la inflamacién

cronica y la carcinogénesis por medio de una sobreexpresion de COX-2.
2.2.9.6 Angiogénesis

Cualquier aumento significativo en la masa tumoral debe ser precedido por
un incremento en el suministro vascular con el fin de poder aportar los
nutrientes y oxigeno al tumor. Recientemente, se ha encontrado que los
niveles de COX-2 estan correlacionados con la expresiéon de VEGF y la

vascularizacion del tumor en CCS® (Fig. 21).
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Fig. 21 Dibujo esquematico de una carcinogénesis en donde se muestra la transicién desde
el epitelio preneoplasico oral hasta el carcinoma de células escamosas. Cuando la
leucoplasia naciente se expande, COX-2 se activa en el epitelio que se esta transformando y
desempefia un papel esencial en el crecimiento posterior. El incremento de los niveles de
COX-2 en la lesion premaligna desencadena la sobreexpresion del EGFR, un evento que

ocurre pronto en el desarrollo de la carcinogénesis epitelial oral.*

2.3 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR PARA EL
DIAGNOSTICO DE LOS MARCADORES MOLECULARES CON
POTENCIAL MALIGNO DE LA LEUCOPLASIA ORAL

Una vez secuenciado el genoma humano, hay que acotar y otorgar su
funcién a cada fragmento de ADN correspondiente a un gen. El Proyecto
Genoma Humano ha revelado que los diez billones de pares de bases que
forman el ADN codifican entre 30.000 y 40.000 genes (1). EI ADN de las
células de un organismo contiene la informacion genética necesaria para la
construccion de sus proteinas, que determinaran la funcion biolégica del gen
o la patologia de la enfermedad. La molécula de ARNm (ARN mensajero) es
una copia de esta informacion mediante un proceso conocido como

transcripcion. La informacion codificada en la molécula de ARNm es
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interpretada en un proceso denominado traduccién que tiene como fin la

construccion de la proteina.

Sin embargo, el mero conocimiento de la secuencia de bases del ADN no es
suficiente para definir la funcion biolégica o la patogenicidad de la
enfermedad. Para alcanzar este conocimiento se han desarrollado técnicas
basadas en los perfiles de expresion, que a su vez han favorecido la
deteccion de nuevos protooncogenes, genes supresores tumorales y

modificaciones genéticas involucradas en la carcinogénesis oral.*°

2.3.1 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Las principales técnicas de biologia molecular disponibles actualmente para
los investigadores, en el campo del cancer y precancer oral, se clasifican
segun el tipo de material biolégico como: ADN, ARN o proteinas. Entre las
técnicas mas utiles en este proceso se encuentran: la electroforesis en gel,
las técnicas de hibridacion, la tecnologia microarray, los biochips, la PCR
convencional, la cuantitativa o la transcriptasa inversa, las técnicas de
Southern, Northern y Western blot, la secuenciacion de ADN, la clonacién de
genes, la inmunohistoquimica, el ensayo ELISA y la citometria de flujo.
Destacan en particular por su gran utilidad, la tecnologia microarray, los
biochips y la PCR.

En las tablas 1 y 2 aparecen explicadas las técnicas principales, clasificadas
en grupos segun el tipo de material genético que pretendamos analizar:
ADN, ARN o proteinas.*
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2.3.1.1 Microarray

El concepto de los microarrays basados en anticuerpos fue propuesto por
Ekins y Chu en la segunda mitad de la década de 1980. Probaron
matematicamente que estos arrays permitian determinar multiples niveles
proteicos de forma simultanea y con una alta sensibilidad. Posibilitan, por
tanto, identificar y cuantificar proteinas, asi como estudiar su funcién. La
limitacion de los microarrays de ADNc es que no son capaces de detectar
modificaciones que ocurran después de la transcripcion (metilacion,
fosforilacién, etc), permitiendo en este caso s6lo una visiéon parcial del

proceso.*'.

La tecnologia microarray permite la miniaturizacion del proceso de
hibridacion de las secuencias de nucledtidos en superficies microscopicas,
que normalmente son leidas por un laser capaz de interpretar los fluoroforos.
Pueden usarse para detectar ADN, ARN o proteinas y permiten analizar
incluso todo el genoma humano conocido en un unico experimento. El
microarray permite analizar los niveles de expresidbn de un gen,
determinando la cantidad de material genético presente. Son ensayos
sencillos que requieren un material muy accesible, de alta validez y

reproducibilidad.

En lesiones potencialmente malignas, como la leucoplasia oral, se ha
empleado la tecnologia microarray para identificar genes que sirvieran de
biomarcadores para las lesiones displasicas con potencial para progresar a
COCE, estableciéndose la tecnologia microarray como el método de eleccién
para analizar los marcadores potenciales de progresion de la displasia

epitelial.

50



Diagnostico y marcadores moleculares del potencial maligno de la leucoplasia oral.

En general, el procedimiento del microarray puede dividirse en las siguientes

fases:

1. Fabricacion del array.

2. Aislamiento y marcaje del material genético.

3. Aplicaciéon de la muestra marcada al array y medicion de la hibridacion.

4. Analisis e interpretacion de los datos. Una técnica frecuentemente
empleada para el estudio del cancer oral es la aplicacion de la
inmunohistoquimica a muestras recogidas en tissue microarrays (TMA) (Fig.
22).

Fig. 22 Construccion y analisis de un TMA a partir de muestras fijadas en formaldehido y
embebidas en parafina. A) marcaje de la zona de interés en portaobjetos y parafinas. B)

fijacion del bloque recibidor en el micromoto. C) confeccion del cilindro recibidor. D) toma de

51



Diagnostico y marcadores moleculares del potencial maligno de la leucoplasia oral.

la regidon marcada. E) colocacion en el cilindro preconfeccionado. F) recoger el resto de las
muestras en el bloque recibidor de la misma manera. G) corte del TMA. H) tincién con

hemotoxilina/ eosina y/ o inmunotincién. ) visualizacion mediante microscc')pico.40

La Gendmica y la Protedmica utilizan para su estudio en el campo de los
biochips, los ADN-chips y los microarrays proteicos, respectivamente. Con
las proteinas, el escenario se vuelve mas complicado por varias razones,

entre las que se encuentran las siguientes:

\7
I\

La amplia variedad proteica permite muchas formas de

funcionalizacion e hibridacion.

I\

La técnica no consigue una amplificacion de proteinas igualable a la
PCR.

Requiere una herramienta de analisis estadistico para cuantificar las

\7

\7
I\

uniones de la estructura tridimensional proteica.

Los métodos de transporte e inmovilizacion pueden producir la

\7
I\

desnaturalizacién o inactivacion de las proteinas.*

2.3.2 PCR

Otra técnica muy utilizada por su enorme potencial replicativo es la PCR (por
Polymerase Chain Reaction), la convencional, la semicuantitativa pero con
un limite de deteccion mucho mayor que el resto de las técnicas, o
cualquiera de sus variedades. Esta técnica fue descrita inicialmente por
Khorana y colaboradores en 1974, y perfeccionada por Mullis en 1986,
siendo de las mas empleadas actualmente. Permite la amplificacion de un
fragmento de ADN de interés (por ejemplo un gen), obteniendo millones de
copias, en so6lo 30 6 50 ciclos de reaccion. La PCR requiere material genético

bicatenario (ADN molde o template), que se separa en las dos hebras
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mediante incrementos de temperatura, y donde cada uno de los filamentos
aislados sirve de molde para la sintesis y amplificacion de nuevas hebras de
ADN. Entre las variaciones de esta técnica se encuentran la PCR en tiempo
real (PCR cuantitativa), capaz de determinar el numero de copias de ADN
presentes en una muestra, o la PCR transcriptasa inversa, adaptada para
analizar ARN mensajero monocatenario mediante un paso previo de
conversion a ADN complementario bicatenario. Esta técnica puede usarse en
los casos en que se dispone de niveles de ARN insuficientes para la técnica
de Northern blot. Existe una PCR especialmente disefiada para la deteccion
de las metilaciones en los genes implicados en la carcinogénesis oral. Es la
Methylation-Specific PCR o MSP, que precisa de un tratamiento especial de
la muestra con bisulfito sédico para diferenciar las bases metiladas de las no

metiladas.*®

2.4 QUIMIOPREVENCION

La prevencion utilizando farmacos, o quimioprevencién, han sido estrategias
evaluadas y constituyen a dia de hoy una débil promesa para disminuir la
morbilidad y mortalidad asociada con el cancer. Se han evaluado diversos
agentes como posibles terapias quimiopreventivas. Entre ellas cabe destacar
vitaminas (A, E, C) y minerales (Selenio). En cuanto a la busqueda de
nuevas dianas moleculares, otros estudios han incluido los inhibidores de
COX-2, e inhibidores de EGFR vy el receptor de activacion de proliferacion de
peroxisomas (PPAR gamma) (Fig. 23) como posibles agentes terapéuticos.*
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Fig. 23 El bloqueo del EGFR provoca la inhibicion de las rutas de sefalizacion dentro de la
célula tumoral provocando un descenso de la proliferacion, angiogénesis e invasién, y un

incremento de apoptosis44.

>€ Inhibicién de la ciclooxigenasa 2

La COX-2 esta sobreexpresada de forma selectiva en lesiones displasicas
aneuploides, que son consideradas como las variantes con mayor potencial
de malignidad. Dicho fendbmeno ocurre durante la transicion maligna de la
mucosa oral, que de alguna forma esta relacionada con la presencia de

inestabilidad gendmica.
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3¢ Inhibicién de receptor del factor de crecimiento epidérmico.

Los inhibidores especificos de tirosin-quinasa para EGFR son dianas
terapéuticas prometedoras en el control del carcinoma de cabeza y cuello. El
EGFR esta sobreexpresado en la mayoria de las lesiones orales premalignas
y malignas, y se asocia con un estadio avanzado y un descenso de la
supervivencia. HER2 (erbB-2), un miembro de la familia del EGFR, también
se encuentra sobreexpresado en la carcinogénesis oral. De hecho, se ha
observado que la terapia combinada de paclitaxel con PKI199 (inhibidor
irreversible del dominio tirosin-quinasa del EGFR) prolonga la supervivencia
en el cancer de lengua mediante el incremento de la muerte celular

programada.®

2.4.1 Terapias combinadas de inhibidores de COX-2/inhibidores de
EGFR

Torrance describié un mayor nivel de prevencidon de cancer mediante el uso
combinado de agentes contra dos dianas moleculares: COX-2 y EGFR. En
concreto, EKB-569 (inhibidor irreversible del dominio tirosin-quinasa
intercelular de EGFR) combinado con sulindaco (inhibidor COX no selectivo)

demostré una mayor actividad en modelos animales de neoplasia intestinal.

En estudios de cultivos celulares procedentes de leucoplasias aneuploides
se observd la existencia de una relacion cruzada entre las vias de
sefnalizacion de COX-2 y EGFR. Ello establece que el bloqueo de ambas
vias es necesario para una eficiente prevencion del desarrollo del cancer oral
por su efecto sinérgico en el control de la leucoplasia. Este doble bloqueo
también resultaria beneficioso en el control de los efectos nocivos producidos
por el tabaco sobre la mucosa oral, ya que este agente oncogénico provoca

la activacion de EGFR que, secundariamente, genera un aumento de los
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niveles de COX-2. Por tanto, la inhibicion combinada de EGFR y COX-2 es
una estrategia prometedora en la prevencién y en el tratamiento del cancer

de cabeza y cuello.®

2.4.2 Farmacos agonistas de PPAR-gamma: antiinflamatorios no

esteroideos

Estudios epidemiolégicos han demostrado la eficacia anticarcinogénica de
los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) en neoplasias fundamentalmente
colorrectales, gastricas y esofagicas. Su actividad antioncogénica esta
mediada por su efecto agonista sobre PPAR gamma. Ello puede inducir
apoptosis a través de la activacion de las cas- pasas. Los AINE estudiados
comprenden la indometacina, el ketoprofeno y el ibuprofeno, que son

capaces de actuar como agonistas de PPAR gamma.
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CONCLUSIONES

La leucoplasia oral, es considerada la lesion premaligna mas frecuente en la
poblacién en general, debe ser perfectamente caracterizada con la finalidad
de definir aquella variante de alto riesgo con mayor potencial de
transformacion maligna. Los marcadores prondsticos tradicionales de las
leucoplasias, como son las caracteristicas clinicas y el grado de displasia
epitelial oral, tiene un valor pronédstico limitado debido a la falta de
reproducibilidad. El estudio rutinario en el futuro de diferentes parametros de
la biologia molecular, tales como la pérdida de heterocigosidad, la ploidia
celular y la presencia de mutaciones en la p53, permitira definir con mayor
precision aquellas leucoplasias de alto riesgo , y con ello el establecimiento

de una actitud terapéutica mas agresiva frente a ellas.

Dentro de las diferentes opciones terapéuticas actuales, la incorporacién
futura del control histolégico y molecular, asi como de terapias sistémicas
que actuen contra diferentes dianas moleculares, permitira un mejor control
local y a distancia de la enfermedad, para permitir la deteccion precoz del

carcinoma de células escamosas y cancer oral.
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