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l. INTRODUCCION

El presente trabajo esta dirigido a investigar las displasias epiteliales orales
desde una perspectiva molecular, enfocandose a una enzima en particular.
Para ello es necesario saber que la célula es considerada la unidad de
funcionamiento del organismo y constantemente se ve sometida a estimulos
qgue pueden alterarla morfologica y funcionalmente, debido a esto responde
con diferentes adaptaciones celulares. La caracteristica principal de la
displasia epitelial es la presencia microscopica de cambios y desérdenes en la
maduracion del epitelio que conducen a alteraciones en la proliferacion celular.
Las displasias epiteliales se encuentran estrechamente relacionadas con
habitos nocivos, principalmente consumo de tabaco y alcohol; estos factores
de riesgo han comenzado a homogeneizarse entre ambos sexos, por lo tanto,
se tiene conocimiento de que las displasias epiteliales no presentan
predileccion de género.

Dentro de las diversas moléculas que pueden participar en la displasia
epitelial, la que fue de interés para la presente investigacion es la telomerasa
y su subunidad hTERT, esta enzima tiene un papel importante en la
preservacion de la longitud de los extremos de los cromosomas, llamados
telomeros, su principal funcion es la proteccion de los mismos y en
determinado momento marcar la apoptosis celular, no obstante, existen
células capaces de sobrevivir volviéndose inmortales y mutando en
consecuencia de la inestabilidad genomica lo que facilitara la progresion
maligna.

Para investigar la presencia de la actividad de la subunidad hTERT en las
displasias epiteliales, en la presente investigacion se obtuvieron seis muestras
de displasias epiteliales orales, dos de grado leve, dos moderadas y dos
severas, siendo analizadas mediante PCR (Reaccion en Cadena de la

Polimerasa).
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.  MARCO TEORICO

2.1 GENERALIDADES DE LOS TEJIDOS

La palabra tejido etimologicamente proviene del latin “texere” que significa
tejer.! Un tejido es considerado un conjunto de células organizadas que
funcionan de manera colectiva para realizar una o mas funciones.? Para su

clasificacion se dividen en cuatro tipos de tejidos basicos:

A. Tejido epitelial: se caracteriza por presentar células cubicas,
cilindricas o columnares, poliédricas y planas, organizadas en capas
simples o estratificadas.!

B. Tejido conjuntivo: constituye el estroma y brinda soporte, y
nutrimentos, a su vez se clasifica en tejido conjuntivo propiamente dicho
y tejido conjuntivo especializado.*

C. Tejido muscular: estd compuesto por células contractiles.?

D. Tejido nervioso: participa en el sistema de relacién y control de otros
tejidos ya que es un tejido altamente especializado es por ello que
recibe, transmite e integra informacién del medio externo y del medio

interno para asi controlar las actividades del organismo.?

Cada uno de estos tejidos basicos estd definido por caracteristicas
morfoldgicas generales o por sus diferentes propiedades fisioldgicas; a su vez,
cada uno de ellos puede subdividirse de acuerdo con las caracteristicas de las

diversas poblaciones celulares.?

Actualmente se establece a la sangre o tejido hematopoyético como el quinto
tejido debido a que establece funciones muy especificas que lo diferencian de

los demas.?
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2.1.1 Epitelio

En el siglo XVIII el anatomista holandés Ruysch introdujo el término epitelio, el

cual proviene del griego epi que significa sobre, y theleo, que significa papila.*

El epitelio es un tejido avascular que obtiene su nutricion gracias al tejido
conectivo adyacente mediante difusion a través de la lamina basal. El epitelio
se encuentra en dos formas, ya sea como hojas de células contiguas que
tapizan la superficie externa e interna del cuerpo, y como glandulas que se
originan en células epiteliales invaginadas.!34 Histolégicamente se define
como un grupo de células similares en forma y funciéon que de acuerdo a su
localizacion estan intimamente unidas formando una o varias capas

continuas.!
Las células que integran los epitelios poseen tres caracteristicas principales:

e Estan dispuestas muy cerca unas de otras y se adhieren entre si por
moléculas de adhesion célula-célula, formando uniones celulares
especificas.

e Tienen polaridad morfoldgica y funcional por lo que se asocian con tres
regiones superficiales de morfologia distinta: la superficie libre o region
apical, la region lateral y la region basal.

e Su superficie basal esta adherida a una membrana basal subyacente,
se trata de una capa de material acelular con proteinas y polisacaridos

abundantes.?
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Desarrollo embrionario

A medida que se implanta en la pared uterina el embrion sufre modificaciones
profundas en su organizacion; en su Ultima instancia la subdivision de la masa
celular interna da lugar al cuerpo del embrién, el cual contiene las tres capas

germinales primarias: el ectodermo, el mesodermo y el endodermo.®
Las tres capas germinativas dan lugar a las siguientes estructuras:

e De la capa ectodérmica deriva el sistema nervioso, epitelio sensorial de
0jo, oido y nariz, la epidermis, pelo y ufias; las glandulas mamarias,
cutaneas y bucales; el epitelio de los senos paranasales, epitelio para
la cavidad bucal y nasal, y el esmalte dental.

e De la capa mesodérmica derivan los masculos y tejidos derivados del
tejido conjuntivo, como lo son el hueso, cartilago, sangre, dentina,
pulpa, cemento y ligamento periodontal.

e De la capa endodérmica deriva el epitelio del tracto gastrointestinal y

glandulas asociadas. ©




Funciones

Las funciones epiteliales se dividen en dos tipos: las generales y las
especiales. Por un lado, en las funciones generales se encuentra la proteccion,
absorcién y la secrecion; por otro lado, en las funciones especiales se
encuentra el transporte, la lubricacion, funcion receptora, excrecion, funcién

inmunoldgica, funcién de sostén y nutricion. 23
e Proteccion

Cuando se encuentra sobre la superficie libre el epitelio protege al cuerpo del
dafio; debido al espesor de cada epitelio éste protegera contra el dafio

mecanico, quimico, fisico, biolégico y osmético.t3
e Absorcion

Es la funcion principal de aquellos epitelios que poseen microvellosidades
mediante las cuales aumentan la superficie de contacto para asi absorber
nutrientes y de esta manera transportarlos hacia el TC adyacente y de ahi a

los vasos sanguineos.®
e Secrecion

Es una funcién de algunos epitelios simples en los que la célula epitelial

secreta el producto, que puede ser proteico o mucoso, hacia la luz.3
Funciones especiales
e Trasporte

Es una funcion particular del epitelio respiratorio. Al inspirar aire se ingresan
impurezas que pueden llegar hasta la traquea y los bronquios. Desde alli, las
impurezas se transportan desde sus epitelios hacia las vias respiratorias

superiores, y son finalmente expectoradas o ingeridas.?

10
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e Lubricacion

Es una funcién de algunas glandulas presentes en la mucosa y la submucosa

del aparato digestivo.3
e Sensorial y sensitiva

Los epitelios estan inervados, cumplen con esta funcién particularmente
aguellos con funciones de tacto como el epitelio del pulpejo de los dedos, y

sensitiva como el epitelio de la cérnea.?
e Inmunoldgica

Los epitelios constituyen la primera barrera para la entrada de sustancias
extrafias al organismo. Ademas, entre las células de un epitelio se pueden
encontrar células con funcién inmunoldgica especifica que forman parte del
epitelio (células presentadoras de antigenos) y otras células no pertenecientes

al epitelio que migraron desde el conectivo subyacente (linfocitos, neutréfilos).3

Clasificacion

Los epitelios varian en su conformacion debido a las funciones que deben
cumplir. Su clasificacion esta dada de acuerdo a la cantidad de capas celulares
y la forma de las células de la capa superficial. Si s6lo hay una capa de células
en el epitelio, se denomina simple. Si hay dos o mas capas, el epitelio se
denomina estratificado. De acuerdo con su altura, las células superficiales se

clasifican en planas, clbicas o cilindricas.’
e Epitelio simple plano

Esta constituido por una capa Unica de células planas que se adhieren unas a
otras por sus bordes, su nucleo es oval y aplanado y se encuentra en el centro

de la célula; en cortes perpendiculares estas células tienen una forma ahusada

11



y en estos cortes el nicleo sélo se encuentra en un pequefio numero de células

debido a que el citoplasma rodea a los nuicleos.t’
e Epitelio cubico simple

Esta constituido por una sola capa de células de forma poligonal, cuyo nucleo
es esférico y esta ubicado en el centro.>” Cuando se observan en un corte

perpendicular cada célula tiene un perfil cuadrado y un nucleo redondo. *
e Epitelio cilindrico simple

Esta constituido por células columnares, esto se debe a que su altura varia
pudiendo ser desde algo mayor que las células cubicas hasta muy altas,
cuando se observan en un corte perpendicular cada célula tiene un perfil
rectangular; sus nucleos son ovoides y se ubican mas cerca de la base de las
células (figura 1). 17

s ©
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Figura 1 Diagrama de las formas de las células que
constituyen los diferentes tipos de epitelio.
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e Epitelio ciliado

En ocasiones la superficie libre del epitelio posee prolongaciones celulares
moviles que tienen forma de pestafia y se denominan cilios; se encuentran en
células especializadas cuyas funciones son transporte de liquido y pelicula de

moco.!
e Epitelio no ciliado

Son células de forma cilindrica, sus nucleos son ovales y se localizan en el

centro de la célula o en la zona basal de la misma. ?
e Epitelio pseudoestratificado

Se trata de un epitelio simple el cual tiene un aspecto estratificado, esto es
consecuencia de un efecto de corte ya que las células no llegan a la superficie

libre y se apoyan sobre la membrana basal.!
e Epitelio estratificado

Hablamos de un epitelio grueso, el cual se caracteriza por tener un nimero de
estratos celulares muy variados. La capa mas proxima a la membrana basal
estd compuesta de células cubicas o cilindricas en empalizada, seguidas de

varias capas poliédricas irregulares.!
e Epitelio de transicion

Algunos autores consideran al epitelio de transicion como
pseudoestratificado.! En un corte histolégico se observan células grandes,
globulosas, con un ndcleo central y de cromatina muy densa en la capa apical;
debajo de ésta se observan mdltiples capas con nucleos redondos de
cromatina mas laxa, con un halo claro perinuclear y con citoplasmas
ligeramente basofilos; las células adoptan una forma “de raqueta” ya que no

pierden contacto con la membrana basal.?

13




e Epitelio cubico y cilindrico estratificado

Se trata de epitelios biestratificados, los cuales poseen nucleos redondos y

ovalados.® Figura 2

Seudoestratificado

Escamoso Cuboidal Cilindrico Cilindrico

seudoestratificado

Estratificado

Queratinizado Cilindrico Transicional (distendido)

Figura 2 Tipos de epitelio.*

2.2 EPITELIO EN LA CAVIDAD BUCAL

Los tejidos blandos que revisten la cavidad bucal constituyen una membrana
llamada mucosa, la cual esta conformada por epitelio y un tejido conectivo
subyacente denominado lamina propia; ambos estan unidos por una

membrana basal. 8

Segun su funcién y localizacién la mucosa de la cavidad bucal se clasifica en
mucosa de revestimiento, mucosa masticatoria y mucosa especializada o

sensitiva. 8

14
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2.2.1 Mucosa de revestimiento

Tapiza los carrillos, el paladar blando, las porciones laterales y la porcion
ventral de la lengua y la parte interna de la mucosa labial; por debajo de la
lamina propia se encuentra otra capa conectiva submucosa, que le confiere
gran movilidad. 8

Por un lado, en la zona de los carrillos, vestibulo de la boca y mucosa labial se
trata de un epitelio no queratinizado de espesor grueso; por otro lado, en el
paladar blando, las porciones laterales y la porcién ventral de la lengua, en el
piso de boca y en el surco gingival se habla de un epitelio no queratinizado

delgado.®®

2.2.2 Mucosa masticatoria

Corresponde a la mucosa de la encia y el paladar duro. En este tipo de mucosa
la lAmina propia es fibrosa y la submucosa esta ausente debido a que se fija
fuertemente al hueso y carece de movilidad; se trata de un epitelio

ortoqueratinizado de espesor grueso.°

2.2.3 Mucosa especializada o sensitiva

Corresponde a la mucosa de la superficie dorsal de la lengua debido a que la
mayoria de las papilas linguales poseen intraepitelialmente corpusculos

gustativos; se trata de un epitelio paraqueratinizado de espesor grueso.®°

15
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2.3 CAMBIOS ADAPTATIVOS EN EL EPITELIO

Las adaptaciones son respuestas funcionales y estructurales reversibles a los
cambios en los estados fisiologicos y a ciertos estimulos patolégicos, frente a
los cuales se desarrollan estados nuevos de equilibrio alterado, en los que la

célula consigue sobrevivir y mantener su funcién.°

2.3.1 Hiperplasia

La hiperplasia se define como aumento del nimero de células en un érgano o
tejido en respuesta a un estimulo endégeno o exdgeno, debido a esto, la
hiperplasia sélo tiene lugar cuando el tejido contiene células con capacidad de
division o que contienen abundantes células troncales tisulares; sin embargo,
es un fenémeno regulado que cesa al suspenderse el estimulo que lo

desencadend. Puede ser fisioldgica o patoldgica.l%!

e Hiperplasia fisiologica

La hiperplasia fisiol6gica se debe a la accidén de factores de crecimiento y se
registra en diversas circunstancias: cuando existe necesidad de aumentar la
capacidad funcional de érganos sensibles a hormonas, o bien cuando hay

necesidad de un aumento compensatorio tras una lesiéon o una reseccion.°
e Hiperplasia patoldgica

La mayoria de las formas de hiperplasia patoldgica son causadas por acciones
excesivas o0 inapropiadas de hormonas o factores de crecimiento que actiuan

sobre células diana.1?

16



En la cavidad bucal existen lesiones hiperplasicas llamadas proliferaciones

reactivas, las cuales son provocadas por traumatismos o irritacion crénica y se
presentan autolimitadas al tejido conjuntivo (figura 3).1t

Figura 3 Proliferacién reactiva en cavidad bucal
asociada a traumatismo.

17



2.3.2 Atrofia

La atrofia se define como reducciéon del tamafio de un 6rgano o tejido por
disminucién de las dimensiones y el nimero de las células, se considera un
proceso de adaptacion gradual que puede ser fisioldgico o patoldgico. Por un
lado, la atrofia fisiologica es habitual durante el desarrollo normal ya que es
frecuente la involucién de distintos organos y tejidos durante la vida; en
cambio, la atrofia patoldgica tiene diversas causas y puede ser local o
generalizada (figura 4). Entre las causas habituales estan:11!

e Falta de actividad o atrofia por desuso.

e Atrofia por pérdida de inervacion.

¢ Atrofia senil.

e Disminucién del riego sanguineo.

e Nutricion inadecuada.

e Pérdida de estimulacién enddcrina.

e Presiéon. La compresion de los tejidos durante cualquier periodo de
tiempo puede ser causa de atrofia.1%11

Figura 4 Atrofia de las papilas linguales.

18



2.3.3 Metaplasia

La metaplasia es un cambio reversible en el que un tipo celular diferenciado
(epitelial o mesenquimatoso) es reemplazado por otro tipo de células de la
misma extirpe.®1% A menudo constituye una respuesta adaptativa en la que un
tipo celular sensible a una determinada clase de agresion es sustituido por otra
clase de células diferenciadas maduras que soporte mejor las condiciones
adversas, no obstante, da lugar a disminucién de las funciones o al incremento

de la propension a la transformacién maligna.°
e Mecanismos de la metaplasia

La metaplasia no se debe a un cambio en el fenotipo de un tipo celular ya
diferenciado, sino que es consecuencia de una reprogramacion de células
troncales que se sabe que existen en los tejidos normales, o de células
mesenquimatosas no diferenciadas presentes en el tejido conjuntivo. En un
cambio metaplasico estas células precursoras se diferencian siguiendo una

nueva via (figura 5).%°

Membrana Epitelio Metaplasia
basal cilindrico escamosa
normal

Figura 5 Metaplasia del epitelio
cilindrico a escamoso.

19




2.4 CAMBIOS REACTIVOS EPITELIALES ASOCIADOS A
INFLAMACION

2.4.1 Acantosis

Se trata de una lesion cutanea que se caracteriza por el engrosamiento del
cuerpo mucoso de Malpighi, esto se debe a la multiplicacion exagerada de
células; clinicamente describe una piel con engrosamiento de pigmentacion
gue comunmente se manifiesta como parches o placas simétricas,
hiperpigmentadas, oscuras y asperas de aspecto aterciopelado; es un cambio
cutaneo reactivo estrechamente asociado con la obesidad, resistencia a la
insulina, diabetes tipo 2, hiperinsulinemia, endocrinopatia o malignidad, en
particular adenocarcinoma gastrointestinal. Las areas mas comunmente
afectadas son: cuello, pliegues de la piel de las mamas, dorso de las manos,
axilas, codos y rodillas (figura 6).1%12

La histopatologia se caracteriza principalmente por hiperqueratosis vy
papilomatosis epidérmica e hiperpigmentacién basal con melanosis leve o

melanocitosis discreta.l?

Figura 6 A) Acantosis en la nuca B) acantosis en el cuello.

20



2.4.2 Edema intra e intercelular

El edema es el resultado del desplazamiento de liquido de los vasos al espacio
intersticial; el liquido puede contener muy pocas proteinas (trasudado) o
muchas (exudado); el edema se produce cuando la filtracién capilar supera los
limites del drenaje linfatico, produciendo signos y sintomas clinicos
notables.'%'3 El liquido entre los espacios intersticial e intravascular esta
regulado por el gradiente de presion hidrostatica capilar y el gradiente de
presién oncotica a través del capilar. La acumulaciéon de liquido ocurre cuando
las condiciones locales o sistémicas interrumpen este equilibrio, lo que lleva a
aumento de la presion hidrostatica capilar, aumento del volumen de plasma,
disminucién de la presion oncética del plasma, aumento de la permeabilidad

capilar u obstruccion linfatica.*®

2.4.3 Exocitosis leucocitaria

La exocitosis se define como la infiltracion de células inflamatorias en la

epidermis.t°
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2.5 DISPLASIA EPITELIAL

2.5.1 Definicion

El término displasia significa crecimiento desordenado; etimolégicamente
proviene del griego sys que significa mal y plassein que significa forma o
modelo, de manera que cuando se aplica al epitelio hace referencia a

alteraciones de volumen, forma y organizacion de las células.014

El concepto actual de displasia epitelial es un concepto global que sefiala la
existencia de una combinacién variable de fendmenos microscopicos
indicativos de un desorden de la maduracion epitelial y de una alteracion de la
proliferacion celular; es asi que se utiliza el término para hacer referencia a los
cambios durante la cronicidad, progresividad y premaglinizacion de una

lesion. 1415

2.5.2 Caracteristicas histologicas

La displasia se da principalmente en los epitelios y se caracteriza por una serie
de alteraciones tales como la pérdida de la uniformidad de cada célula y

desorientacién arquitecténica. 4

Es posible encontrar displasia epitelial en la cavidad oral, en lesiones que
clinicamente son diagnosticadas como leucoplasia, eritroplasia e incluso el
carcinoma in situ o carcinoma intraepitelial y en el epidermoide.*!

Las células displasicas presentan mucho pleomorfismo y, con frecuencia,
contienen grandes ndcleos hipercromaticos con un elevado indice
nucleocitoplasmico. El tejido presenta una arquitectura desordenada y en
consecuencia un epitelio escamoso displasico; se pierde de forma parcial o
completa la maduracion progresiva normal de las células altas de la capa basal
hacia escamas aplanadas de la superficie, y se aprecia el reemplazo de ese

epitelio por células de apariencia basal con nucleos hipercromaticos.!
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Ademas, hay mas figuras mitéticas que en el tejido sano y, en lugar de
confinarse a la capa basal, se detectan en todos los planos, incluidas las
células superficiales, sin embargo, las células mantienen semejanza con las
células progenitoras basales al desplazarse hacia la superficie epitelial, debido

a la falta de diferenciacion.10:11

En 1978 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establece los criterios
histoldgicos arquitectonicos y citolégicos que ocurren en la displasia epitelial,

los cuales son:

e Bordes epiteliales en forma de gota.

e Hiperplasia de la capa basal.

o Estratificacion celular epitelial irregular.

e Alto nUmero de mitosis y presencia de mitosis anormales.
e Queratinizacion individual "perlas epiteliales" en la capa espinosa.
e Queratinizacion prematura (disqueratosis).

e Pleomorfismo nuclear y celular.

e Hipercromatismo nuclear.

e Alteracion de la relacién nacleo-citoplasma.

¢ Nucléolos aumentados de volumen.

e Pérdida de la polaridad de las células basales.

e Variacion anormal en el tamafio del nucleo.

e Variacion anormal en el tamafio de las células.

e Incremento en el nimero de los nucleos.

e Pérdida o reduccion de la adherencia de las células epiteliales.'*16
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La displasia es un cambio cancerizable del epitelio que puede ser en algunos
casos reversible cuando es leve o moderada, de ahi la importancia de un

diagnéstico precoz (figura 7).17
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Figura 7 Displasia. El epitelio muestra cambios citolégicos que
indican una desorganizacion histoldgica y funcional. El recuadro
ilustra cambios estructurales donde se observa pérdida de las
digitaciones epiteliales y una ligera infiltracion inflamatoria reactiva
en el tejido conjuntivo.

La OMS en el 2017 mantiene un sistema de clasificacién de 3 niveles para la
Displasia Epitelial Oral: leve, moderada, y severa. El carcinoma in situ es
sinbnimo de una displasia severa en este sistema de clasificacion. Existe
también un sistema binario que clasifica a la displasia epitelial en displasia de
bajo y alto riesgo.6

La mayoria de las displasias epiteliales orales son de tipo queratinizado, y el
criterio de displasia de espesor total aplicado a las displasias no queratinizadas

es inapropiado.t®
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2.5.2.1 Displasia leve

La displasia leve sucede cuando las alteraciones se producen en el tercio
basal del epitelio, en las capas basal y parabasal, exhibiendo alteraciones en
la citologia y/o arquitectura.'*6 Figura 8

Figura 8 Displasia epitelial leve (H&E 40x).15

2.5.2.2 Displasia moderada

La displasia moderada ocurre cuando los cambios displasicos afectan a los
dos tercios inferiores del epitelio.'® Presenta un desorden en la maduracion de

la capa basal extendiéndose hacia la parte media de la capa espinosa.®

2.5.2.3 Displasia severa

La displasia severa ocurre cuando los cambios afectan a mas de dos tercios
del espesor del epitelio sin llegar a involucrarlo por completo.'* Revela una
maduracion anormal extendiéndose desde la capa basal de células hacia un

nivel menor de la totalidad del espesor epitelial.1® Figura 9

25



> e R
< N

Figura 9 Displasia epitelial moderada-severa (H&E 40x).15
2.5.2.4 Carcinomain situ

Esta lesion ya no se considera reversible, sin embargo, pueden transcurrir
varios afios hasta que se produzca la invasion. Cuando focos de células
epiteliales sobrepasan la capa basal, invadiendo la lamina propia, ya se

considera un carcinoma invasivo.*® Figura 10

WHO Binary

low grade

mild dysplasia

moderate

high
grade
dysplasia

severe -

carcinoma
in situ

Figura 10 Comparacion del sistema de clasificacion de la OMS contra el

sistema de clasificacion binario para las displasias epiteliales orales.®
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2.6 DESORDENES POTENCIALMENTE CANCERIZABLES

2.6.1 Leucoplasia

En 1877 el dermatologo Ernst Schwimmer introduce el término leucoplasia, el
cual proviene del griego leuco que significa blanco y plakos que significa
placa.'® La leucoplasia es un término clinico, y la lesién se define como una
placa blanca, firmemente adherida a la mucosa oral, que no puede ser
clasificada como cualquier otra entidad. Es una lesién precancerigena; no
obstante, la tasa de transformacion maligna de la leucoplasia es relativamente
baja, alrededor del 1-2% en 5 afios, e incluso en los fumadores la gran mayoria
de las leucoplasias histolégicamente no muestran displasia y no tienen riesgo
de transformaciéon maligna.?0:21.22

Debido a su complejidad etiolégica, clinica e histopatologica, algunos autores
como Borello, en 1971, trataron de simplificar la situacion, estableciendo las

premisas conceptuales mas importantes de la lesion:

1) Su etiologia es mdltiple.

2) Clinicamente se manifiesta por una placa de color mas o menos blanco,
delgada o gruesa, lisa 0 rugosa, plana o elevada, localizada o difusa, Unica o
multiple, integra o fragmentada, casi siempre asintomatica, de evolucién

cronica.

3) Histolégicamente muestra cambios muy variables, como son hiperplasia y
queratinizacion del epitelio (ortoqueratosis, paraqueratosis, disqueratosis) con
infiltracion linfoplasmocitaria de la lamina basal y a veces con esclerosis

variable.

4) Es susceptible de evolucion con cambios tales que en una pequeia

proporcion de casos es capaz de malignizarse.*®
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Posteriormente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) acufi6 el término
leucoplasia y precis6 su definicibn como: <<una placa blanca situada sobre la
mucosa bucal que no puede ser eliminada mediante rascado ni clasificada

como ninguna otra enfermedad diagnosticable>>.?!

No obstante, en 1983, un grupo de expertos modificd esta definicion de la
OMS, excluyendo aquellas lesiones en las que se pudiera determinar el agente
etiolégico que las origino, a excepcion de las provocadas por el tabaco, por lo
tanto, la definicion de leucoplasia qued6é como: “placas blancas que no se
pueden caracterizar clinica o histopatologicamente como ninguna otra
enfermedad y que no estan asociadas con ningun agente etiologico fisico o

quimico a excepcion del consumo del tabaco.®

La definicion usada mas recientemente para referirse a la leucoplasia es:
“placas predominantemente blancas de riesgo cuestionable, que han excluido
otras enfermedades o trastornos conocidos que no conllevan un mayor riesgo

de cancer”.z3

La leucoplasia oral puede ser asintomética o puede mostrar una apariencia
clinica benigna haciendo que en ocasiones sea dificil diferenciarla de

desdérdenes reactivos o inflamatorios de la mucosa oral.?3
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Etiologia

La etiologia exacta sigue siendo desconocida, sin embargo, el consumo de
tabaco, alcohol, la friccion local crénica, y Candida albicans son factores
importantes predisponentes, asi como el virus del papiloma humano (VPH)
que también puede estar involucrado en la patogenia de la leucoplasia oral,
sin embargo, algunas leucoplasias son idiopaticas por lo que se desconoce el

factor de riesgo.?0:23

Caracteristicas clinicas

Generalmente, las leucoplasias son diagnosticadas después de la cuarta
década de vida; son mas comunes en hombres, y es seis veces mas comun

entre fumadores que entre los no fumadores.?3

Las leucoplasias idiopaticas y las lesiones displasicas no tienen una apariencia
clinica especifica, pero son resistentes y adherentes y, por lo general, forman
placas cuya superficie esta ligeramente elevada sobre la mucosa circundante;
la superficie suele ser irregular. Las manchas blancas pequefias y de aspecto
inocente son tan probables de mostrar displasia epitelial como las grandes e
irregulares; sin embargo, las lesiones con areas rojas, nodulares o verrugosas

deben considerarse con especial sospecha.

Los sitios de afeccion mas comunes son la mucosa bucal y alveolar y el labio
inferior. Las lesiones en el piso de la boca, bordes laterales de la lengua y en
el labio inferior, muestran mas atipia epitelial o incluso crecimiento maligno.?
En la practica clinica existen dos tipos principales de leucoplasia: homogénea
y no homogénea; la distincion entre ambas se basa en el color de la superficie
y las caracteristicas morfolégicas (espesor y textura). 2

Las leucoplasias homogéneas son generalmente planas y delgadas, con una

superficie suave y presentan grietas poco profundas, en cambio, las
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leucoplasias no homogéneas comprenden tres tipos clinicos y son usualmente

sintomaticas:?2:23

e Moteada mezcla entre colores rojo y blanco, también llamada
eritroleucoplasia, no obstante, en esta lesion predomina el color
blanco.?® Las areas rojas corresponden a atrofia epitelial o a infeccién
secundaria por Candida albicans.?®

¢ Nodular se trata de crecimientos polopoides pequefios, redondeados,
con excrecencias rojas o blancas.

e Verrucosa o exofitica las cual posee una superficie de apariencia

arrugada.?? Figura 11

Generalmente, la mayoria de las leucoplasias son asintomaticas y se
encuentran durante una examinacion visual de rutina. Los sintomas, si los
presenta, estan asociados con la variante moteada no homogénea e incluyen
incomodidad, hormigueo y sensibilidad al tacto, bebidas calientes o comidas

picantes.??

Figura 11 Aspecto clinico de la leucoplasia: A) leucoplasia homogénea B) leucoplasia
moteada C) leucoplasia nodular (flechas) D) leucoplasia verrucosa.?02223
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Examen histopatolégico

Las razones para realizar biopsia en este tipo de lesiones son:

A. Para excluir otras patologias (incluyendo el carcinoma) que pudieran
ser responsables del parche o placa blanca.

B. Para evaluar la presencia y el grado de displasia epitelial.

C. Para evaluar cualquier colonizacion de Candida albicans presente en el

epitelio.?3

Diagnoésticos diferenciales

Entre los diagndsticos diferenciales para la leucoplasia oral se encuentran:
liquen plano, estomatitis por contacto con canela, candidiasis, leucoplasia
vellosa, queratosis friccional (habito de morderse los carrillos), queratosis de
la cresta alveolar, leucoedema, queratosis por tabaco, estomatitis urémica,

nevo esponjoso blanco, granulos de Fordyce y lupus eritematoso discoide.?92°

Tratamiento y prondstico

La remocion quirargica es el tratamiento de eleccion, en conjunto con la
eliminacién de los factores predisponentes tales como habitos o factores

irritantes.20.25

No hay evidencia de que un trauma menor continuo tenga potencial

carcinogénico.?®
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2.6.2 Eritroplasia

El término eritroplasia fue introducido por Queyrat en 1911 cuando describid
las lesiones sifiliticas genitales, debido a esto se lo conoce también con el
término eritroplasia de Queyrat; se trata de una lesion precancerigena que se
presenta con frecuencia en el glande del pene y, rara vez, en la mucosa oral,
sin embargo, cuando se presenta, conlleva el mayor riesgo de transformacion
maligna y las lesiones a menudo ya son malignas en la primera biopsia. 20:21.26
La eritroplasia de define como “un parche rojo ardiente que no puede ser
caracterizado clinica o patolégicamente como ninguna otra enfermedad

definible”.23

Etiologia

Por lo general, la eritroplasia oral se considera una variante roja de una lesion
potencialmente cancerizable con etiologia y patogénesis similar a la de la
leucoplasia oral. Varios estudios han sefialado que habitos como fumar,
masticar de tabaco, y masticar betel con o sin consumo de tabaco y alcohol
son factores etiol6gicos importantes. Como cofactor etiolégico de la
eritroplasia, también se han mencionado las infecciones por el virus del
papiloma humano (VPH), y en un estudio, 5 de 10 eritroplasias estudiadas
demostraron ser positivas al VPH, y todas las lesiones que desarrollaron

cancer fueron igualmente positivas al VPH.?’
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Caracteristicas clinicas

La eritroplasia es una lesion potencialmente cancerizable asintomatica, que
aparece como una mancha o placa eritematosa, aislada, de superficie lisa y
usualmente de contorno irregular a pesar de que son bien definidas, ademas
tienen una brillante superficie aterciopelada, ocasionalmente la superficie es
granular.?326

El epitelio es atréfico y esto, junto con la inflamacion, explica el color rojo que
se observa clinicamente.?’

Esta afeccion tiende a situarse profundamente en las superficies epiteliales,
en cualquier sitio de la mucosa oral, y posee bordes bien circunscritos o
definidos, con una extensibn que varia desde milimetros a varios
centimetros.?®

Las lesiones rojas pueden estar asociadas a manchas blancas o placas
pequefias. El piso de la boca, el area retromolar, el paladar blando y la lengua
son los sitios de afeccion mas comunes.'® Las lesiones aparecen en ambos
sexos, pero muestran mayor incidencia en los hombres y en las edades
comprendidas entre 40 y 60 afios.?® Figura 12

La mayoria de los casos de eritroplasia parecen tener cierto grado de displasia
epitelial o carcinoma franco, esto significa que mas del el 91% de las
eritroplasias muestran histologicamente displasia grave, carcinoma in situ o
carcinoma de células escamosas temprano invasivo en el momento del

diagnostico.20-27

Figura 12 A) Eritroplasia en zona de paladar blando B) eritroplasia de la mucosa
bucal.20.23
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Los cambios originados en el epitelio mucoso se deben a la accion del tabaco,

ya sea por el calor causado durante su combustion o por las sustancias

quimicas incluidas.?®

Examen histopatolégico

Establecer el diagndstico por medio de la biopsia es esencial debido a que de
esta forma se puede distinguir a la eritroplasia de cualquier otra alteracion
inflamatoria en la mucosa oral; la biopsia debe realizarse de manera urgente
porque en muchos de los casos, la eritroplasia presenta mayor grado de
displasia o puede albergar carcinoma in situ.?

Diagnoésticos diferenciales

Entre los diagndsticos diferenciales para la eritroplasia oral se encuentran: la
candidiasis eritematosa, liquen plano atrofico y otras formas de mucositis,
lupus eritematoso discoide, irritacion local, carcinoma de células escamosas
en etapa temprana; otras consideraciones son desordenes erosivos, gingivitis
descamativas, penfigoide y otras condiciones inflamatorias y/o

infecciosas.?0:22.23

Tratamiento y prondstico

El tratamiento consiste en la escisién quirlrgica.?® Algunas lesiones pueden
resolverse, mientras que otras desarrollan malignidad, esta ultima ocurre con
tasas del 14% al 50%. Desafortunadamente, en la actualidad no existe una
herramienta de diagndéstico confiable para identificar exactamente aquellas
lesiones que progresaran a cancer. Para obtener el mejor prondstico posible,
los pacientes con estas lesiones deben tener seguimiento a intervalos cortos
independientemente de la posible relacion con otras enfermedades o agentes

irritantes.?’
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2.6.3 Liquen plano

El liquen plano es una enfermedad inflamatoria crénica comdn de la piel y
membranas mucosas, que también puede involucrar el cabello y las uiias. 2124
De acuerdo con Jungell, en 1991, el término liquen plano procede de la
botanica, sin embargo, de trata de una enfermedad dermatolégica con un

amplio espectro de manifestaciones clinicas. 2

Etiologia

La etiologia aun es desconocida y se considera en su mayoria como un
proceso multifactorial con diferentes factores desencadenantes, no obstante,
debido al infiltrado existente predominantemente de linfocitos T, indica una
alteracién inmunolégica del epitelio mediada por células; por lo tanto, se
considera que el estrés, la ansiedad y otros factores relacionados con el
sistema inmunitario pueden ser factores etioldgicos que probablemente

desencadenen esta enfermedad.?2:28
Caracteristicas clinicas

Las manifestaciones orales del liguen plano varian de paciente a paciente,
aungue generalmente se manifiesta con formas reticulares o atréfico-erosivas
y potencialmente puede afectar a la piel, mucosas y anexos cutaneos, siendo
frecuente que las lesiones bucales precedan a las cutdneas o que sea Unica

la localizacién intraoral.23:2°

Las lesiones en la cavidad oral generalmente son mdultiples y tienen una
distribucion simétrica, estas lesiones pueden ser asintomaticas o pueden
causar dolor, especialmente si son de tipo atrofico; tipicamente las lesiones
son bilaterales, su localizacion mas comun es sobre la lengua y en los bordes
laterales, en la mucosa bucal, el piso de la boca o la encia; suele ser rara en

el paladar. En la mucosa bucal y en los bordes laterales de la lengua presentan

35



=¥

1904

una red de encaje bilateral de estrias blancas, en ocasiones se puede

presentar como placas, simulando leucoplasia. 232°

La presentacion clinica del liquen plano oral se puede dividir en varios subtipos
clinicos: lineal, reticular, anular, papilar, atrofico y ulcerativo; los tipos bullosos
y pigmentados son raros. Los pacientes algunas veces pueden tener

manifestaciones orales simultaneas de mas de un subtipo de liqguen plano.?%23

El liguen plano reticular es el mas frecuente; son caracteristicas las estrias de
Wickham (papulas blancas que se juntan para formar una red), en la mayoria
de los casos afecta la mucosa yugal, seguida de la lengua, los labios y el
paladar, igualmente las lesiones suelen ser simétricas y la mayoria de los
pacientes se

refieren asintomaticos.?%2223 Figura 13

Figura 13 a) estrias de Wickham de un liquen plano reticular localizado en la mucosa yugal
retrocomisural b) estrias de Wickham de un LPO reticular en el carrillo c) liquen erosivo ulcerado en
carrillo d) gingivitis descamativa correspondiente a un LPO a nivel de encia €) gingivitis
descamativa en un LPO en la encia f) gingivitis descamativa correspondiente a un LPO a nivel
de encia g) LPO a nivel del labio inferior.2°
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Examen histopatolégico

El examen histopatologico es muy (til. Se debe tomar una biopsia,
particularmente cuando las estrias estan mal definidas, las placas estan
presentes o las lesiones son de alguna otra forma inusual; también se puede
usar inmunofluorescencia directa, aunque las caracteristicas no son

especificas.?02!

Diagnosticos diferenciales

Entre los diagnésticos diferenciales para el liquen plano oral podemos
destacar: lupus eritematoso discoide, candidiasis, enfermedad de injerto
contra huésped, lengua geogréfica, leucoplasia, eritroplasia, penfigoide
cicatrizal, pénfigo, penfigoide bulloso, estomatitis ulcerativa crénica,
guemaduras quimicas, hiperqueratosis, psoriasisS y nevo esponjoso

blanco.20.21. 29

Tratamiento y prondstico

No se necesita tratamiento en lesiones asintomaticas, sin embargo, cuando
existe sintomatologia, el tratamiento se enfoca en eliminar las Ulceras, aliviar
los sintomas y reducir el riesgo de una posible malignizacion.?%2° El primer
paso es eliminar los factores traumaticos proximos a la lesién y los factores
irritantes locales como el tabaco y alcohol. La higiene bucal debe incluir la
eliminacioén los depdsitos de célculo dental y se debe modificar la dieta por una
gue sea rica en frutas y vegetales; igualmente se tratara de reequilibrar

psicol6gicamente al paciente.?>2°

Los medicamentos utilizados son esteroides, retinoides y ciclosporinas; si
existiera sobreinfeccion por Candida albicans se puede tratar con
antimicéticos.??2% Aunque la mayoria de los casos de afectacién cutanea

desaparecen dentro de 2-3 afos, las lesiones orales pueden ser notablemente
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persistentes y muchos casos nunca se resuelven; pueden dar lugar a lesiones

blancas, zonas atréficas o Ulceras superficiales.?*

2.6.4 Disqueratosis congeénita

La disqueratosis congénita es un desorden raro causado por una falla en la

médula 6sea.°

El primer reporte de esta enfermedad lo realizé Zinsser en 1910, seguido por
Engman en 1926 y finalmente Cole en 1930, debido a esto, la disqueratosis
congénita también se conoce como sindrome de Zinsser-Engman-Cole.30:3!

Se trata de una genodermatosis infrecuente que se distingue por presentar
una triada caracteristica compuesta por hiperpigmentacion cutanea reticulada,
distrofia ungueal y leucoplasia de las mucosas; presenta mayor disposicién al

desarrollo de neoplasias malignas.2©

La disqueratosis congénita es relativa a la disfuncion de la telomerasa, enzima
que participa en la replicacion y mantenimiento de los telomeros; todos los
genes asociados con este sindrome (CTC1, DKC1, TERC, TERT, TINF2,
NHP2, NOP010 y WRAP53) codifican proteinas en la telomerasa, es por ello
que si la actividad en dicha enzima se altera, se producen anomalias tanto en
la sintesis proteica como en la division celular, lo que explica que se afecten
los tejidos de mas alto recambio celular y tengan una mayor disposicion al
desarrollo de neoplasias.30:32

Etiologia

Es un trastorno que predomina en el sexo masculino, se transmite por un
patrén de herencia recesivo ligado al cromosoma X; no obstante, se han

reportado casos de herencia autosémica recesiva y dominante.33
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Caracteristicas clinicas

Se caracteriza por presentar hiperpigmentacion, areas atréficas de la piel,
distrofia de las ufias de manos y pies, telangiectasia, hiperhidrosis, blefaritis y
ectoprion, anemia y manifestaciones orales que consisten en ampollas
recurrentes, atrofia epitelial y leucoplasia; de igual manera puede presentarse
carcinoma de células escamosas.?° Figura 14

La disqueratosis congénita puede presentarse de distintas formas ademas de
la triada clasica también pudiera presentar otros sintomas como la epifora,
periodontitis, taurodontismo, enfermedades cardiacas congénitas y fibrosis
pulmonar.3°

También se han observado alteraciones odontoldgicas con pérdida prematura
de los dientes y anomalias en los mismos, asi como alteraciones 0seas

manifestadas como osteoporosis, necrosis avascular e hipoplasia maxilar.33

Figura 14 a) Hiperpigmentacion cutanea reticulada b)
leucoplasia en la lengua c) alteraciones ungueales.30:32:33
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Diagnosticos diferenciales

El diagnéstico de la disqueratosis congénita generalmente se hace en base de
la triada clasica mucocutdnea: leucoplasia oral, distrofia ungueal y

pigmentacion reticular.3°

Entre los diagndsticos diferenciales se encuentran la leucoplasia, liquen plano,

epidermdlisis bullosa y la pachionichia congénita.?°

Tratamiento y prondstico

Como no existe tratamiento especifico contra esta condicion, se han prescrito
esteroides, andrégenos y trasplante de médula Osea para mejorar las

condiciones del paciente.33

El prondstico esta condicionado por la insuficiencia de la médula 6sea y sus
complicaciones.® La principal causa de muerte es consecuencia del fracaso
medular en un 70%, alteraciones pulmonares en un 11% Yy aparicion de
tumores malignos o neoplasias en un 7%; debido a esto los pacientes no

sobreviven mas de 44 afios.30-3133

Las lesiones de la leucoplasia oral son propensas a desarrollar carcinoma de
células escamosas y el sitio de localizacibn mas comun es la lengua, seguido

por la mucosa bucal.®°
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2.7 BIOMARCADORES COMO PREDICTORES DE PROGRESION
MALIGNA

Como la transformacion maligna de la displasia es dificil de predecir,
numerosos proyectos de investigacion estan dirigidos hacia la identificacion de
marcadores sustitutos de transformacion maligna. Las posibilidades que se
han explorado incluyen la aneuploidia del ADN, la pérdida de heterocigosidad
por los marcadores microsatélite, las mutaciones en la proteina p53 y el

aumento de la expresion de la actividad de la telomerasa.3*

La carcinogénesis oral es un proceso multifactorial que involucra una
acumulacion progresiva de alteraciones 0 mutaciones genéticas Yy
anormalidades cromosémicas. La transicion del epitelio oral normal a la
displasia oral y el cancer resulta de alteraciones genéticas y epigenéticas
acumuladas; sin embargo, las bases moleculares del cancer son complejas y
crean dificultades significativas en determinar la probabilidad de la
transformacién maligna de las lesiones epiteliales orales potencialmente

cancerizables.35:36

Las investigaciones estan enfocadas principalmente en descifrar las vias
moleculares de la carcinogénesis oral para descubrir marcadores prondsticos

de confianza.3®

2.8 TELOMEROS

Los telomeros fueron descubiertos en 1938 por el genetista Hermann Joseph
Muller, el cual realizé estudios a través de los cuales observo los dafios en el
genoma de los cromosomas irradiados con rayos X y notd que no habia
cambios en los extremos cromosémicos gracias a la presencia de un casquete

protector que €l mismo inicialmente llamo “gen terminals” y después telomero.
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Etimologicamente proviene del griego telos que significa fin y emeros que

significa parte.3’

2.8.1 Estructuray funcion del telémero

Los teldmeros son estructuras de proteinas de ADN especializadas que tapan
los extremos de los cromosomas lineales, es por ello que su funcidbn mas
relevante es la de proteger la estructura terminal del cromosoma de la fusion,
la degradacion del ADN y la recombinacion cromosomica aberrante, esto a su
vez requiere del mantenimiento del DNA telomérico en una longitud critica que
permita el acople de proteinas teloméricas para la formacion de la

caperuza.3’383°

En los humanos, el DNA del telébmero esta constituido por repeticiones tandem
hexaméricas no codificantes del tipo TTAGGG/AATCCC, las cuales estan
repetidas entre 150 y 2000 veces, encontrandose mayor numero de
repeticiones en el extremo terminal 3 el cual finaliza en repeticiones de cadena
simple, haciendo que sobresalga de 12-15 nucleétidos y sea mas rica en
guanina que la hebra complementaria en el extremo 5; ese extremo saliente
es reconocido por proteinas ligantes del teldbmero (TBP, telomere binding

proteins) que actian a modo de caperuza protectora.37:38.3°

Los teldmeros también evitan que los extremos del cromosoma sean
confundidos por DNA dafiado o roto, de tal forma que un extremo dafiado de
DNA o la pérdida de la estructura telomérica en un cromosoma en la célula,
tiene como consecuencia la generacién de sefiales necesarias para la
detencion del ciclo celular; asi mismo, cuando un teldbmero llega a ser
demasiado corto también se induce la detencién del ciclo celular y este a su

vez induce una respuesta a dafios en el DNA.%7
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Actualmente, se sabe que la longitud de los telémeros varia dependiendo de
la edad, teniendo una longitud aproximada de 15 kb al nacimiento hasta menos

de 5 kb en edad avanzada.*°

Sin la proteccidn de los telémeros, los cromosomas expuestos o criticamente
cortos pueden dar lugar a una fusibn cromosémica de extremo a extremo, la

formacion de cromosomas dicéntricos y, en Ultima instancia, la aneuploidia.**

2.9 TELOMERASA

2.9.1 Estructuray funcion

La telomerasa es una polimerasa dependiente de ARN que sintetiza
repeticiones cortas de secuencias de ADN teloméricas de TTAGGG, por lo
cual mantiene la longitud de los extremos cromosOmicos sintetizando
secuencias teloméricas, en consecuencia, proporciona la base molecular para

un potencial proliferativo ilimitado.36.38:42:43

La telomerasa humana tiene un peso molecular de aproximadamente un

megadalton, variando este valor segin el método de purificacién. 37

La telomerasa consta de dos componentes esenciales: uno es el componente
de ARN funcional (hnTR o hTERC) que sirve como plantilla para la sintesis de
ADN telomérico en los extremos cromosémicos y el otro es la proteina

catalitica ("TERT) con actividad de transcriptasa inversa.36:40.44

Su estructura se divide en tres subunidades: hTERT, TP_y hTR:

» La subunidad hTERT es la transcriptasa reversa, que permite la sintesis de
DNA a partir del RNA contenido en la subunidad hTR; hTERT se localiza en la
banda cromos6mica 5p15.3 4445

. TP1 es la proteina asociada a telomerasa. Consisten en un grupo de

ribonucleoproteinas accesorias que estan estrechamente involucradas en la

regulacion de la longitud del telomero.
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* La subunidad hTR actia como plantilla para unién y extension de los

telomeros.#°

La capacidad proliferativa de células somaticas normales esta limitada por una
pérdida gradual de las repeticiones de nucleétidos, llamados teldmeros. El
mantenimiento de los telémeros funcionales en los extremos del cromosoma
es esencial para la supervivencia celular, por lo tanto, su acortamiento critico
impulsa la inestabilidad cromosémica en las células de los mamiferos, es por
ello que la célula responde a los teldmeros disfuncionales mediante

senescencia, apoptosis o inestabilidad gendémica. 42:46:47

Se ha demostrado que la telomerasa cura los cromosomas rotos mediante la
adicion de novo de secuencias teloméricas directamente sobre el ADN no
telomérico para mantener la estabilidad del cromosoma, en adicion a esto,

hTERT mejora la estabilidad genémica y la reparacion del ADN.*6

La regulacion de la actividad de la telomerasa se produce a varios niveles,
incluida la transcripcion, el empalme del ARNm, la maduracion y las
modificaciones de la hTR y la hTERT, el transporte y la localizacion subcelular
de cada componente, el ensamblaje de la telomerasa activa y la accesibilidad
y funcibn de la telomerasa en los teldmeros, su expresion varia

considerablemente con la edad y con el tipo celular. 36:37

A medida que los telomeros se acortan con cada ciclo de replicacion y
alcanzan un limite critico, la mayoria de las células mueren o entran en la etapa
de senescencia replicativa. EI mantenimiento de la longitud de los telémeros
por parte de la telomerasa es necesario para todas las células que presentan
un potencial replicativo ilimitado, esto es porque se ha demostrado que la
telomerasa alarga preferentemente los telémeros criticamente cortos,

estabiliza sus longitudes y permite que la célula continte su divisiéon, es por
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ello que es util para que la proliferacion continua de células neoplésicas

alcance la inmortalidad.36:43:46

2.9.2 Subunidad hTERT

hTERT es la subunidad catalitica de la telomerasa humana, la enzima
responsable del mantenimiento de la longitud del telomero, que contribuye a

la estabilidad cromosomica.38

En los humanos el gen hTERT presenta una sola copia localizada en la parte

distal del cromosoma 5p15.33 y se extiende aproximadamente 40kb.

En los humanos el gen hTER se encuentra ubicado en el cromosoma 3g26.13

y la subunidad RNA es transcrita por una RNA polimerasa tipo I1.%7

2.9.3 Asociacion delatelomerasay hTERT en displasias epiteliales

Diferentes estudios han demostrado que la telomerasa se encuentra inactiva
en la mayoria de las células de los tejidos normales, sin embargo, se detecta
cierta actividad en células pertenecientes a tejidos que sufren alto recambio o

en células de lineas germinales.3540

La activacion de la telomerasa ha sido reportada como un evento comdn en
estadios tempranos de la carcinogénesis oral, ya que parece desempafiar un
papel importante en el proceso de inmortalizacion celular debido a sus
funciones antiapoptoticas y su capacidad de compensar la pérdida telomérica,
favoreciendo el crecimiento celular desregulado y en consecuencia la
expansion clonal de las células displasicas; igualmente se ha detectado la
expresion intensa de hTERT en lesiones potencialmente premalignas y en
moléculas epiteliales de la mucosa oral displasica, es por ello que el

incremento en su expresion se asocia con la alta actividad de la telomerasa en
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muchas entidades tumorales aumentando la inestabilidad gendmica que

contribuye a la transformacion maligna (figura 15).34:36.37,40,43,44

hTERT es una proteina nuclear generalmente reprimida en células normales y
regulada por incremento en células inmortales, lo que sugiere que es el
principal determinante de la actividad enzimética en células normales y

cancerosas.36

Telomerass Bypasses M1 Senescence anc M2
Crisis Leading to Cell Immortality

Y

Express Express Express
hTERT hTERT hTERT
Senescence Crisis v

Immortality
@ Diwisions@Diwsions p16/Rb '@
p53
M1 i M2
Telomere Shortening Telomere Maintenance

Figura 15 La expresion de hTERT resulta en la inmortalizacién celular.

A pesar de que el acortamiento de los telomeros parece limitar la vida util
replicativa de las células humanas y suprimir la transformacion celular, también
eventualmente conduce a presentar teldmeros extremadamente cortos lo que
marcara el inicio de la crisis, es en esta etapa cuando las células son
eliminadas por apoptosis; no obstante, existen células esporadicas capaces
de sobrevivir a la crisis, haciéndose inmortales, adquiriendo mutaciones
adicionales como consecuencia de la inestabilidad gendémica inducida por el
acortamiento critico de los telémeros y manteniendo las longitudes de los
telomeros mediante la activacion de la telomerasa 0 un mecanismo de
telomerasa independiente del mantenimiento del telobmero denominado

Alargamiento Alternativo de los Telomeros (ALT). Esta estabilizacion de la
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longitud del telobmero permite la inmortalizacién y facilita la progresién
maligna.*>4® Figura 16

Germline cell

(telomerase ++)
1) )
A Somatic cell 7
: (telomerase —/+) \ (
senescence
‘ C RN et
w J

Immortal cancer cells
(telomerase activation or ALT)

Figura 16 Teldomero, telomerasa y vida Util celular. EI mecanismo de
Alargamiento Alternativo de los Telémeros puede compensar el
acortamiento de los telémeros y prevenir la senescencia celular.®®

Aproximadamente el 90% de los canceres humanos primarios muestran
actividad en la telomerasa, evidenciada por la expresion de la subunidad
catalitica de la enzima hTERT, la actividad de la telomerasa puede ser
detectada de 0-35% en el epitelio oral normal, de 0-50% en el tejido epitelial
oral hiperplasico, y en un 0-80% en displasias moderadas, y en un 42-100%

de carcinomas orales.3547

Los componentes de la telomerasa y las proteinas asociadas se estan
convirtiendo no sélo en un marcador de diagndstico del cancer, sino también

en los objetivos moleculares de las estrategias contra el cancer.3°
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como consecuencia ante la dificultad en la prediccion de transformacion
maligna en las displasias epiteliales orales, actualmente existen
investigaciones enfocadas al estudio de biomarcadores como predictores de

dicha transformacion.

A pesar de que son pocos los estudios encaminados a la investigacion de la
presencia y expresion de la telomerasa y su subunidad hTERT en las
displasias epiteliales, existe evidencia que sugiere que esta enzima influye de
manera importante en la transformacion maligna de las displasias epiteliales,
por lo tanto al realizar la deteccion de la subunidad hTERT en muestras de
displasias epiteliales orales de distintos grados de diferenciacion histolégica
podremos describir si existe relacidbn con su presencia y el desarrollo de la

enfermedad.
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IV. JUSTIFICACION

Debido a la importancia de la posible transformacion maligna de las displasias
epiteliales orales como consecuencia de los habitos nocivos que la favorecen,
hoy en dia se ha iniciado la busqueda de la asociacién, en este caso de la
telomerasa y su subunidad hTERT, con el grado de diferenciacion histologica
de las displasias epiteliales orales, para asi ser utilizada como biomarcador
para la transformacién maligna; es por ello que es importante detectar su
presencia a través de métodos pertinentes.

V. OBJETIVO

Identificar la presencia y expresion de hTERT en seis muestras de displasias
epiteliales orales: dos displasias leves, dos moderadas y dos severas
mediante la técnica de PCR.
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VI. MATERIAL Y METODO

Materiales y equipo
¢ ReliaPrep ™ FFPE RNA Mini prep System (Promega Cat A2531).
e Termobloque (Select Bioproducts Mod. SBD110).
e Campana (Edge Gard Mod. EG3252).
e Microcentrifuga (bio RAD Mod. 14K).
e Nanodroop 2000 (Thermo Fisher).

Ensayo de RT-PCR
e Access RT-PCR system (Promega Cat. A1250).
e Termociclador (Axygen Mod. Maxygene II).
e Agarosa al 4% (Sigma).
e Céamara de electroforesis frontal (Sigma techware Mod. P5254-1).
e Buffer TAE (Promega).
e Bromuro de etidio (Promega).
¢ Sistema de fotodocumentacion (Axygen GDS).

e PCR Master Mix (Promega).

Poblacién

La muestra estuvo conformada por seis biopsias con diagnéstico histolgico
de displasias epiteliales orales; se obtuvieron dos displasias leves, dos
displasias moderadas y dos displasias severas; éstas fueron recolectadas en
el servicio de diagnéstico histopatolégico del Departamento de Patologia y
Medicina Bucal y Maxilofacial de la D.E.P.e.l, F.O, UNAM.
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Las caracteristicas y localizacion de las muestras tomadas fueron las

GRADO DE
DIFERENCIACION

siguientes (tabla 1):

MUESTRA
051  62afios Masculino Borde lateral de la Leve
lengua
268 63 afios = Masculino Encia insertada Leve
371 56 afios Femenino Borde lateral de la Moderada
lengua
024 44 ainos | Femenino Dorso de la lengua Moderada
291 74 afos Masculino Borde lateral de la Severa
lengua
870 54 afios | Masculino = Dorso de la lengua Severa

Tabla 1 Caracteristicas y localizaciéon de las muestras tomadas.™P:

Se confirm6 el diagnostico histolégico del reporte de un patélogo
experimentado (CMRM).
La metodologia empleada para comenzar la extraccion del ARN para posterior

analisis mediante PCR esté descrita en los siguientes parrafos.

Extraccion de ARN: Método

e Desparafinizacion usando aceite mineral

Para realizar la extraccion de ARN, se sigui6 el protocolo segun las
recomendaciones del fabricante del kit ReliaPrep ™ FFPE total RNA Miniprep
System.

Se obtuvieron 6 cortes de 10 um cada uno colectados en tubos Eppendorf

estériles de 2 ml; posteriormente se agregaron 500 ul de aceite mineral a cada
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tubo y se incubaron a 80° C por 1 minuto en termobloque; después se agitaron

para mezclar.
e Lisis de la muestra

Se colocaron 100 pl de buffer de lisis en cada tubo y se centrifugaron a 10,000
revoluciones por 15 segundos a temperatura ambiente; se formaron dos fases:
una acuosa inferior y una fase oleosa superior. Después se agregaron 10 pl
de proteinasa K directamente en la fase inferior de cada tubo, mezclando por
pipeteo, y se incubaron en el termobloque a 56° C durante 15 minutos,
posteriormente se reajusté la temperatura a 80°C durante 1 hora; pasado ese
tiempo, se retiraron los tubos del termobloque y se llevaron a refrigeracion

(4°C) durante 1 minuto.
e Tratamiento de DNasa

Una vez retirados los seis tubos de las muestras del congelador, se afiadieron
30 pl por tubo del tratamiento de DNasa recién preparado (13 pl de MnCl2,0.09
M, 7 ul de Buffer de DNasa y 10 ul de enzima DNasa [) directamente en la fase
inferior de la muestra mezclando por pipeteo; se incubaron durante 15 minutos

a temperatura ambiente.
e Union al acido nucleico

Pasado el tiempo de incubacion, se afadieron 325 ul de Buffer BL y 200 pl de
isopropanol al 100%, centrifugando a 10,000 revoluciones durante 15
segundos a temperatura ambiente, obteniendo asi la separacion de la fase
acuosa Y la fase oleosa en cada uno de los tubos; luego de eso se transfirid
toda la parte acuosa de cada tubo a un tubo de recoleccién/ columna de
ensamblaje y se desecho la parte oleosa de cada tubo. Se centrifugd a 10,000
revoluciones durante 30 segundos para posterior desecho de remanente y

reinsercion del tubo de colecta.
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e Lavado de columnay elucién

Se colocaron 500 pl de solucion de lavado, centrifugado de 10,000
revoluciones durante 30 segundos, desechando el remanente; repitiendo este
paso en 2 ocasiones mas. Centrifugamos a 16,000 revoluciones durante 3
minutos con las tapas de los tubos abiertas para su secado; luego agregamos
30 - 50 pl de agua libre de nucleasas y centrifugamos a 16, 000 revoluciones

durante 1 minuto a temperatura ambiente.

Se realizé la medicion de RNA mediante el uso de Nanodroop obteniendo las
cantidades y relacion 260/280 nm del acido ribonucleico presente en las

muestras (tabla 2). Se almacend a una temperatura de — 20° C.

Muestra Cantidad de Relacion

ARN 260/280
051 43.9 ng/pl 1.90
268 156.3 ng/pl 1.55
371 74.3 ng/pl 1.8
024 60.4 ng/pl 1.74
291 569.3 ng/pl 1.50
870 46 ng/pl 1.85

Tabla 2 Resultados obtenidos del Nanodroop.™?
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Ensayo de PCR

Para realizar la identificacion de hTERT, se siguié el protocolo segun las
recomendaciones del fabricante del kit Access RT-PCR system. Las

secuencias empleadas de los primers para hTERT y GAPDH fueron las
siguientes (tabla 3):

Extension
Nombre oligo Secuencia de nucleotidos _
aproximada

hTERTup ACTTTGTCAAGGTGGATGTGACGG

214 bp
hTERTds AAGAAATCATCCACCAAACGCAGG
GAPDHus ACCACAGTCCATGCCATCAC

200 bp
GAPDHds TCCACCACCCTGTTGCTGTA

Tabla 3 Secuencias de primers para hTERT y GAPDH.™P-

Se realizaron 40 ciclos de amplificacién, resolviendo en un gel de agarosa al 4
% con buffer TAE y bromuro de etidio como colorante. La visualizacion se
realiz6 en el fotodocumentador Axygen GDS (figura 17).

La cuantificacion se realiz6 mediante el software GelQuant Net, normalizando
los resultados con GAPDH. También se realizé un analisis de multivarianza

(ANOVA) considerando un p<0.05 como significativo.

Figura 17 Sistema de
fotodocumentacion (Axygen GDS). PP
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VIl. RESULTADOS

La lectura del gel de agarosa al 4% proporcioné los siguientes resultados de
la expresion de hTERT en displasias epiteliales orales leves, moderadas y
severas (figuras 18-19).

Muestra 870 291 268 024 371 051

Figura 18 Gel de agarosa al 4% tefiido con bromuro de etidio donde se
observa la expresion de GAPDH. P

Muestra 870 291 268 024 371 051

Figura 19 Gel de agarosa al 4% tefiido con bromuro de etidio donde se
observa la expresion de hTERT.FP:

Se realiz6 wun andlisis comparativo con gliceraldehido-3 fosfato-
deshidrogenasa (GAPDH), enzima constitutiva, presente en los tejidos en
condiciones normales (tabla 4).

Se graficaron los valores comparativos de las displasias epiteliales orales
leves moderadas y severas (figura 20).
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Grado de
displasia
Leve

Leve
Moderada
Moderada

Severa

Severa

Tabla 4 Resultados obtenidos de la lectura del gel de agarosa al 4%. 7P

Media htert

Muestra

051
268
371
024
291
870

GAPDH

0.10327
0.17131
0.14537
0.13848
0.23653
0.20505

hTERT

0.08539
0.16456
0.25249
0.22698
0.13399
0.1366

rm;m -
[

1904

=

hTERT
Normalizado

0.82686162
0.96059775
1.73687831
1.63908146
0.56648205
0.66617898

2.000-

1500

1.000-

0500

0.000

i

leve

T
moderado

gradodisplasia

Barras de error: +- 1 SE

T
severo

Figura 20 Gréfica comparativa de la expresion de hTERT en los tres diferentes
grados de diferenciacidn histolégica de las displasias epiteliales orales. F-P-

Se realizé analisis de multivarianza (ANOVA) para la diferencia entre grupos,

donde se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa (p<0.02) entre

las displasias leves, moderadas y severas. En el andlisis post hoc Bonferroni

para la comparacién multiple entre grupos, se observdé una diferencia

estadisticamente significativa entre los valores de densidades Opticas de
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hTERT de las displasias leves versus moderadas (p=0.006), y entre las
displasias moderadas versus severas (p=0.003).

VIll. DISCUSION

La alta actividad de la telomerasa, la cual esta ausente en la mayoria de los
tejidos en condiciones normales, es una caracteristica coman de muchos
tumores, no obstante, son escazas las investigaciones encaminadas a la
bldsqueda de la participacion de la telomerasa y su subunidad hTERT en las

displasias epiteliales orales.

En el presente trabajo se recolectaron seis muestras de displasias epiteliales
orales dos displasias leves, dos moderadas y dos severas.

La estrategia utilizada para determinar la expresion e intensidad de hTERT es
el PCR (reaccién en cadena de la polimerasa). El PCR consiste en extraer
material genético (ARN) para su amplificacion especifica por medio de primers
gue son secuencias de nucleotidos que se unen especificamente al gen que
se busca detectar y amplificar. Este método fue empleado para detectar la
presencia de hTERT en los seis casos de displasias epiteliales orales.
Nuestros resultados sugirieron que la expresion de hTERT es mas frecuente
en casos de displasia moderada (1.73687831 y1.63908146) e incluso displasia
leve (0.82686162 y 0.96059775) que en los casos de displasia severa
(0.56648205 y 0.66617898); no obstante, nuestra poblacion de estudio fue
muy pequefia, por lo tanto, es necesario ampliar el nUmero de muestras para

poder realizar un mejor analisis comparativo.

La mayoria de las investigaciones estan orientadas a identificar hTERT
mediante inmunohistoquimica 35474849 Autores como Raghunandan y col. 42

determinaron la expresién de hTERT por medio de inmunohistoquimica tanto
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en displasias epiteliales como en COCE y la compararon con mucosa oral sana
encontrando diferencias estadisticamente significativas en la expresion de
hTERT entre la displasia epitelial y COCE. Dichos resultados muestran
incremento de hTERT entre mucosa oral sana y displasia epitelial y

posteriormente a COCE.

Por su parte, Correa y Col. 3° compararon, mediante el mismo método, 50
casos de lesiones potencialmente cancerizables contra 30 muestras de COCE
y obtuvieron que la molécula hTERT se encontraba presente en todas las
capas epiteliales de las células, sin embargo, no se mostré aumento entre los
grados de displasia y la positividad de hTERT (p<0.05), como si lo fue en el

estudio realizado por Raghunandan y Col.

De igual manera, Frost y Col. #° obtuvieron 55 muestras de cérvix donde se
analizo la expresion inmunohistoquimica de hTERT, ésta se detectd en 20 de
25 secciones (80%) de mucosa cervical normal o benigna reactiva. En este
estudio, hTERT se detectd confinado predominantemente a la porcién
suprabasal de la mucosa escamosa. En algunas secciones hTERT también se
detectdé en muchas células basales.

Al revisar de forma exhaustiva la literatura, nos encontramos con que es muy
escasa la informacion referente al estudio de PCR para la presencia y
expresion de la subunidad hTERT, por lo tanto, este trabajo puede formar parte
del inicio para las investigaciones que aborden este método para la deteccién

de dicha subunidad, teniendo en cuenta las limitantes que presenta.
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IX. CONCLUSIONES

Al realizar la revision de la literatura y compararla con los resultados obtenidos
mediante el método de PCR, podemos concluir que a pesar de que este
meétodo ofrece una mayor perspectiva de la presencia y expresion de hTERT
en las displasias epiteliales orales aun no se lleva a cabo como el método de

rutina.

De acuerdo a los resultados obtenidos, notamos que la presencia de hTERT
en las displasias epiteliales orales leves y moderadas es mayor que en las
displasias epiteliales orales severas, cabe hacer mencion que las displasias
epiteliales orales moderadas fueron las Unicas tomadas en pacientes de
género femenino, es por ello que sera necesario realizar nuevos estudios con
poblaciones mas grandes para continuar avanzando en el conocimiento de la
relacion y posible asociacion de hTERT como biomarcador de progresion
maligna en las lesiones potencialmente cancerizables y ver si existe relacion
de la transformacion maligna y la predileccion por el género; de este modo
estos estudios podrian ser utilizados en la optimizacion de protocolos de salud

en el tratamiento de pacientes con estas alteraciones.
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