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[.INTRODUCCION

El término trastornos potencialmente malignos o lesiones potencialmente
malignas, conlleva a un riesgo mayor en la progresion del cancer.

El cancer oral se ha convertido en un problema de salud bucal, se ha
convertido en el 6to lugar de todos los carcinomas en el cuerpo humano.

La leucoplasia y la eritroplasia se han convertido en las lesiones hacia la
transformacion maligna, ya que estas lesiones tienen histolégicamente
caracteristicas desde displasias de bajo grado hasta un carcinoma in situ.

Su importancia es que su comportamiento es incierto, un 40% puede
permanecer sin cambios 20% involucionar y otro 20% evolucionar a maligno,
pero no es una directriz, y no se puede dar una proyeccion porgue no se
conoce la historia natural de la enfermedad, y no quiere decir que una displasia
de bajo grado tiene que evolucionar a un carcinoma.

Las herramientas para poder diagnosticar, son las biopsias y su estudio
histopatologico.

El estudio de estas displasias implica un proceso de alteraciones genéticas y
participacion de las diversas vias de sefalizacion celular las cuales son de
ayuda para ver los grados de severidad de estas lesiones.

El resultado de una acumulacién de alteraciones genéticas, puede terminar en
un estado de carcinogénesis. Recordando que las mutaciones de los genes
supresores de tumores pueden producir cancer, como el p53 en su forma
mutada. El gen P53 se localiza en el brazo corto del cromosoma 17 (17pl3.1),
contiene 11 exones ubicados en un dominio cromosomico de 20 Kb, Es el gen
méas comunmente mutado en el cancer humano. Desde su descubrimiento en
1979, este gen y su proteina se han convertido en el centro de intensos
estudios; un hallazgo importante es que mas de 50% de las neoplasias

humanas presentan mutacion.



Il. MARCO TEORICO

2.1 Trastornos potencialmente malignos en cavidad oral

Es sabido que el cancer oral puede desarrollarse en lesiones pre-existente de
la mucosa en la cavidad oral. En la literatura, estas lesiones se han
denominado por términos tales como “pre- cancer”, “lesiones precancerosas/
premalignas” y “neoplasia intraepitelial’. Un término mas preciso, “trastornos
orales potencialmente malignos” el término en precision define un grupo de
lesiones que conlleva un mayor riesgo de la progresion del cancer y pone de
relieve la complejidad y frustracién para los clinicos, patologos y sus pacientes
sobre la evaluacion de riesgo a cancer. !

El acuerdo subyacente es que estas lesiones tienen el potencial de convertirse
en malignos, por lo que, en su estado actual, es decir, antes de la
transformacién maligna, todavia son pre malignas (potencialmente).!

Los trastornos potencialmente malignos como la leucoplasia, eritroplasia,
liquen plano y fibrosis submucosa, encontrados durante un examen de mucosa
oral de rutina representan hallazgos clinicos significativos, mas atn cuando se
observa displasia desde el punto de vista histologico. De los trastornos
mencionados, los mayormente asociados con la transformacién a carcinoma

oral de células escamosas son la leucoplasia y eritroplasia. !



2.1.2 Leucoplasia

Una leucoplasia es una lesion que se diagnostica por exclusion, es decir, toda
placa blanca cuyo diagndéstico no puede ser asociado con algun factor
etiolégico. El termino leucoplasia fue utilizado clinicamente para denotar
cualquier lesion blanca en la mucosa oral. Durante varias décadas, los
meédicos se dieron cuenta de que todas las manchas blancas que surgen en la

cavidad oral no deben ser etiquetadas como leucoplasia oral.*

Aspectos clinicos

La leucoplasia por lo general puede ser asintomatica o mostrar un aspecto
clinico benigno por lo que es dificil diferenciarla de trastornos comunes
reactivos, su tasa de aparicion es de 1.5 a 12%, en funcion de la poblacion
concreta estudiada.®®

Las leucoplasias generalmente se diagnostican después de la cuarta década
de la vida. Son mas comunes en los hombres y son 6 veces mas comun entre
los fumadores que entre los no fumadores. El consumo de alcohol es un factor
de riesgo independiente. La leucoplasia no estd asociada a ningun agente
quimico o fisico, excepto el tabaco o alcohol. En una minoria de las
leucoplasias, los virus del papiloma humano pueden tener un papel potencial

en su etiologia (Figura 1). 1



Figura 1 Leucoplasia en zona ventral de legua

Aspectos histologicos

Dado que el término <<leucoplasia>> no indica la naturaleza de los cambios
tisulares, es preciso realizar una valoracion microscopica del espectro de
alteraciones que pueden encontrarse en el epitelio mucoso.

Los cambios de tejido conjuntivo subyacente también dan un aspecto
blanquecino a la mucosa oral, este se debe por lo general a una reduccion de
la vascularizacion. Un hallazgo significativo en el prondstico de los pacientes

es la displasia, la cual puede estar o no presente. !



Evaluacion y diagndstico

En general, la mayoria de las leucoplasias son asintomaticas y se detectan
durante un examen visual de rutina por un médico. Los sintomas, si esta
presente, se asocian con la variedad moteada no homogénea e incluyen
malestar, hormigueo y sensibilidad al tacto, bebidas calientes o picantes. Para
un diagndstico mas seguro es obtener una 0 mas biopsias de la lesion y

solicitar una evaluacion histopatolégica a un patélogo especialista. 1°

Prondsticos y tipos

El prondstico del diagndstico es reservado. La derivacion de un especialista, y
la intervenciéon adecuada puede reducir la tasa de progresion de estas
enfermedades a cancer.

Dos tipos principales de la leucoplasia son la leucoplasia homogénea y la no
homogénea. La distincibn se basa en las caracteristicas de color de la
superficie y morfologicas (espesor y textura). Leucoplasias homogéneas son
uniformemente delgadas, y suelen tener una superficie lisa y pueden presentar
grietas poco profundas y variedades no homogéneas que comprenden 3 tipos

clinicos y con generalmente asintomaticos. *

A) Moteado-mezclado, blanco y de color rojo (también denominado
eritroleucoplasia) pero conservando coloracion predominante blanca.

B) Excrecencias polipoides nodulares- pequefio, redondeado, excrecencias
rojas o blancas.

C) Verrugoso o apariencia de la superficie —exofitico arrugado u ondulado.?



2.1.3 Eritroplasia

El termino eritroplasia se utiliza de manera analoga a leucoplasia y ha sido
definida como “una mancha roja que no puede ser caracterizada clinica o
patolégicamente como cualquier otra enfermedad”. La eritroplasia es una
lesion generalmente irregular, aunque puede ser bien definida y tener una
superficie aterciopelada de color rojo brillante. De vez en cuando, la superficie

es granular. El sitio mas cominmente involucrado es el paladar blando. *

Aspectos clinicos

La eritroplasia de la boca suele ser una lesion asintomatica que aparece
principalmente en hombres mayores que fuman cigarros.

Puede encontrarse en el suelo de la boca, superficies lateral y ventral de la

lengua, paladar blando y mucosa del carrillo. 415

El término <<eritroplasia moteada>> se emplea a menudo para describir una
lesion predominantemente roja. Esta lesion deberia contemplarse con un alto
indice de sospecha dada su alta incidencia de transformacion premaligna a

maligna (Figura 2). 14151
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Figura 2 Lesion de Eritroplasia.

Aspectos histopatoldgicos

La evaluacion microscopica de las eritroplasias revela que del 60 al 90% son
displasias epiteliales, carcinomas in situ o carcinomas de células planas. En
consecuencia, las eritroplasias orales deberian de considerarse con un alto de
sospecha y ser sometidas rutinariamente a biopsias para evaluacion

histopatoldgica. 1516

Evaluacion y diagnéstico

Una biopsia de diagnéstico es esencial para obtener la opinién de un patélogo
para distinguir la eritroplasia de la especificacion citada y en especifico en las
lesiones inflamatorias orales. Esto debe llevarse a cabo con urgencia porque
en muchos casos, la eritroplasia es una displasia o puede albergar un

carcinoma in situ. 1
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Prondsticos y tipos

Es importante que todas las lesiones de eritroplasia sean sometidas a biopsia
para determinar su naturaleza exacta. Dos ejemplos comunes de entidades
confunden a menudo por los médicos como eritroplasia son candidiasis
eritematosa (estomatitis dental-asociado) y eritema migratorio. Otras
condiciones para incluir en el diagnostico diferencial son trastornos erosivos,
gingivitis descamativa, lupus discoide, liquen plano erosivo, penfigoide u otras

condiciones inflamatorias/infecciosas.!
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2.1.4 Displasias Epiteliales Orales

Del prefijo griego dys, dificultad; plasia, modelar: una anomalia en la
organizacion celular de los tejidos. La displasia implica un proceso de
alteraciones genéticas y participacion de las diversas vias de sefializacion
celular.?

Se caracteriza por un aumento del numero de mitosis, una falta de
diferenciacion celular y de las relaciones intercelulares anormales. La displasia
epitelial puede convertirse en un carcinoma in situ y después en un tumor
invasivo. 2

La Organizacion Mundial De La Salud (2017) mantiene un sistema de
clasificacion de 3 niveles para la Displasias Epiteliales Orales (DEO): displasia
leve, moderada y severa. El carcinoma in situ es sindnimo de displasia severa

en este sistema de clasificacion.?

Esta clasificacion de las DEO tiene ciertas debilidades, tales como la division
subjetiva en 3 tipos, lo cual no implica una progresion continua y no predice su
potencial maligno.?

La displasia leve es confinada al tercio inferior del epitelio (capas basales y
parabasales) que presenta citologia y /o alteraciones arquitectonicas. La
displasia moderada exhibe hasta la porcion media de la capa espinosa del
(tercio medio). Displasia severa/carcinoma in sitiu revela la maduracion
anormal que se extiende desde las células basales a un nivel por encima del

punto medio del epitelio (figura 3).2

13



La mayoria de las displasias epiteliales son del tipo queratinizante, y el criterio

para la displasia de espesor completo tal como se aplica a la displasia de no

queratinizante es inapropiado. 2

Para tener un criterio de diagnéstico de una displasia epitelial se debe de tener

en cuenta caracteristicas de tipo arquitectonica y citologica (tabla 1). 2

WHO Binary
mild low grafie
dysplasia
moderate
high
grade
dysplasia
severe -
carcinoma
in situ

Figura 3 Clasificacion histolégica de displasia.
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Tabla 1 Criterios arquitectonicos y citolégicos para el diagndstico de

displasia.

Caracteristicas arquitecténicas

Estratificacion epitelial
irregular

Perdida de la polaridad
celular basal

Las crestas epiteliales se

encuentran en forma de gota

Aumento del numero de
figuras mitoticas
Anormalmente mitosis
superficiales
Queratinizacion  prematura
en células individuales

(disqueratosis)

Perlas de queratina dentro de
las crestas epiteliales

La pérdida de la cohesién de

las células epiteliales

Caracteristicas citoldgicas

Variacion anormal en el

tamano nuclear
(anisonucleosis)

Variacion anormal en forma

nuclear (pleomorfismo
nuclear)
Variacion anormal en el

tamanfo celular(anisocitosis)
Variacion anormal en forma
de la célula (pleomorfismo
celular)

Atipicas figuras miéticas

del

tamarfio de nucleo6tidos

Aumento namero y

15



La evidencia creciente indica que la transicion de epitelio normal a lesiones
epiteliales orales potencialmente premalignas a carcinoma de células
escamosas invasiva es el resultado de una acumulacion de alteraciones
genéticas y epigenéticas, este Ultimo se refiere a una multitud de
equivocaciones, incluyendo reordenamientos cromosémicos, mutaciones,
metilacion, y otros, que afectan a la expresion y la funcion de los oncogenes y
genes supresores de tumores. Debido a que, por definicion, las displasias son
vistas como eventos tempranos, se deduce que la explicacion de las
alteraciones moleculares esenciales para la progresion a la malignidad podria
predecir lesiones premalignas con mayor especificidad y sensibilidad cuando

se combina con la anotacion clinica y la histopatologia. °

2.2 PROTOONCOGENES, ONCOGENES Y GENES SUPRESORES DE
TUMORES

Las mutaciones de los protooncogenes y los genes supresores de tumores
pueden producir cancer. Un protooncogén es un gen normal que codifica una
proteina reguladora del ciclo o de la diferenciacién celulares, o una via de
transmision de sefiales celulares. Las proteinas protooncogénicas son
semejantes a los factores de crecimiento. La versibn mutada de un
protooncogen (del griego protos, primero; genos, nacimiento) se llama
oncogén (del griego onkos, masa).

Las mutaciones de protooncogenes son dominantes debido a que la mutacion
de un unico alelo puede conducir a la transformacién celular. A diferencia de
la mutacién de un gen supresor que es recesivo, donde ambos alelos de un
gen supresor de tumor deben mutar para que tenga lugar la transformacion

celular. 17
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Los oncogenes expresan productos activos constantemente; esto conduce a
la diferenciacién y a un crecimiento celular no regulado; dos propiedades
importantes en las células cancerosas. Las mutaciones pueden afectar a la
secuencia del gen (mutaciones puntuales, deleciones, inserciones o
amplificacion de genes) o ser consecuencia de una translocacién o fusion
cromosOomica (mediante la colocacion de un gen en un entorno regulador
diferente). Cabe resefiar que los términos protooncogenes y oncogenes no son
intercambiables. 17 18

Los otros participantes del proceso carcinogénico son los genes supresores
tumorales. Estos se encargan de regular y limitar la proliferacion celular
cuando existe dafio gendmico que comprometa una transformacion maligna.
Es decir, mientras los oncogenes son proteinas activas como un resultado de
mutaciones con ganancia de funcion, existe un grupo de genes con un
comportamiento recesivo que se genera por mutaciones con pérdida de
funcibn de ambos alelos. Los genes supresores dirigen la expresion de
proteinas vitales que participan en el control de la proliferacidn celular con una
funcion complementaria a la de las proteinas codificadas por los proto-
oncogenes. Mientras que los proto-oncogenes activan la proliferacion, las
proteinas codificadas por genes supresores de tumores actlan como sus

frenos. 171819
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Esto explica que su contribucién a la carcinogénesis depende de que los dos
alelos estén afectados, generando una pérdida total de los mecanismos de
freno tanto de las vias de sefializacion como del control del ciclo celular en si
(LISKER). De forma general estos pueden dividirse en “caretakers o de
reparacion”, “gatekeeper o de vigilancia” y “ladscaper o reguladores del
entorno”. Los mas conocidos son el gen p53 y el gen retinoblastoma (Rb). Su

funcion es la de regular el ciclo celular. 1718

2.2.1 Gen p53

El gen supresor p53 actia como regulador del ciclo celular, involucrando la
integridad genética y es conocido popularmente como el guardian del genoma.
El control de la maquinaria del ciclo celular, la apoptosis y la reparacion del
ADN, son las actividades criticas del gen supresor que provoca una respuesta
anti-cancer. La activacion de p53 se realiza por eventos como el dafio al ADN,
hipoxia, choque térmico y varias otras sefiales de estrés. 34

Las mutaciones que afectan a la estructura tridimensional del p53 han sido que
causa un disparo en el nucleo del citoplasma, la retencién citoplasmatica o
mala localizacién, lo que resulta en la pérdida de sus funciones supresores de

tumores. 3

2.2.2 Antecedentes

El gen TP53 se localiza en el brazo corto del cromosoma 17 (17pl3.1), contiene
11 exones ubicados en un dominio cromosomico de 20 Kb, Es el gen mas
comunmente mutado en el cAncer humano. Desde su descubrimiento en 1979,
este gen y su proteina se han convertido en el centro de intensos estudios; un
hallazgo importante es que mas de 50% de las neoplasias humanas presentan

mutaciones somaticas en TP53. 17
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2.2.3. Familia del p53

La familia de factores de transcripcion p53 comprende los productos génicos
de genes TP53. TP63 Y TP73. Estas proteinas comparten un alto grado de
homologia en la estructura, ya que han evolucionado a partir del ancestro
comun en curso de la evolucion. La mutacion del p53 desarrolla varios tipos
de céancer, incluidos los carcinomas de mama, sarcomas, tumores cerebrales,
carcinomas corticales adrenales, de Li-Fraumeni. 36

Los miembros de la familia del p53 no sdélo se encuentran en los vertebrados,
sino también en muchos invertebrados superiores, p63 y p73 han asumido
nuevas funciones en el desarrollo de tejidos y érganos, mientras que p53 se
ha convertido en el guardian del genoma somatico y un supresor de tumores
también. 3

Las mutaciones del p63 se asocian con trastornos en el desarrollo, como el
paladar hendido, anomalias esqueléticas, patologias en la piel, pero que no
desarrollan cancer a tasas altas.3®

El p73 esta implicado en el desarrollo del sistema nervioso central y el sistema
inmune. Es de notar que p73 puede actuar como un respaldo para p53 en
respuesta a diversas sefiales de estrés y puede iniciar apoptosis. 3

2.2.4. Expresion del p53 en displasias epiteliales orales

Como ya se mencion0 las displasias implican un proceso de alteraciones
genéticas y participacion de las diversas vias de sefalizacién celular. 2

La organizacion del tejido y, en definitiva, la del cuerpo como unidad, puede
alterarse debido a la presencia de un clon de células anormales que se
expande en forma inexorable, y esta catastrofe es el suceso que produce

cancer. 2
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Las ceélulas cancerosas tienen menos probabilidades de autodestruirse por
apoptosis.

Esta aversion al suicidio suele deberse a la presencia de mutaciones en genes
que regulan el programa de muerte intracelular, un claro ejemplo, es que
alrededor del 50% de todos los pacientes con cancer ha perdido o ha sufrido
una mutacion en el gen p53. En condiciones normales la proteina p53 actua
como parte de un mecanismo de control que determina si la célula debe dejar

de dividirse o morir por apoptosis cuando su DNA esta dafiado. 8

3. APOPTOSIS CELULAR

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular inducido por un proceso de
suicidio programado, estrechamente regulado, en el que las células que van a
morir activan enzimas intrinsecas que degradan el ADN nuclear y las proteinas
del nucleo y el citoplasma. 2°

Las células apoptdsicas se disgregan en fragmentos, llamados cuerpos
apoptoésicos, que contienen porciones del citoplasma y el nucleo. Las
membranas plasmaticas de las células y los cuerpos apoptdsicos permanecen
intactos, pero su estructura se altera, siguiendo un patron que atrae a los
fagocitos. La célula muerta y sus fragmentos son rapidamente ingeridos, antes
de que su contenido se vaya extravasado, por lo que la muerte celular que
sigue de esta via no da lugar a reaccion inflamatoria en el anfitrion. El proceso
fue identificado en 1972, por el caracteristico aspecto de los fragmentos
rodeados de membrana derivado de las células, y se les asign6 nombre, que
en griego significa <<caida>> o <<desprendimiento>>. Pronto se constat6 que
la apoptosis era un mecanismo singular de muerte celular distinto de la
necrosis, caracterizada por pérdida de la integridad de la membrana, digestion
enzimatica de las células, extravasacion del contenido celular y, con frecuencia
respuesta de anfitrion. Dado que es regulada genéticamente, a veces la
apoptosis se denomina muerte celular programada. Como ya se ha apuntado

ciertas formas de necrosis, las llamadas necroptosis, también son
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programadas segun pautas genéticas, aunque por un grupo de genes
distintos. 2°

La apoptosis se produce normalmente durante el desarrollo y el
envejecimiento y como un mecanismo homeostatico tomando en cuenta las
poblaciones de células que producen tejidos.

La apoptosis actua como un mecanismo de defensa como en las reacciones
inmunitarias o cuando las células son dafiadas por enfermedad o agentes
nocivos. %°

Los mecanismos de la apoptosis son muy complejos. Hasta la fecha, las
investigaciones indican que hay dos principales vias de apoptosis: la via del
receptor extrinseco o la muerte y la via intrinseca o mitocondrial. En ambas
vias participan enzimas denominadas caspasas (asi denominadas porque son
cisteina proteasas que escinden proteinas después de los residuos de acido
aspartico). Como muchas proteasas, las caspasas existen como proenzimas
inactivas o cimégenos, y han de ser sometidas a escision enzimatica para
activarse. La presencia de caspasas activas escindidas al igual que otros
marcadores pueden ser considerados como marcadores de apoptosis e

incluso de la via que se esa activando. 1©

3.1. Apoptosis via intrinseca

Los estimulos que dan inicio a la via intrinseca producen sefiales intracelulares
gue pueden actuar y ya sea en una manera positiva 0 negativa. Las sefales
negativas implican la ausencia de ciertos factores de crecimiento, hormonas y
citoquinas que pueden conducir a apoptosis.

La via mitocondrial es el principal mecanismo de apoptosis en todas las células
de mamiferos. Es consecuencia del aumento de la permeabilidad de la
membrana externa mitocondrial, con liberacion de moléculas inductoras de
muerte (proapoptédsicas) del espacio intermembrana mitocondrial al
citoplasma, tal como el citocromo c, cuya salida es regulada por la familia de
proteinas bcl-2. 20
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3.1.2 Bcl-2

Dentro de las células, organulos citoplasmaticos se renuevan continuamente
mediante un proceso que implica la destruccion y reconstruccion.

Cuando una célula se divide dando lugar a dos células hijas, otra célula tiene
que morir para mantener constante la poblacion.

Por lo tanto, dada la importancia de la muerte celular y la degradacién celular
en la homeostasis del tejido, parece probable que los mecanismos han
evolucionado para regular coordinadamente estas dos vias. Apoptosis y
autofagia. 7813

La autofagia se caracteriza por el secuestro de material citoplasmatico en las
vacuolas de la degradacion a granel por enzimas lisosomales. 8

La liberacion de proteinas proapoptésicas mitocondriales es estrechamente
controlada por la familia de proteinas BCL2. Dicha familia debe su nombre al
gen BCL2, a menudo sobreexpresado por las translocaciones cromosémicas
y reordenamientos en algunos linfomas de linfocitos b, también desempefia un
doble papel en el control de la apoptosis y la autofagia. Aunque las proteinas
de la familia Bcl-2 se caracterizaron inicialmente como reguladores de la
muerte celular, se ha visto recientemente que también controlan la autofagia.
Existen mas de 20 integrantes de la familia BCL, que se dividen en grupos en
virtud de su funcién pro-o antiapoptésica y de los dominios de homologia
BCL2. 7813

Los miembros llamados antiapoptésicas se encuentra la BCL2, BCLX Y MCL1
son los principales miembros de este grupo y poseen cuatro dominios BH
(lamados BH1-4). Estas proteinas se localizan en las membranas
mitocondriales externas, asi como en el citosol y las membranas del RE. Su
funcién es el mantener la regulacion de la permeabilidad en la membrana
mitocondrial externa, evitan el escape del citocromo ¢ al citosol y otras

proteinas inductoras de la muerte. 820
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3.1.3. Bax

Las llamadas proteinas proapoptosicas tales como el BAX y BAK, tienen
dominios BH, cuatro para ser exactos. Tras su activacion, la BAX y BAK se
oligomerizan en la membrana mitocondrial externa, ayudando a su
permeabilidad. El mecanismo preciso por medio del cual BAX/BAK
permeabilizan las membranas no se ha establecido completamente, sin
embargo, se sabe que forman un canal en la membrana mitocondrial externa,
permitiendo el paso del citocromo ¢ desde el espacio intermembrana.?°

El citocromo ¢ promueve el ensamblaje y reclutamiento de procaspasa
especificas y forma un complejo proteico llamado apoptosoma, que

desencadena una cascada de caspasas que inician la apoptosis. 2°

23



[ll. PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

Una de las principales complicaciones en el estudio de las displasias, es su
mismo sistema de clasificacion, es decir, lo que para algunos autores una
displasia podria ser leve para otra moderada o viceversa. Esta clasificacion
podria ser considerada como subjetiva ademas de no ser lineal respecto a su
evolucion, es decir, una displasia severa no necesariamente debe proceder de
una moderada. Los factores de riesgo para el desarrollo de lesiones
potencialmente malignas y el cancer inciden de manera diferencial en cada
humano. Esto obedece a los multiples mecanismos moleculares responsables
de la transformacion maligna diferencial. La funcion de proteinas y genes
supresores, es encargarse del mantenimiento de la integridad gendmica
blogueando el paso de células dafiadas en su ADN de G1 a fase Sy activar la
apoptosis a través de la regulacion de proteinas de la familia bcl2. En
displasias es importante determinar cual es su expresion como una forma de
comprender por qué no existe un patron o secuencia lineal en este tipo de

lesiones.
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IV. JUSTIFICACION

Las DEO conllevan a un riesgo mayor en la progresion del cancer y pone en
relieve la complejidad para los clinicos, patdlogos y para los pacientes en la
evaluacion de riesgo de céncer.

Por medio de las caracteristicas histopatoldgicas de las DEO y los marcadores
estudiados como el p53, Bcl2 y Bax podriamos entender un poco mas la
conducta de estas.

P53 es el gen diana mayormente reportado con alteraciones tumores. Las
mutaciones somaticas del p53 se encuentran en el 50 a 60% de todos los
canceres del ser humano, incluidos los carcinomas de células escamosas y
carcinoma basocelular. Sin embargo, su estudio y funcién en DEO aun es
controversial.

Dentro de las funciones de gen p53 es frenar el ciclo celular y activar la
reparacion del dafio génico o inducir a la apoptosis cuando no es factible la
reparacion. En la via intrinseca de la apoptosis los miembros de la familia Bcl-
2 juegan un papel preponderante. La molécula Bax y Bcl-2 como proapoptético
y antiapoptético, respectivamente, puede ser de ayuda en lo antes

mencionado, brindar mas informacion respecto a la conducta de las DEO.
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V. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la inmunoexpresion de P53, BAX y BCL2 en Displasias Epiteliales
Orales.

Obijetivos especificos

Determinar la inmunoexpresion de P53, BAX y BCL2 en relacion con el grado
de severidad histolégica de las DEO.

Determinar la inmunoexpresion de P53, BAX y BCL2 en relacién género de los

pacientes con DEO.

26



VI. METODOLOGIA

Se obtuvieron 6 muestras provenientes de los archivos del Departamento de

Patologia y Medicina Bucal, de Division de Estudios de Posgrado e

Investigacion, de la Facultad de Odontologia, UNAM. Las caracteristicas

clinico demogréficas se detallan en la tabla 2.

Tabla 2 Muestras de DEO

GENERO

MUESTRA

DL1

DL2

DM1

DM2

DS1

DS2

GRADO

LEVE

LEVE

MODERADA

MODERADA

SEVERA

SEVERA

LOCALIZACION
BORDE
LATERAL DE
LA LENGUA
ENCIA
INSERTADA
BORDE
LATERAL DE
LA LENGUA
DORSO DE LA
LENGUA
DORSO DE LA
LENGUA
BORDE
LATERAL DE
LA LENGUA

EDAD

62 ANOS

63 ANOS

56 ANOS

44 ANOS

54 ANOS

74 ANOS

M
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Previo a la realizacion de la técnica de IHQ se estandariz6 la técnica para el
anticuerpo y se determind la dilucion a utilizar. Primero las laminillas se
desparafinaron en bafios de xilol y alcohol de manera convencional.
Posteriormente se lavaron con agua corriente y se realizé la recuperacion
antigénica utilizando un buffer de citratos al 0.01M mediante ebulliciébn en bafio
maria dentro de horno de microondas durante 4 minutos a potencia de 700 W.
Se realizaron 3 lavados con TBS por 3 minutos cada uno para limpiar los
residuos y se inhibié la actividad de la peroxidasa enddgena con peroxido de
hidrogeno al 3% incubandolo durante 20 minutos en camara humeda; y
transcurrido el tiempo se hicieron 3 lavados mas de TBS por 3 minutos. Se
delimitdé la muestra con un lapiz hidrofébico y enseguida se bloqued6 fondo
inespecifico por incubacion con albumina al 1% en camara humeda por 20
minutos, se lavé con TBS y permeabiliz6 con Triton X100 por 20 minutos.
Nuevamente se lavo con TBS para enseguida colocar el anticuerpo primario
p53 (sc-126), Bcl-2 (sc-492) y BAX (sc-6236) todos a una dilucién 1:200 de la
marca Santa Cruz Biotechnology, incubando por una hora a 37°C. Después
de la incubacion con el anticuerpo se realizaron 3 lavados de 3 minutos. Se
incubo por 20 minutos con SuperEnhancer (Super Sensitive Polymer-HRP kits)
a temperatura ambiente y después se realizaron 3 lavados por 3 minutos con
solucion TBS. Se prosiguié a colocar el polimero HRP por 20 minutos a 37°C
seguido de 3 lavados por 3 minutos Se utilizé diamenobencidina (DAB) como
cromdgeno y se colocé a cada tejido por 3 minutos. Después de aplicar el
cromogeno se lavaron las laminillas con agua corriente, se dejaron en agua
destilada desionizada por 5 minutos. Se realizé la contratincion con
hematoxilina durante 2 minutos y posteriormente se lavaron con agua corriente
y se colocd en agua desionizada. Se realizo la deshidratacion de los tejidos

con alcohol de diferentes concentraciones y xilol para realizar el montaje con
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resina hidrofébica. Y se dejaron secar 12 horas para después poder observar
en el microscopio Leica DM750 tomando fotomicrografias a 400 aumentos con
la camara Leica ICC50HD.

La inmunoexpresion fue interpretada mediante el método semicuantitativo
indicando el nivel de expresion (-/negativo, leve/+, moderado/++ e
intenso/+++) y zona de localizacion celular (c/citoplasma, n/nucleo,
m/membrana). Se realizé un analisis estadistico de correlacion de Spearman
para determinar la relacion con severidad y genero respecto al nivel de

inmunoexpresion (p<0.05).
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VIl. RESULTADOS

La edad promedio de los casos estudiados fue de 58.8 +10 afos. Cinco de los
6 casos se localizaron en lengua. Respecto al género 4 casos fueron
masculinos y 2 femeninos.

La inmunoexpresion de Bax fue predominantemente negativa tanto para el
estrato basal como en los suprabasales para los tres grados de severidad de
DEO. Bcl-2 en las DEO leves presento un nivel de expresion leve
citoplasmatico en estrato basal, en un caso se observd expresion moderada
en estrato suprabasal. En las DEO moderadas y severas se observé expresion
nuclear y citoplasmatica a nivel basal, en estratos suprabasales se observo un
nivel de expresion moderado membranal. P53 en las DEO leves se observé
expresion nuclear moderada en estrato basal e intensa en los suprabasales
de una muestra mientas que en la otra DEO leve fue negativa. En las DEO
moderadas fue expresion leve a moderado a nivel citoplasmatico y nuclear en
estrato basal, en los estratos suprabasales fue de negativo a intensa a nivel
citoplasmatico. Las DEO severas en estrato basal fue expresién leve a nivel
nuclear y citoplasmatico, en suprabasal fue expresién citoplasmatica en ambos
casos (tabla 3). Nuestro analisis estadistico no mostro significancia entre la
severidad de la DEO y genero respecto al nivel de inmunoexpresion.

La tabla 3 muestra de datos obtenidos de la inmunoexpresion.
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Tabla 3 Inmunoexpresién de marcadores Bax, Bcl-2 Y P53

MUESTRA

DL1 Basal
Suprabasal

MUESTRA

DL2 Basal
Suprabasal

MUESTRA

DM1 Basal
Suprabasal

MUESTRA

DM2 Basal
Suprabasal

MUESTRA

DS1 Basal
Suprabasal

MUESTRA

DS2 Basal
Suprabasal

Bax
+/C

Bax

Bax

+/N

Bax

Bax

+/C

Bax

Bcl-2
+/C
+/C
Bcl-2
+/C
++/C
Bcl-2
+/N
Bcl-2
+/C
++/M
Bcl-2
+/C
Bcl-2
+/C
++/M.

P53
++/N
+++/N
P53
+/N
P53
++/N
P53
+/C/ N
+++/C
P53
+/N
++/C
P53
+/C/N
++/C

Negativo (-), Leve (+), Moderado (++), Intensa (+++), Citoplasma (C), Nuclear

(N) y Membranal (M).

Conforme a las muestras histolégicas en la tabla 3 Se observan los grados de

severidad y sus expresiones en las capas basales y suprabasales.

31



Bax DEO Bcl2 DEO P53 DEO

Figura 4 Fotomicrografia de inmunoexpresion de marcadores Bax, Bcl2 Y p53 en DEO. A)
Bax en DEO leve, B) Bcl2 en DEO leve, C) p53 en DEO leve, D) Bax en DEO modera, E) Bcl2
en DEO moderada, F) p53 en DEO moderada, G) Bax en DEO severa, H) Bcl2 en DEO severa,
I) p53 en DEO severa. 7P
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VIII. DISCUSION

Las DEO forman parte de los “trastornos orales potencialmente malignos”. Su
estudio ha arrojado diversos puntos de vista, desde su cuestidn clinica hasta
sus implicaciones moleculares. Es este ensayo observamos que la zona
anatdmica mas frecuente fue lengua (5 de 6 casos). Lopez Jornet y Cols.
reportaron que para este tipo de trastornos la lengua es el sitio de
predileccion.® Esto toma importancia por el hecho de que durante la
exploracién oral esta zona anatdmica debe ser examinada detalladamente,
mas aun si se considera que debido a esto algunos de estas lesiones se
podrian convertir en un carcinoma. Adicionalmente, se debe tomar en cuenta
que la mucosa oral ante el envejecimiento se atrofia, se vuelve un poco mas
delgada, lisa y seca, haciendo el area de la lengua mas susceptible a lesiones
pre malignas.

De los 6 casos estudiados la edad promedio fue de 58 afios. Se ha reportado
que mas del 90% de los canceres orales se diagnostican en mayores de 40
afios y mas del 50% en individuos de mas de 65 afios.!! Este dato es (til y se
debe considerar durante la elaboracion de la historia clinica, principalmente
cuando observamos otros factores de riesgo en pacientes de esta edad, es
decir, cuando el paciente tiene antecedentes de consumo de tabaco y alcohol.
Respecto al género, observamos mayor distribucion en el género masculino.
Existen reportes donde se considera que la relacibn hombre-mujer es 3 a 1
mientras otros consideran que el género femenino tiene mayor frecuencia. 12
Este cambio en la distribucion de la relacion hombre-mujer puede deberse a
modificaciones en los habitos o exposicion a factores de riesgo, es decir, en la
actualidad tanto hombres como mujeres pueden fumar o beber alcohol u

exponerse a otros factores.
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El analisis de la inmunoexpresion de Bax, Bcl-2 y p53 no mostro significancia
estadistica al intentar correlacionar su expresion con el grado de severidad y/o
el género. Shailaja y Cols. en un estudio inmunohistoquimico de 30 DEO
reportd significancia para Bcl-2 y p53, indicando que la expresion de estos
marcadores es mayor en displasias comparados con tejido normal. 3 Esta
diferencia puede obedecer de primera instancia al nUmero de muestras
incluidas. Nuestro estudio podria quiza ser catalogado como un piloto, por lo
cual su primera debilidad a cubrir es aumentar el nimero de especimenes a
analizar. El seguir investigando sobre estos marcadores es importante, ya que
su estudio nos podria aportar mas informacibn sobre la

conducta/transformacion de las displasias epiteliales orales.
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IX. CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos podemos concluir que las DEO son mas
frecuentes en lengua, en pacientes masculinos cuya edad sea superior a los
50 afios. En relacién a la inmunoexpresiéon no observamos una correlacion
significativa, sin embargo, para p53 de expresion nuclear y un cierto caso
citoplasmatico nos sugiere la posibilidad de alteraciones en su funcionar, lo
cual nos motiva a investigar mayormente. Esto también aplica para el caso de
Bax y Bcl-2, donde el patrén de expresion deberia ser analizado en una
poblacion mayor de DEO.

La complejidad de las displasias respecto a la linealidad en la transformacion,
las variables de edad, sexo y zona anatdmica nos hacen creer en la
importancia del estudio de este tema, ya que con los resultados obtenidos
podriamos saber con mas certeza que y porgue se existen diferentes grados

de displasia.
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