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Resumen

Introduccion: Las Ulceras Traumaticas Cronicas (UTC) son lesiones asociadas a la IMCO, las
cuales fueron sugeridas como una condicion con potencialidad de transformacion maligna. La
IMCO es considerada como un factor promotor de cancer bucal ya que podria facilitar la
absorcion de otros carcindgenos provenientes de factores de riesgo (tabaco y alcohol) y la
persistencia de una infeccion bucal por VPH. En la literatura, hasta el momento no hay estudios
que evaltan el comportamiento biol6gico de la UTC y su relacion con eventos premalignos o
malignos. El objetivo de este estudio fue identificar un patrén de biomarcadores de diferenciacion
(Ck19, Ck5/6) y de proliferacion celular (Ki67) en UTC y compararlo con aquellos patrones
observados en Carcinoma de Células Escamosas Bucal (CCEB) y Desordenes Potencialmente
Malignos (DPM). Materiales y métodos: se realizdé un estudio de corte transversal donde se
incluyeron pacientes (n=110) de ambos sexos con UTC (n=41), DPM (n=31) y CCEB (n=38). Se
registraron variables clinicas, factores de riesgo de cancer bucal y VPH (mediante PCR y p16 por
inmunohistoquimica). La inmunohistoquimica con Ck19, Ck5/6 y Ki67 fueron realizadas sobre
el material obtenido de las lesiones y los patrones obtenidos fueron descriptos segln publicaciones
previas, diferenciandose en: negativo (0% de células positivas), bajo (10% o menos), medio (10-
29%) y altos (méas de 30% de células positivas). El presente estudio fue aprobado por el Comité
Institucional de Etica en Investigacion en Salud de la Facultad de Odontologia, Universidad
Nacional de Cordoba. Resultados: EI CCEB mostré una sobreexpresion de los tres marcadores,
mientras que se observé un patron de Ck19 suprabasal y focal en UTC y una expresion baja en el
grupo de DPM (p=0,004). La expresion de Ck5/6 tuvo diferencias estadisticamente significativas
entre los tres grupos (p=0,001). Ki67 se observé con una fuerte intensidad (scores medios y altos)
de inmunoexpresion en células basales y parabasales del CCEB y DPM, mientras que solo un
15% de las UTC mostraron altos scores de este marcador (p=0,0037). En relacion a los hallazgos
clinicos, el borde de la lengua fue el sitio con scores altos de expresion de los marcadores en el
grupo de CCEB y UTC. Ademaés, IMCO estuvo asociada con la infeccion por VPH en el 100%
de los casos de CCEB y en el 82% de los casos de DPM, sugiriendo un vinculo entre estas dos
variables. Conclusiones: No hay evidencias cientificas sobre patrones de biomarcadores de
IMCO; por eso el patrén obtenido es novedoso y podria ser indicativo del rol de IMCO en la
carcinogénesis. La persistencia de condiciones celulares ligadas a un epitelio bucal
hiperproliferativo e inmaduro en la mayoria de las UTC ubicadas en el borde de la lengua podria
representar eventos tempranos similares a los observados en el CCEB. Se necesitan més estudios
para comprender completamente el vinculo entre IMCO y CCEB, asi como también los
mecanismos fisiopatogénicos subyacentes del trauma cronico en el proceso multifactorial de la

carcinogénesis bucal.
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Abstract

Introduction: Previous experimental and epidemiological studies had provided scientific evidence
of the potential role of Chronic Mechanical Irritation (CMI) in the multistep mechanism of oral
carcinogenesis. Chronic Traumatic Ulcer (CTU) is a prototype lesion associated with CMI and
was recently suggested as a clinical condition with malignant transformation potential. CMI was
also considered as an oral carcinogenesis promoter because it could facilitate the absorption of
other classical carcinogens (from tobacco and alcohol for example) or the persistent infection of
HPV. Nowadays there are no studies in the current literature which evaluate the biological
behaviour of CTU and its relationship with oral premalignancy and malignancy. The aim of this
study was to identify a biomarker pattern of differentiation (Ck19, Ck5/6) and cell proliferation
(Ki67) in CTU and compare it with those observed in Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC)
and Oral Potentially Malignant Disorders (OPMD). Methods: a Cross-sectional study with adult
patients (n = 110), both sexes, with CTU (n=41), OPMD (n=31) and OSCC (n=38) were included.
Clinical variables, risk factors and HPV infection (PCR and p16 by immunohistochemistry) were
also recorded. Ck19 and Ki67 immunohistochemistry were carried out in specimens of the lesions
and the patterns and scores of immunostaining were described according to previous publications
in Negative, Low (10% or less of positive cells), Medium (10-29% of positive cells) and High
(more than 30% of positive cells). The present study was approved by the Ethics Committee of
the College of Dentistry, Universidad Nacional de Cordoba. Results: There were not statiscally
significant differences between the diagnoses and clinical variables. OSCC showed an
overexpression of three markers, while a Ck19 focal and suprabasal pattern was found in CTU,
with a lower expression of Ck19 in the OPMD group (p=0,004). Ck5/6 immunoexpression was
found significative between the three groups (p=0,001). Ki67 was found with strong intensity in
basal and parabasal cells of OSCC and OPMD (medium and high scores), while only 15% of
CTU showed high scores of this marker (p=0,0037). Regarding clinical findings, the lateral
tongue border was the site with the highest scores of immunostaining in CTU and OSCC group.
CMI was associated with HPV infection in 100% of OSCC cases and in 82% of OPMD cases
suggesting a link between both conditions. Conclusions: there is no scientific literature on
biomarker patterns of CMI. Therefore, the described pattern is novel and could be indicative of
the relationship between CMI and oral carcinogenesis. The persistence of cell conditions
associated with an immature and an hiperproliferative oral epithelium found in the majority of
CTU located on the lateral tongue could represent early malignant changes similar to those
observed in OSCC. Further studies are needed to completely understand the relationship between
CMI and OSCC as well as the underlying mechanisms of chronic trauma within the multistep and

multifactorial process of oral carcinogenesis.
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Abreviaturas

e ADN: Acido Desoxirribonucleico

¢ aldAJCC: American Joint Committee Cancer

e ALDH-1: Aldehido Dehidrogenasa-1

e ARN: Acido Ribonucleico

o As: Arsénico

e ATO: Azul de Toluidina

e BVP: Virus Papiloma Bovino

e CAI: Comité Académico de Investigacion

e CB: Céncer Bucal

e CCC: Céncer de cabezay cuello

e CCEB: Carcinoma de Células Escamosas Bucal

e CIEIS: Comité Institucional de Etica en Investigaciones de Salud

e Ck: Citoqueratina

e COPV: Canine Oral Papiloma Virus

e COX: Ciclo Oxigenasa

e CRPV: Cotton Tail Rabbit Papiloma Virus

o DEO: Displasia Epitelial Oral

o DMBA: Dimetilbenzantraceno

o DPM: Desoérdenes Potencialmente Malignos

e EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor (Receptor del Factor de Crecimiento
Epidérmico)

o FGF: Fibroblastic Growth Factor (Factor de Crecimiento Fibroblastico)

e FDI: Federacion Dental Internacional

e FNT: Factor de Necrosis Tumoral

e FOS: Fibrosis Oral Submucosa

e GUTEE: Granuloma Ulcerativo Traumatico con Eosinofilia Estromal (del inglés TUGSE)

e HACRE: Hidroarsenicismo Cronico Regional Endémico

e HGF: Factor de Crecimiento de Hepatocitos, (Hepatocyte Growth Factor)

¢ |ARC: International Agency for Research of Cancer

e |IC: Intervalo de confianza

e Ig: Inmunoglobulina

e IMCO: Irritacion Mecénica Cronica Oral

e LL: Lesiones Liquenoides

e LPB: Liquen Plano Bucal
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e LVP: Leucoplasia Verrugosa Proliferativa

e NK: Natural Killer

o NFkB: Factor Nuclear potenciador de las cadenas ligeras Kappa de las Células B activadas
o MMP: Metalo Proteinasa

e OMS: Organizacién Mundial de la Salud

e OR: Odd Ratio

¢ PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa
e PGE2: Prostaglandinas E2

e PGsHs: Proteoglicanos de Heparan Sulfato

e pRb: proteina Retinoblastoma

e  QPI: Queratosis de Prondstico Incierto

e ROPV: Rabbit Oral Papilloma Virus

e ROS: Reactive Oxygen Species

o RNS: Reactive Nitrogen Species

e SC: Stem Cell

e SCC: Stem Cell de Céncer

e TIS: Tumor In Situ

e TGF-a: Factor de Crecimento Transformante
e TME: Transicion Mesénquima - Epitelio

e TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral

e THC: Tetrahidrocannabinoide

e UTC: Ulcera Traumatica Cronica

e UM: Ulcera de Marjolin

e VEB: Virus de Epstein Barr

e VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor (Factor de Crecimiento Endotelial Vascular)
e VPH: Virus Papiloma Humano

e ZT: Zonas de transicion
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INTRODUCCION y MARCO TEORICO

1. Céancer Bucal

1.1 Epidemiologia

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo. La Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) estima que 7.6 millones de personas murieron durante el afio
2005 y que 84 millones morirdn en los siguientes diez afios sino se realizan acciones
adecuadas. Cerca del 43% de los c&nceres se deben al consumo de tabaco, a dietas no
saludables, a consumo de alcohol y/o a la asociacion con procesos infecciosos[1]. A nivel
mundial, el cancer bucal (CB) representa entre el 2 al 5 % del total de los canceres de
todo el organismo[2].

El Cancer de Cabeza y Cuello (CCC) es una entidad muy heterogénea que
comprende aquellas neoplasias malignas que se ubican anatdmicamente por arriba de
la caja toracica y por debajo de la base craneana, incluyendo las malignidades que
asientan sobre las superficies mucosas de cavidad bucal, faringe, laringe, senos

paranasales y tumores provenientes de las glandulas salivales[3].

En 2018, en un estudio realizado por Globocan en base a estadisticas de 185
paises de todo el mundo, existieron 354864 casos nuevos (casi 15000 solo en América
del Sur), representando el 2% de todos los canceres. Ademas, se registraron casi 180000
muertes por esta patologia. Segun estos mismos registros, en América del Sur, es mas

frecuente en varones (el doble que en mujeres)[4].

Segun diferentes informes globales, mas de la mitad de los tumores bucales se
presentan en Asia con una estimacion de 168.850 nuevos casos de CBJ[2,5,6]. Dentro
de los paises asiaticos, aquellos ubicados hacia el sudeste de ese continente (Indonesia,
Singapur, Malasia, Bruneii, Camboya, Filipinas, Vietnam, Tailandia, Myanmar, etc.)
son los que presentan, aln con subregistros de la enfermedad, las tasas mas importantes
y alarmantes de CCEB en todo el mundo. Las razones de estas cifras estarian ligadas a

habitos propios de dichas regiones geograficas como la masticacion de betel[6].

La incidencia de CCEB en América del Sur varia de acuerdo con los registros

de cada pais y las tasas mas altas corresponden a Brasil. La mayoria de los tumores son
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diagnosticados en estadios tardios, y casi el 30% de los casos registrados no incluye el
estadiaje al momento del diagndstico. En cuanto a la mortalidad en América del Sur por
CCEB, varia de 0.72 a 6.04/100.000 habitantes. Curado y cols, informaron una gran
heterogeneidad de los registros de CCEB sudamericanos. Las bases de datos publicas y
representativas de CCEB en America del Sur son insuficientes y desactualizadas,
generando estadisticas incompletas que no reflejan el verdadero problema de esta
patologia en nuestro continente[7].

En lo que respecta a la Provincia de Cordoba, Argentina, segln los datos del
Registro Provincial de Tumores, el CB y de orofaringe, durante el periodo 2004-2013
no se presentd como una localizacion frecuente (no estuvo dentro de los diez tumores
méas frecuentes en la poblacién cordobesa). Segun estos registros, en el periodo
anteriormente mencionado, se diagnosticaron con CB 466 mujeres, de las cuales 181

fallecieron y 1043 varones, de los cuales, 499 fallecieron[8].

ElI CCEB se presenta en una cavidad que se encuentra accesible para la deteccion
temprana, a diferencia de tumores de otras partes del organismo. Sin embargo, la
mayoria de las lesiones son diagnosticadas en estadios avanzados. Los profesionales de
la salud se ven implicados también en la demora en el diagnéstico de CB, por lo que es
relevante la educacion continua en temas inherentes al diagnostico precoz de CB y a los
DPMI[9,10].

1.2 Carcinogénesis

El término carcinogénesis describe una serie de cambios fenotipicos que generan
la conversion de una célula normal a una neoplésica, donde ademas se requieren
mutaciones genéticas a lo largo del tiempo. EI CCEB, involucra una serie de pasos
caracterizados por una acumulacion secuencial de defectos genéticos seguidos de una
proliferacion por clonacion. Los procesos neoplasicos que se inician en un epitelio
normal, lo modifican transformandolo a un epitelio hiperplasico, displasico, carcinoma in
situ y finalmente en un carcinoma invasivo[11,12]. En este proceso se han visto multiples
eventos genéticos y/o epigenéticos que alteran a los oncogenes, genes supresores de
tumores, vias regulatorias de funciones celulares como division celular, diferenciacion y
apoptosis. Esto puede ocasionar un incremento de los factores de crecimiento o nimero

de receptores de superficie celular, aumento de mensajeros intracelulares, y/o incremento
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de produccidn de factores de transcripcién. En combinacion con la pérdida de actividad
de supresion tumoral, esto lleva a un fenotipo celular con capacidad de proliferacion
incrementada, con pérdida de cohesion celular, modificacion de su citoesqueleto y
habilidad para infiltrar localmente el tejido y diseminarse a distancia[13].

Las mutaciones de genes que regulan la estabilidad genética pueden conferirle a
una célula una ventaja selectiva, permitiendo expandirse e iniciar una dominacion
clonal[14]. Los proto-oncogenes son genes normales que regulan el ciclo celular y cuya
mutacion lleva a un crecimiento descontrolado. Cuando un proto-oncogén es alterado por
un carcindgeno, se transforma en un oncogén. En consecuencia, se desregula el ciclo
celular, las vias de diferenciacion, promocién neoplasica y crecimiento tumoral. La
ciclina D1, myc, p63 y EGFR (Factor de Crecimiento Epitelial) parecerian ser los
protooncogenes mayormente activados en CCC[13,15]. En cambio, los genes de
supresion tumoral o antioncogenes son genes que regulan el ciclo celular, la apoptosis,
suprimen la proliferacion descontrolada y por ende el crecimiento tumoral. Algunos
eventos que desactivan al antioncogen, generan una sefial continua, anormal,
hiperproliferativa y de crecimiento neoplésico. Una de las consecuencias mas importantes
de la mutacion de genes de supresion tumoral (por ejemplo p53), es la inestabilidad
genetica y la consecuente susceptibilidad del genoma a adquirir maultiples

alteraciones[16].

1.2.1 Iniciacién, promocidn y progresion: la secuencia multietapica de la
carcinogénesis bucal

Las células que se encuentra en la primer fase de la carcinogénesis (iniciacién), se
caracterizan por poseer alteraciones genéticas irreversibles adquiridas por la exposicién
a diferentes carcindgenos o por circunstancias del azar. Estas células dominan de manera
clonal a las vecinas normales y acumulan mas alteraciones genéticas hasta que alguna
completa las caracteristicas de una célula maligna, completando la conversién. Son
selectivamente reproducidas a través de factores genéticos, propios de dichas células, que
influencian la proliferacion celular, como crecimiento alterado y resistencia a la
citotoxicidad y también por factores epigenéticos que actuan sobre la expresion génica.

La promocién tumoral es un proceso gradual que requiere exposicién prolongada
al agente promotor, ocupando la mayor parte del periodo de latencia de la carcinogénesis.

No requiere eventos genéticos y es parcialmente reversible. La promocién tumoral ocurre
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cuando células iniciadas son selectivamente reproducidas y a partir de ahi se expanden
clonalmente. Los promotores tumorales son todos los compuestos tumorigénicos que
afectan las células iniciadas y sus vecinas normales. Algunos promueven la expansion de
las células iniciadas por modulacion e incremento de la expresion del crecimiento y
diferenciacion de células iniciadas, estimulando la division celular; mientras otros
inducen toxicidad selectivamente a las células no iniciadas del tejido circundante.
Cualquiera sea el mecanismo, el resultado es la expansion especifica de las células
iniciadas.

A diferencia de los iniciadores, los promotores tumorales no necesariamente
promueven el crecimiento tumoral a través de eventos genéticos especificos; mas bien
actuan al aumentar la proliferacion celular y la expansion clonal de células previamente
mutadas. Los iniciadores y promotores no estan limitados en sus acciones a la iniciacion
0 a la promocidn, ya que pueden contribuir al desarrollo de eventos genéticos a través de
todo el proceso de carcinogénesis. Los carcindgenos fisicos y quimicos son
frecuentemente capaces de generar cambios genéticos y epigenéticos[12,17].

La progresion tumoral es definida como la adquisicion progresiva de ciertos
atributos de malignidad (capacidad de infiltracion, capacidad para producir metastasis,
respuesta a hormonas, etc.), que permiten el crecimiento a lesiones clinicamente
detectables. Requiere proliferacion clonal continuada de las células genotipicamente o
fenotipicamente alteradas. El proceso puede estar acelerado por exposicion a estimulos
carcinogeénicos o por presiones de seleccion ambiental (Figura 1). Las células proliferan
causando un rapido incremento de tamario, dependiendo del aporte de factores de
crecimiento y de un adecuado aporte sanguineo [18]. A medida que el tumor progresa,
las células pierden su capacidad de adhesién y producen metastasis por medio de etapas
comunes a la mayoria de los tumores: invasion de tejidos normales locales, ingreso y
transito de células neoplésicas en sistemas linfatico y sanguineo, y establecimiento de

crecimientos tumorales secundarios en sitios distantes[19,20].
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Figura 1 —Modelo clinico, histolégico y molecular de carcinogénesis bucal. Los diferentes agentes carcinogénicos acttiian sobre
una mucosa bucal clinicamente sana, pero con posibilidades de contener cambios genémicos (mucosa iniciada). Los cambios
moleculares tempranos pueden llevar a un epitelio hiperplasico a desarrollar cambios celulares y la instalacion de la displasia. La
historia natural de la enfermedad lleva a la acumulacién de cambios genémicos con inactivacion y mutacion de genes. Cuando
estos cambios involucran toda la integridad epitelial, se desarrolla el carcinoma in situ, para luego, hacerse infiltrante. Extraido y
modificado de Panta y cols; Farahy cols. Oral Cancer Detection. Springer. Panta y cols. Enero 2019. DOI:10.1007/978-3-319-61255-
3. yde Farah y cols. Premalignant conditions of oral cavity. Capitulo 3: Oral Carcinogenesis and malignant transformation. Enero
2019. DOI: 10.1007/978-981-13-2931-9[21,22]

1.2.2 Ceélulas madre y células madre de cancer

En los ultimos afios, los estudios que abordan el rol de las Células Madre y Células
Madre de Cancer (del inglés, Stem Cells; SC y Cancer Stem Cell; SCC) han provisto de
relevante evidencia cientifica al campo de la carcinogénesis bucal. Durante la fase inicial,
una SC adquiere alteraciones genéticas que las transfiere a sus hijas, formando nidos
celulares. En la segunda fase, existe una expansion clonal (un clon es una unidad
genéticamente homogénea), formando un campo de células. A medida que el proceso
transcurre, las SC forman clones celulares con alteraciones genéticas, para finalmente
formar un campo expandido que puede variar en tamafio y no ser detectado, o aparecer
clinicamente como leucoplasias o eritroplasias. Existen clones que dominan sobre otros,
y son los que llevan al desarrollo de carcinomas. Desafortunadamente estos clones
celulares son informados como benignos en estudios histopatoldgicos de rutina[21,23—
25].
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El término cancerizacion de campo, fue utilizado hace muchos afios inicialmente
para referirse a la posibilidad del desarrollo de cAncer en multiples sitios[12,26]. EI CCEB
puede desarrollarse durante muchos afios en forma latente para luego encontrarse en
multiples sitios de transformacion neoplésica presente en la mucosa bucal. En algunos
estudios, se observaron acumulacion de genes supresores de tumores en sitios de DPM y
en mucosa clinicamente sana cercana a carcinomas[27], lo que indicaria que el proceso
de carcinogénesis bucal inicia con cambios a nivel celular, sin expresion clinica. Una
reciente investigacion basada en hallazgos genéticos reveld que los tumores bucales
desarrollados en sitios distantes, pero dentro de la misma cavidad bucal derivan de un
clon inicial[28]. La cancerizacion de campo también fue vinculada a la presencia de
SCC[29]. Existen marcadores celulares de SC identificados en CCC, siendo CD44 el més
utilizado, sin embargo hay otros como CD133, CD24, ALDH-1, etc.[30,31] y menos
especificos CD147, CD97, CD117, Ck19 y ESA[32].

El CCEB deriva de una naturaleza heterogénea ligada a SCC. Son
histologicamente heterogéneos, con areas de diferenciacion celular dispar, patrones
diferentes de proliferacion, de expresion genética y perfiles inmunohistoquimicos no
siempre similares[32]. Existirian dos modelos que explican esto: en el modelo
estocastico, la transformacion maligna deriva de una mutacion al azar que puede afectar
cualquier celula y el tumor resulta de una progresion clonal de la progenie mutante que
adquiere ventajas proliferativas, acumulacion de eventos genéticos y epigenéticos y en
consecuencia subclones mas agresivos[33]. El desarrollo de caracteristicas proliferativas
y fenotipicas diferentes por parte de los subclones seria la explicacion a la heterogeneidad
tumoral[34]. El otro modelo es el relacionado a SCC, basado en hallazgos experimentales
gue sugieren que un numero reducido de SCC son capaces de generar tumores cuando
son inoculados a diferentes animales de experimentacion[35,36]. La longevidad de las
SC aumenta el riesgo de acumular multiples mutaciones y por eso, el desarrollo del CCEB
llevaria meses e incluso afios de células iniciadas, que clinicamente se observan normales.
Las SCC generarian una apropiacion de la maquinaria implicada en los procesos de

autorrenovacion de las SC normales[37] Figura 2.
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EPITELIO BUCAL NORMAL CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS

= S =

Céulas smpliticadoras Stem Celll

80-C°

Figura 2 — A Esquema del epitelio bucal normal. B Esquema de CCEB. En A, la division asimétrica de SC normales ubicadas en
forma intermitente en la capa basal genera una SC hija, proporcionando su autorrenovacion y otra SC hija amplificadora que lleva
a cabo la diferenciacion epitelial. En B, la pérdida del control de genes relacionados al crecimiento celular se genera en respuesta
ala acumulacién de mutaciones somaticas de SC, llevando a la conversion de SC de Cancer. Estas células retienen las propiedade s
biolégicas de autorrenovacion y generacion de células tumorales. Estas SC de Cancer, reflejan el la habilidad del tumor para el
crecimiento indefinido y la heterogeneidad morfolégica de los tumores. Extraido y modificado de Oliveira y cols, 2017). “Oral
Cancer Stem Cells — properties and consequences” Oliveira y cols 2017. J Appl Oral Sci. http://dx.doi.org/10.1590/1678-7757-2016-
0665.[38]

1. 3 Factores de Riesgo de Cancer Bucal

La Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC) con sede en Lyon,
Francia, tiene como objetivo principal la preparacion de revisiones y evaluaciones de la
evidencia disponible sobre los diferentes agentes carcinogénicos (fisicos, quimicos,
bioldgicos, etc.). Los aportes realizados por IARC, se basan en publicaciones previas en
cooperacion con diferentes grupos de trabajo de expertos internacionales. Las
Monografias de IARC representan el primer paso en la evaluacién de un riesgo
carcinogénico para humanos. Ademas, estas revisiones tienen como objetivo informar
cuédles son las éareas tematicas donde se necesita mas esfuerzos en investigar,
especificamente cuando la evidencia no es concluyente[39,40].

A pesar de que la carcinogénesis bucal es un proceso multifactorial, la mayoria de
los estudios relevan factores de riesgo tradicionales como tabaco y alcohol, y mucho
menos frecuentemente otros factores[41]. Los primeros trabajos publicados de factores
de riesgo asociados al desarrollo de CCEB, datan de la década del 50"y relacionan
directamente el consumo de tabaco con un riesgo incrementado de desarrollar la
enfermedad[42-45]. La investigacion clinica ha permitido en las Gltimas décadas la
generacidn de mas evidencia cientifica, resaltando la naturaleza multifactorial de CCEB,
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dependiente de otros factores de riesgo y no solo la limitacion a factores de riesgo
clésicos.

El CCEB, ha sido previamente asociado con las cinco Eses (del inglés “the 5 Ss™):
smoking, spirits, syphilis, spices, sharp/septic teeth. Esta teoria propone al consumo de
tabaco, alcohol, especias (refiriéndose a algunos habitos asociados a la masticacion de la
nuez de betel en la India), infecciones bacterianas como Sifilis y la presencia de dientes
sépticos o filosos como factores causales de CCEB. EI consumo de tabaco y alcohol son
factores de riesgo en forma individual, aunque la combinacion de ambos generaria un
efecto sinérgico. La evidencia cientifica en estudios epidemioldgicos los posiciona como
factores clasicos, evidentes y aceptados[41,46,47]. El rol de la sifilis terciaria en la
carcinogénesis bucal ha sido propuesta a los inicios del siglo XX, sin embargo
actualmente es raro encontrar en la clinica pacientes sifiliticos en ese estadio [48,49].

Bajo el titulo de “dientes sépticos o filosos” los investigadores han propuesto
factores locales inherentes al tejido dentario, periodontal y su asociacion con la mucosa
bucal. A la hora de elaborar medidas preventivas, es importante entender los factores de
riesgo asociados a la enfermedad.

Para organizar la evidencia cientifica disponible y el abordaje de este tema,
clasificaremos los factores de riesgo segun Warnakulasuriya, 2009[50]:

e No modificables: edad, etnias y estado socioeconomico;

e Modificables: consumo de alcohol y tabaco, dieta y betel;

e Emergentes: infeccion por VPH, inmunosupresion y consumo de mate;

e Controversiales o con evidencia limitada: factores dentarios, higiene bucal,
contaminacion ambiental;

e Inconsistentes o sin evidencia: herencia morbida de cancer, consumo de
cannabis, masticacion de khat, HIV y alcohol en enjuagues bucales.

En nuestro medio, los factores de riesgo de CCEB, han mostrado diferencias
importantes en su frecuencia respecto a los conocimientos previos de los mismos, como
es el caso del tabaco. La acumulacién de factores de riesgo de CCEB es el factor de riesgo
de mayor potencia y con mayor capacidad predictiva que cualquiera de los factores de
riesgo considerados individualmente. La naturaleza multifactorial del CCEB requiere
incluir la mayor cantidad de variables posibles en las investigaciones, para permitir el

estudio de factores de riesgo emergentes en CCEBJ[51].
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1.3.1 Edad y Género

El CCEB ha sido considerado histéricamente una enfermedad de adultos mayores
varones y de todos los factores que pueden contribuir al desarrollo de CCEB, la edad es
el factor que confiere el riesgo més alto[52]. La alta prevalencia de CCEB en varones, se
relaciona con un mayor consumo de tabaco y alcohol por el género masculino en el
pasado[53]. Como esta conducta comenzé a ser prevalente también en el género
femenino, la diferencia entre géneros ha disminuido también a una relacion que aproxima
cada vez mas a 1:1[54,55], de manera que algunos autores sugieren no considerarlo un
factor de riesgo[5]. En paises donde los habitos de consumo de tabaco y alcohol persisten
en el género masculino, la relacion varon: mujer aumenta a 4:1[56].

Aproximadamente el 90% de los pacientes con CCEB son mayores de 40 o 45
afnos[52,53,57]. La relacién entre la mayor incidencia de CCEB y la edad puede deberse
a la exposicion acumulada por largo tiempo a agentes carcinogénicos, a la incorporacion
de alteraciones genéticas o epigenéticas del ADN mediante procesos dependientes de la
replicacion celular (aneuploidia, mutaciones, dafio oxidativo, acortamiento de telémeros,
etc.) como asi también a la disminucién de la capacidad de reparacion del ADN, a la
depresion de la inmunovigilancia, y a la perdida de la homeostasis proliferativa[58,59].

En la dltima década, existio un aumento de la incidencia del CCEB en adultos
jévenes. Los estudios epidemiologicos han demostrado que los factores de riesgo difieren
a los presentes en los pacientes mayores a 45 afios. Algunos de los trabajos han propuesto
como posibles factores de riesgo para CCEB en pacientes jovenes la presencia de una
dieta pobre en vegetales verdes y frutas, el consumo de marihuana, la inmunosupresion,
la infeccion con VPH oncogénico, etc.[60-64]. El dramatico incremento de pacientes
jovenes con CCC asociado a VPH caracteriza a un “nuevo paciente con cancer” el cual

es joven, no toma y no fuma [65].

1.3.2 Consumo de tabaco, tabaco libre de humo y marihuana

El tabaco continta siendo el factor de riesgo més prevalente de las neoplasias
malignas y por si solo lleva a millones de muertes anualmente. La relacion entre el
consumo de tabaco y CCEB fue ampliamente reportada en diferentes estudios
epidemioldgicos[49]. Aquellas personas que fuman presentan un riesgo mayor de padecer
CCEB que aquellos que no fuman, asi como también presentan mayor riesgo de padecer

CCEB aquellos exfumadores. Es fundamental, ademas, entender que existe una relacién
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dosis-efecto entre el habito de fumar y el riesgo incrementado de padecer CCEB. [57,66—
71].

El humo de tabaco es una mezcla compleja que contiene mas de 4000 sustancias
quimicas. Al menos 200 son téxicas en humanos o en animales de laboratorio, y mas de
50 han sido identificados como carcin6genos conocidos, probables o posibles para el ser
humano[72]. La actividad carcinogénica total del humo del tabaco refleja la combinacion
de iniciadores, promotores y compuestos que activan la proliferacion celular[73]. Los
carcin6genos mas importantes son los hidrocarburos aromaticos benzo-pirénicos y
nitrosaminas especificas asociadas a tabaco [49]. La nicotina es la que genera el principal
efecto sobre la carcinogénesis ya que indirectamente, provee de la dependencia a través
del cual los fumadores, son repetidamente expuestos a los elementos carcinogénicos y
genotoxicos del cigarrillo. [74]. Los hidrocarburos aromaticos policiclicos del humo del
tabaco pueden producir eventos genéticos, dafios en el ADN y la consecuente sustitucion
de bases, pudiendo afectar varios genes, por ejemplo, p53. Asimismo, las nitrosaminas
pueden generar hipermetilacion del ADN, mutaciones simples e inactivaciones de los
genes supresores tumorales, etc. [73].

Los dafios en el ADN generado por los quimicos carcinogénicos del humo del
tabaco pueden ser reparados por sistemas que restituyen la estructura normal del ADN.
Estos sistemas no siempre son eficientes. Las enzimas xenobioticas son aquellas que se
encuentran implicadas en la activacion o degradacion de carcin6genos o procarcin0genos.
Los polimorfismos genéticos de la codificacion de genes para estas enzimas, juegan un
rol fundamental en la predisposicién a CCC asociados a tabaco[75]. Estas enzimas son
polimorficas y condicionan la respuesta bioldgica individual a los carcindgenos que
generan dafio en ADN ligado a tabaco [76]. Algunos tumores de tejidos no expuestos
directamente a tabaco, han sido asociados a los no fumadores que respiran el humo de
tabaco ambiental, ya que inhalan los mismos carcindgenos que los fumadores activos,
como también otros componentes tdxicos [77,78].

La marihuana, el nombre popular que se le da a las flores secas de la planta
Cannabis Sativa, también suele ser fumada en cigarrillos. La planta posee altas dosis de
Tetrahidrocannabinoide (THC) y también su consumo libera carcinégenos como benzo-
pirenos, fenoles, fitoesteroles y acidos durante su combustion[49]. EI CCEB en los
pacientes jovenes tiene patrones etiologicos que difieren con los del adulto, y el consumo

de marihuana aparece entre algunos de los factores de riesgo implicados, sobre todo de
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localizacion lingual [79,80]. Es controversial la relacion entre marihuana y riesgo de
CCC. En el trabajo de Gillison y cols, el consumo diario de marihuana estuvo
estadisticamente asociado a CCCVPH16. No hay pruebas suficientes para implicar o
exonerar la marihuana como un carcin6geno en humanos. Por ello, es biol6gicamente
probable que la marihuana actie como promotor del desarrollo del VPH y su infeccién
en el CCC y su relacion con carcinogénesis asociada a virus[81]. Los Cannabinoides, al
unirse a receptores CB2 expresados en células B, NK, macréfagos, células dendriticas y
linfocitos T suprimen la actividad de ellas. Esto pudo evidenciarse en estudios animales
[81-83], suponiendo un aumento y persistencia de la infeccion e inhibicion de la
inmunidad antitumoral [81].

La utilizacion del tabaco libre de humo (sin combustion), ha comenzado a ser un
habito prevalente en las Gltimas décadas en todo el mundo. Es un habito que permite
mayor contacto entre el tabaco y la mucosa facilitando la absorcion de la nicotina, aunque
también puede ser utilizado por medio de la masticacion o por via nasal [84]. Por ejemplo,
el uso de “oral snuff” (moist snuff) es mas comun en el oeste asitico. Este habito causa
una entidad llamada “Cancer asociado a snuff”, con similitudes al carcinoma verrugoso
(CV)[85]. En resumen, no es una forma segura de consumir el tabaco ya que los estudios
han demostrado un incremento del riesgo de CCEB [84,86]. Finalmente, en algunas
regiones de Colombia se practica el habito de “candela p ‘adentro”, asociado fuertemente
a CCEB. EIl fumar invertido supone la utilizacion de la parte quemante hacia el interior
de la mucosa. Los individuos que practican este habito tienen alta incidencia de
leucoplasias, palatitis nicotinicas y carcinomas. La injuria térmica sostenida en el tiempo

podria tener el efecto sinérgico carcinogénico[87].

1.3.3 Consumo de alcohol

Las bebidas alcohdlicas han sido consideradas carcinogénicas para el humano
generando particularmente tumores de cavidad bucal, faringe, laringe, esdfago e
higado[49]. El consumo de alcohol ha sido demostrado que actla sinérgicamente con el
efecto deletéreo del tabaco incrementando el riesgo de CCEB [49,50,57,60,71,88]. Pocos
estudios han logrado analizar pacientes bebedores, pero no fumadores y viceversa. En un
estudio, se determind que el consumo de alcohol fue un factor de riesgo independiente
para lesiones de precancer en un grupo de pacientes de la India[89]. El aumento del riesgo

de CCEB aumenta aln en ex bebedores, con una relacion dosis efecto. [66,67,71,90,91].
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La IARC ha establecido que existe suficiente evidencia para identificar al
acetaldehido, metabolito mas importante del etanol, como carcindégeno en animales,
siendo posiblemente carcindgeno para humanos[40]. Al igual que ocurre en el higado, el
metabolismo del etanol en la cavidad bucal se caracteriza por una primera oxidacion que
lo transforma en acetaldehido a través de enzimas presentes tanto en la microflora bucal
como en las células de la mucosa. Posteriormente, el acetaldehido sufrird una segunda
oxidacion que lo transformard en acetato. Esto resulta en elevadas concentraciones de
acetaldehido carcinogénico a lo largo de todo el tracto gastrointestinal[92-94]. La escasa
higiene bucal, el habito alcohdlico y el consumo de tabaco en forma créonica modifica la
flora bucal, produciendo més acetaldehido que el presente en el alcohol ingerido[95].

El alcohol tiene un efecto especial en zona ventro-lateral de lengua y piso de
boca[96,97], generando un incremento de la permeabilidad, permitiendo mayor absorcion
de otros carcindgenos[49,96]. La disminucion del espesor del epitelio bucal, facilitaria la
penetracion de carcindgenos hacia la capa basal del mismo, en donde se ubican las células
con capacidad mitética, y por lo tanto mas susceptibles a la accion de los
mismos[49,51,77]. Esta respuesta hiperproliferativa es importante ya que las células en
continuo estado de replicacion presentan la posibilidad de acumular mayores errores
geneticos y mutaciones, generando darios irreversibles[93,98].

Una de las mayores alteraciones causadas por el etanol es la interferencia en el
metabolismo de la vitamina A, conocida por estar implicada en funciones biologicas
como regular el ciclo celular, crecimiento, diferenciacion y apoptosis de una amplia
variedad de células. Entre algunas de sus funciones esta la activacion de factores de
transcripcion de una serie de genes de supresion tumoral. La disminucién de vitamina A
por alteracion en su metabolismo y activacion interfiere en la sefial de transduccion de
estos genes, resultando en proliferacion celular y potencialmente transformacion
maligna[99]. La falta de una alimentacién saludable ligada al alcoholismo incluye ingesta
deficiente de zinc, selenio y vitaminas (&cido folico, riboflavina, retinol, cido ascorbico,
alfa tocoferol). La inmunosupresion secundaria asociada al consumo crénico de etanol,
agrava esta situacioén[94,98].

La ingesta de alcohol disminuye la secrecion salival e influencia la composicién
bacteriana, resultando un incremento en la proporcion de Neisseria spp en cavidad bucal,
las que a su vez presentan una capacidad de transformar etanol en acetaldehido hasta cien

veces mayor que otras especies bacterianas. Los bajos niveles de higiene bucal
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frecuentemente presentes en bebedores, repercutiria en una mayor concentracion de
acetaldehido salival[100-102].

Por altimo, la elevada cantidad de alcohol en algunos colutorios, asi como su
permanencia en la mucosa bucal durante mas tiempo que una bebida alcohdlica, puede
hacer pensar en un efecto nocivo a partir de un mecanismo local. Un estudio reciente
determiné citotoxicidad y genotoxicidad de queratinocitos bucales asociados a la
exposicion por treinta segundos de etanol al 20% en colutorios, a partir de un mecanismo
ligado a mayor divisiébn de stem cells y mayor riesgo de adquirir propiedades
neoplésicas[103].

1.3.4 Consumo de mate

El mate es una infusion acuosa preparada con las hojas secas de llex
paraguarensis, consumida principalmente en Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay. Es
usualmente bebido con agua muy caliente, aunque en algunas regiones de Paraguay, sur
de Brasil y noreste de Argentina se toma también frio (tereré). Entre numerosos
constituyentes, han sido identificados en el mate sustancias como cafeina, teobromina y
un ndmero de &cidos clorogénicos[49,104,105]. La temperatura puede considerarse
“caliente” cuando esta en 50-65°C y “muy caliente” mas de 65°C. Sin embargo, existe
una variaciéon considerable en la subjetividad de los individuos para identificar estas
variables. Esta subjetividad también puede estar condicionada por factores culturales,
género y edad de consumo[105]. El consumo de mate caliente es probablemente
carcinogénico para humanos (Grupo 22 de IARC). La revision de la evidencia
epidemioldgica en este vinculo se ha fortalecido desde el Volumen 51 de IARC con la
asociacion positiva en estudios que consideraron diferentes graduaciones de temperaturas
(fria, tibia, caliente y muy caliente).

En estudios experimentales, se demostré que el agua por encima de los 65°C,
tendria acciones carcinogénicas [105]. EI consumo de mate con agua caliente tiene un rol
significativo en el desarrollo de canceres bucales, orofaringeos y esofagicos en estudios
realizados en Argentina, Brasil y Uruguay[104,106-109]. Si bien la injuria térmica ha
sido propuesta como mecanismo de accidn, no se puede descartar que tenga también un
efecto de carcinogénesis quimica, ya que el mate puede actuar como un solvente para los
carcindgenos quimicos. EI mate contiene también taninos y compuestos nitrogenados, los

cuales son sospechados como posibles carcindgenos[107,110]. Otros estudios sugieren
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que el efecto carcinogénico del mate se deberia a la presencia de benzopireno, el cual es
incorporado durante el proceso de industrializacion de la yerba[111,112]. Sin embargo,
el efecto antioxidante de la infusion de yerba mate, podria generar un efecto protector
sobre el CCEB [113].

Uno de los primeros trabajos publicados en la relacion entre consumo de mate y
cancer, fue en relacién con tumores esofagicos [114]. En Argentina, un estudio de casos
y controles realizado por Castelletto y cols, encontré una relacion positiva entre el
incremento de riesgo de cancer de eséfago y consumo de tabaco y alcohol, pero no con
la ingesta de mate. Sin embargo, el riesgo de cancer fue mayor para el grupo que bebia
mate caliente o muy caliente en relacion a los que no bebian[115]. En un reciente
metaanalisis y revision sistematica, se encontré un aumento del riesgo de cancer bucal,

faringeo y esofagico entre los consumidores de mate[116].

1.3.5 Infeccion Bucal por Virus del Papiloma Humano

Los Virus Papiloma Humano (VPH), son un grupo de virus de doble cadena que
pueden infectar células epiteliales. La evidencia aportada por estudios de casos y
controles y estudios de cohortes indican que algunos subtipos de VPH aumentan el riesgo
de canceres del tracto aerodigestivo superior.

En 1977, Zur Hausen[117] sugirio que el VPH esta implicado en carcinogénesis
cervical. Siete afios mas tarde, en 1983, se publico la primera evidencia que plante6 que
un 20% de los canceres bucales se asocia con el VPH, basada en la deteccion de las
proteinas estructurales de VPH. En 2011, la IARC declard gque existen pruebas suficientes
que el VPH16 esta asociado causalmente con el CCEB [39].

El VPH infecta células basales a través de microabrasiones epiteliales evadiendo
el sistema inmune ya que durante su replicacién no induce citdlisis, necrosis o viremia.
Sin embargo, el 90% de las infecciones son eliminadas a los dos afios a partir de una
respuesta mediada por células sobre las proteinas tempranas del VPH(12, 13). En
investigaciones sobre modelos animales se observd una relacion entre la presencia de una
herida previa y la inoculacion de VPH. Los Virus Papiloma estdn asociados con
abrasiones epiteliales y la presencia de una pérdida de sustancia es necesaria para iniciar
la infeccion. En un estudio sobre conejos se observd que la herida producida tres dias

previos a la infeccién con VPH aumentd significativamente la eficiencia de la infeccion.
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Este hecho es indicativo de la importancia de un microambiente particular para que la
infeccion sea viable y eficiente[120].

Ademas, el VPH latente puede reactivarse llevando a la recrudescencia de la
enfermedad. En algunos casos, la inmunosupresion pareceria ser uno de los mecanismos
facilitadores de la reactivacion del VPH, pero en otros, en asociacién con factores locales
relacionados con la reactivacion del Papiloma latente, la irritacion mecanica también
contribuiria a este proceso. En los ratones Mastomys natalensis se demostr6 que luego de
repetidas irritaciones mecénicas sobre la piel durante 8 semanas, se aumentd el nimero
de copias virales por célula 58 veces mas que en la piel no irritada. Estos descubrimientos
sugirieron que la estimulacioén celular y la induccion mecanica de la irritacion traumatica
sobre el epitelio son suficientes para promover la activacion del genoma del Virus
Papiloma que aparentemente se encontraba latente. Esto también se demostré en
experiencias con modelos animales lepdridos del género de los Sylvilagus (conocidos
como conejos cola de algoddn) y el virus del conejo cola de algodon (CRPV; del inglés
Cotton Tail Rabbit Papilloma Virus)[118,119,121-123].

Una vez internalizado, el virus escapa a diferentes respuestas inmunoldgicas e
infecta sitios inmunoldgicamente privilegiados [62,124]. Ademas, se ve desregulada la
expresion de interleuquina 10 y 7 y se subregula la expresion de cadherinas, llevando a
una debil adhesion entre los queratinocitos y las células de Langerhans, bloqueando la
migracion a los ganglios linfaticos[125,126]. Benitez y cols, estudiaron la asociacion
entre VPH, tabaco, alcohol, irritacion mecéanica cronica y candidiasis y la presencia de
DPM y CCEB. En la poblacion bajo estudio, se observo que los pacientes con diagnostico
de carcinomas tenian asociados factores como candidiasis, infeccion con VPH y factores
traumatizantes cronicos. Los individuos con DPM, presentaron una asociacion con IMCO
y presencia de VPH[127]. El vinculo entre VPH e IMCO fue previamente postulado en
diferentes modelos de infeccion viral en cuello de Utero. Gravitt, informé que el VPH
ginecoldgico en fase latente se reactiva por el microtrauma que se genera durante el acto
sexual, ya que al estimular en forma mecanica las células basales infectadas, se promueve
la sintesis de particulas virales[128]. En consonancia, se postulé un modelo similar para
la cavidad bucal[129].

Durante la carcinogénesis ligada al VVPH, el virus, sobre todo los genotipos 16 y
18, se integran a los cromosomas de las células hospedadoras (no asi en el caso de VPH

de bajo riesgo como VPH 6/11 donde su ubicacion es episomal). Durante la integracion
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al genoma celular, se pierde la expresion del represor transcripcional, E2 y se expresan
las proteinas virales E6 y E7 la cuales son necesarias para el mantenimiento del fenotipo
transformado de las células carcinomatosas. La actividad de estas onocoproteinas virales
estan relacionadas a la capacidad de asociarse y desregular varios complejos de proteinas
regulatorias como p53 y pRb[62,124,130-133]. E6 y E7 son capaces de inmortalizar
queratinocitos, aunque inmortalizacién no es sinénimo de transformacion carcinomatosa,
por eso se necesitan cofactores adicionales[124]. Esto ha sido recientemente demostrado
utilizando las proteinas E6 y E7 de VPH16 en el epitelio escamoso estratificado de ratones
transgénicos. La exposicion a bajos niveles de estrégenos durante seis meses resulté en
el desarrollo de carcinoma cervical, pero en la mucosa bucal, solo se observé una
proliferacion epitelial aberrante. En presencia de carcindégenos quimicos, los animales
desarrollaron carcinomas bucales y esofagicos como asi también papilomas asociados al
virus[134,135]. Los modelos experimentales una vez méas permitieron entender la
progresion de las lesiones de alto grado ligadas a VPH. Este proceso en la cavidad bucal
ocurriria con escasa frecuencia y requiere de mutaciones adicionales [124,133].

Uno de los trabajos mas citados en relacion con la asociacion entre VPH y CCC
es una revision sistematica de Kriemer y cols. La prevalencia de VPH sobre 5046 casos
de CCC asociados al VPH fue de 25,9%. La cifra fue mayor en tumores orofaringeos que
en CCEB (23,5%)[136]. Tambien fue reportado previamente que la diferencia de la
prevalencia de VPH en los diferentes tipos de tumores que afectan cabeza y cuello puede
deberse a una divergencia en la distribucion geografica: de 12163 pacientes provenientes
de 44 paises diferentes, el ADN-VPH fue detectado en 3837 casos, 24% de los casos
asociados a CCEB. Los valores mas significativos fueron de Asia (43%), mientras que en
Europa la prevalencia fue de 17%. EI VPH16 fue el 82,2% del total de los genotipos
detectados[137]. En 2016, Castellsague y cols, reportd sobre un total de 3680 tacos
parafinados de CCEB, cancer de faringe y laringe provenientes de 29 centros de patologia
de diferentes partes del mundo, la deteccién de ADN viral en 24,9% de los ejemplares de
carcinomas orofaringeos. Este valor disminuyé a 18% cuando el criterio para positividad
se bas6 en VPH-ADN vy la positividad de la proteina p16 y 16 E6 mARN positivo. En
CCEB la deteccion viral fue de 7,4% y solo el 3% fue simultaneamente VPH-DNA, p16+
y 16 E6 mARN][138]. En 2007, se reportaron 1121 de estudios de casos y controles que
evaluaban VPH y su relacién con CCEB y DPM (desde 1996 a 2010) encontrando una

heterogeneidad importante entre ellos. La prevalencia total fue de 33% en CCEB y 12%
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en los controles, con odds ratio de 3,98 (95% IC: 2,62-6,02). VPH16 fue el genotipo mas
frecuentemente detectado. Los odds ratio de asociacion entre VPH y DPM fueron de 4,1
(95% IC: 2,87-5,93). Esto implica la importancia de identificar la presencia de VPH16 en
DPM ya que podria condicionar la evolucion de la lesion[139].

Recientes estudios han demostrado que el VPH y el consumo de tabaco son
factores de riesgo independientes para cancer orofaringeo y que la prevalencia de la
enfermedad se incrementa con el consumo de tabaco tanto en tumores VPH16 positivos
como negativos[140]. Sin embargo, en estudios de nuestro medio, se encontr6 una fuerte
asociacion de lesiones bucales asociadas a VPH en pacientes fumadores, y esto podria
deberse a una relacion entre el efecto nocivo de los compuestos del tabaco sobre las
células presentadoras de antigenos, pudiendo cooperar a una infeccion maés eficaz y
persistente[141,142].

Por muchos afios, el VPH fue diagnosticado a partir del examen de microscopia
Optica a través de los cambios histologicos observados, producto del efecto citopatico
viral como la coilocitosis. En la mucosa bucal, existen frecuentemente células vacuoladas
similares a las coilociticas, generadas por IMCO por lo que no seria confiable asociar esta
imagen con el virus, tal como ocurre en cuello uterino[143]. La proteina pl6 fue
recomendada como un marcador alternativo de la infeccion por VPH. La concordancia
entre p16 y VPH-ADN pareceria ser muy marcada en el cancer orofaringeo, seguido por
el de lengua. Sin embargo, su expresion no es confiable para estimar la positividad de
infeccion por VPH en mucosa bucal. Recientemente se demostro que la utilizacion de p16
como signo de infeccion por VPH podria resultar en un 20% de falsos positivos en
CCC[124,144,145]. Segun otros autores, existiria un tipo de displasia epitelial bucal
ligada al VPH, llamada antiguamente como displasia coilocitica, la cual presenta un
patrén inmunohistoquimico p16 positivo y en bloque a lo largo de todo el epitelio,
asociado a la infeccién por VPH. En el mismo estudio, se detectaron que todas las
displasias p16 positivas albergaron VPH de alto riesgo mediante técnicas de hibridacion
in situ. Ademas, mediante la utilizacion de técnicas de rutina, los hallazgos histologicos
mas importantes fueron células apoptoticas eosinofilicas en todo el epitelio asociados a
queratinocitos con cambios displasicos. Estos casos mostraron una positividad intensa en
el citoplasma para VPH de alto riesgo e intensa inmunotincion con p16, similares a los
patrones encontrados en neoplasias intraepiteliales cervicales y carcinomas orofaringeos

ligados al VPH[146-149]. La infeccién por VPH puede ser identificada también mediante
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la deteccion de ADN o ARN. La deteccion de VPH por ejemplo mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), solamente indicaria la presencia de ADN viral, pero no

permite establecer un diagndstico de infeccion activa o pasada[124,150].

1.3.6 Factores dento-periodontales, rol de la microbiota

En las ultimas décadas, cada vez son mas los estudios que profundizan la relacion
entre CCEB y factores dentarios, con una gran diversidad de variables dentarias
estudiadas y escasa concordancia en la forma de mensurarlas[51]. Entre ellas, se
encuentran las siguientes: condicion general de la boca, higiene bucal, sangrado gingival,
calculo dental, frecuencia de control dental, frecuencia de cepillado dental, dientes
perdidos, dientes defectuosos, prétesis desadaptadas e IMCO[57,67,70,151-165]. La
enfermedad periodontal, evaluada a traves de la pérdida de insercion, ha sido reportada
también como un factor de riesgo independiente para CCEB [162,166]. Los individuos
que no realizan controles dentales regulares tienen significativamente peor higiene bucal,
lo que permite la acumulacién de placa bacteriana, y a largo plazo el asentamiento de
procesos cariosos y enfermedad periodontal, con el consecuente estado dental deficiente
por pérdida de elementos dentarios o presencia de dientes defectuosos[160]. Segln un
trabajo efectuado en Nigeria, en ausencia de otros factores de riesgo, la pobre higiene
bucal y los indices periodontales alterados fueron factores de riesgo para CCEB [167].

En la cavidad bucal residen multiples comunidades bacterianas de mas de 700
especies asi como también bacterias oportunistas y comensales, hongos y virus, los cuales
conviven en una relacion simbidtica con el organismo y su sistema inmunologico[168—
170]. Algunas bacterias como Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum,
Prevotella intermedia, etc. estuvieron relacionadas con el CCEB [171,172] y algunas
bacterias gram positivas (Streptococcus salivarius, Streptococcus alfa-hemoliticos,
Corynebacterium spp,Stomatococcus spp) y los hongos (Candida spp) estuvieron
asociados con produccion aumentada de acetaldehido, fundamentalmente entre bebedores
de alcohol[100]. Estos hallazgos sugieren que algunos biotipos de microbiomas bucales
contribuirian al desarrollo de cancer mas que otros. La posibilidad de estar implicados o
no estaria en relacion a la capacidad de colonizar el epitelio, producir carcin6genos,
estimular la promociéon tumoral, metabolizar procarcinégenos y modificar el
microambiente y la inflamacion cronica[168,173]. La microbiota podria cooperar en el

desarrollo del CCEB a partir de tres mecanismos: inflamacion cronica, proliferacién
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celular/inhibicién de la apoptosis[174] y produccion bacteriana de ROS, RNS,
compuestos de sulfuro volatil y acidos organicos [175,176]. En pacientes con enfermedad
periodontal se ha detectado la presencia de VPH en forma significativa, indicando que la
bolsa periodontal puede constituirse en un reservorio de VPH. El epitelio de la vertiente
interna presenta células basales expuestas fisiol6gicamente al medio bucal, siendo una
condicion facilitadora de infeccion por VPH[165,177].

El edentulismo, es un indicador de una historia de larga data de higiene deficiente.
Ademas, la presencia de diastemas, dientes extruidos, palatinizados, lingualizados o
vestibulizados, junto a dientes con caries macropenetrantes, fracturados o con
restauraciones rugosas, a protesis defectuosas y a habitos parafuncionales de deglucién,
mordisqueamiento o succion, aumentan la irritacion de la mucosa bucal en forma crénica,
pudiendo producir una amplia gamas de lesiones traumaticas [51,88,153,178-180].

La inflamacion cronica a menudo resulta en ciclos repetidos de dafio y
proliferacion celular compensadora, incrementando el ndmero de células que estan
dividiéndose y por lo tanto susceptibles de sufrir dafio en su ADN. Ademas, procesos
inflamatorios cronicos llevan al desarrollo de displasia epitelial, por lo que también
estaria implicado en los procesos de precancer[181]. La inflamacion cronica de la mucosa
bucal puede ser consecuencia de la disbiosis de la microbiota asociada a procesos
infecciosos bacterianos, virdsicos o micoticos [176,182] o a eventos traumaticos

persistentes e incluso a autoinmunidad[183].

1.3.7 Carcindgenos Ambientales y/o profesionales

Si bien la evidencia cientifica es escasa, es conocido que la exposicion a
carcindgenos ambientales o laborales podria estar asociado a un incremento del riesgo de
cancer. Entre las sustancias implicadas se pueden destacar hidrocarburos aromaticos
policiclicos, pesticidas, herbicidas, fertilizantes, combustibles, aceites minerales,
monoxido de carbono, asbestos, pinturas, lacas, barnices, solventes, polvo de metal,
madera, cemento y nitrosaminas[184-186]. IARC ha catalogado con evidencia cientifica
suficiente de carcinogenicidad humana a mas de treinta sustancias a las que numerosos
individuos pueden resultar expuestos por motivos laborales[40]. Muchas veces la
exposicion no puede ser definida con claridad, por lo que, en muchos estudios el dato
registrado es la circunstancia de exposicion: lugares de trabajo, duracion de la exposicion,

etc. Un metaanalisis que aborda el riesgo de CCC en relacion a carcindgenos laborales en
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Europa, mostré una significativa asociacion cuando los individuos estuvieron en contacto
con formaldehido, polvo de madera, polvo de carbén, asbestos y humos de soldadores
[187]. El riesgo asociado a exposicion ocupacional aumenta a medida que se incrementa
el tiempo de exposicion hasta los 10 afios, pero a partir de alli ya no se presentan aumento
significativo[188]. Es muy probable que el riesgo de céncer resultante de factores
laborales sea modulado por factores del huésped como capacidad de reparacion de ADN
dafiado y la interaccion con los habitos del paciente [189].

Nuestro pais posee amplias regiones dedicadas a la industria agricola-ganadera y
por eso existe parte de la poblacién argentina sometida a la accién de pesticidas,
herbicidas, fungicidas, etc. En una revision reciente, se encontrd que de once estudios que
evaltan la relacion entre CCC y la exposicion a pesticidas, solo dos encontraron un
vinculo patogénico, siendo el cancer de tiroides el mas vinculado. No hay claras
evidencias hasta el momento en la asociacion del uso de pesticidas con CCEB [190].

El arsénico (As) es un contaminante ambiental que causa dafios en la salud de
millones de personas en todo el mundo. Alrededor de 70 paises y 137 millones de
personas estan afectadas directamente por el consumo de agua subterrdnea que esta
contaminada. Bangladesh y Bengala Occidental en la India son las dos areas mas
afectadas en el mundo hasta la actualidad[191,192]. El As fue clasificado por la IARC
como un agente carcinogénico para humanos. La OMS recomienda un valor orientador
para agua de consumo de 10 pg/I[86]. Los estudios realizados en 1888 permitieron
identificar algunas lesiones asociadas a la contaminacién con As, como queratosis
cutaneas, hiperpigmentaciones y carcinomatosis[193] ademas de otras manifestaciones
como neuropatias, enfermedades pulmonares cronicas; hepatomegalia; enfermedad

vascular periférica, etc [194-197].

En Argentina, las regiones mas contaminadas corresponden a las provincias de
Coérdoba (zonas sur, este y sureste), La Pampa, Santa Fe, Chaco, Salta, San Luis, Buenos
Aires (algunos distritos de zonas norte y noreste) y Santiago del Estero, aunque la
determinacion de las areas afectadas es aun incompleta[51]. En 1913, en Argentina se
reportaron los primeros sintomas de una intoxicacién por As. El nimero de casos fue en
aumento y la enfermedad lleg6 a ser conocida como enfermedad de Bell Ville, por ser
esta localidad el lugar donde se registraron niveles superiores a 1000 ug/l en agua de

consumo humano. En 1917, el hidroarsenicismo cronico regional endémico (HACRE)
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fue presentado como una condicion sindrémica que involucra multiples lesiones y
sintomas asociadas al consumo de agua contaminada con As [194]. En las regiones
afectadas, las personas que han bebido agua de pozo contaminada con As por més de 10
afios, tienen un mayor riesgo de presentar CCEB y DPM como leucoplasias, liquen y
queratosis labiales[198]. Algunos estudios provenientes del sudeste Asiatico con la
misma problematica, indicarian una relacién con CCEB [199-201].

El As actuaria como cocarcindgeno y raramente induce mutaciones puntuales,
aunque altera la reparacion de ADN y produce cambios en metilacion de ADN, en el ciclo
celular, y en las proteinas involucradas en la reparacion del ADN. Ademas, induce estrés
oxidativo y disminucion del nivel intracelular de antioxidantes[202]. Por Gltimo, produce
inmunosupresion, ya que afecta mecanismos de estimulacion y proliferacion de
linfocitos[202], pudiendo ser éste el motivo de la relacion con CCEB asociados a VPH
en poblaciones asiaticas contaminadas[203].

1.3.8 Herencia moérbida de Cancer

La predisposicion genética ha sido para algunos autores un factor de riesgo
importante para el desarrollo de CCEB [49]. En un estudio de seguimiento de 105
familiares de primer grado de pacientes con CCC, encontraron que 31 desarrollaron
tumores del tracto aerodigestivo superior[204]. Sin embargo la evidencia sobre este
vinculo es limitada por la gran coexistencia de factores como tabaco y alcohol[49]. Los
resultados de estudios de historia familiar de CCC asociado a CCC o cancer de tracto
aerodigestivo superior en parientes de primer grado no son consistentes[63,205-207].

Acorde al modelo planteado en el estudio de De Andrade y col, se estimé que los
sujetos que fumaban, bebian alcohol y portaban un gen de cancer altamente penetrante
tenian un riesgo de 78% de padecer cancer de tracto aerodigestivo superior hasta los 70
afios; mientras que los que fumaban y bebian alcohol, pero no portaban genotipo de alto
riesgo, tenian un riesgo de solo el 5%. Estos resultados son consistentes con un
componente hereditario para el CCEB [50,51,208].

1.3.9 Dieta y Nutricion

La IARC afirmé que el bajo consumo de vegetales y frutas predispone a un
incrementado riesgo de desarrollar cancer. La zanahoria, el tomate fresco, los pepinos
verdes fueron los méas asociados a una reduccion en el riesgo de cancer orofaringeo[49].

Varios aspectos de la dieta pueden generar esta relacion, entre ellos la ingesta total de

Od. Gerardo M. Gilligan
35



Biomarcadores de Diferenciacion y Proliferacion Celular en Irritacion Mecéanica Croénica Oral y su
relacion con factores biolégicos potencialmente carcinogénicos

calorias, los componentes quimicos presentes en los alimentos, los subproductos de los
mismos que se originan durante la coccion y su interaccion con otros factores de riesgo,
produciendo asociaciones tanto positivas como inversas[49-51,59]. En un estudio de
casos y controles llevado a cabo en Cordoba, Argentina, se observo una asociacion entre
el aumento del consumo de carnes rojas y el riesgo de desarrollar CCEB[209].

Existe fuerte evidencia que sostiene una reduccion del riesgo de cancer de
eséfago, pulmoén, mama, vejiga, estbmago y colon en asociacion con el consumo de frutas
y vegetales[210]. El aumento de consumo frutas y verduras, leche, margarina, aceite de
oliva y diferentes cereales también ha sido asociado como efecto protector de CCEB
[211,212]. Dicho efecto resultaria consistente con la accion antioxidante de las vitaminas
Cy E, carotenos, licopeno y flavonoides. Los nutrientes antioxidantes actdan inhibiendo
citoquinas proinflamatorias, estimulando genes de supresion tumoral, como el p53,
disminuyendo la expresion de oncogenes e inhibiendo factores angiogenicos. La accién
de los retinoides estaria directamente dirigida a la estimulacion de la diferenciacion
celular y la apoptosis de células neoplésicas[68,213]. Los B-carotenos se convierten en
vitamina A en el organismo, cumpliendo funciones antioxidantes. Se realizaron algunos
ensayos clinicos para el tratamiento de precancer y CCEB los cuales mostraron tasas de
éxito considerables, observandose remision o regresion de leucoplasias en presencia de
[-carotenos solos o administrados junto con vitamina A[49,214]. Algunas intervenciones
clinicas con a-tocoferol, han mostrado resultados prometedores en CCEB y DPM [214].

La forma de preparacion de los alimentos, fundamentalmente los asados,
ahumados vy fritos, pueden incidir en el aumento del riesgo de CCEB [212,215,216]. La
mayoria de las sustancias quimicas generadas durante la coccion como las nitrosaminas,
hidrocarburos aromaticos policiclicos, furanos, etc, tienen propiedades mutagénicas [59].
En un estudio realizado en Brasil, las comidas fritas y asadas fueron una de las causas de
incremento del riesgo de CCEB [212].

1.3.10 Otros factores de riesgo de CCEB

Ademas de todos los factores de riesgo arriba descriptos, también existe evidencia
de la relacion entre CCEB con hébitos particulares de algunos paises del sudeste asiatico
como la masticacion de nuez de areca o betel. Es méas frecuentemente utilizado como un
ingrediente en diferentes productos: betel quid[50] (pan), en mawa, o industrialmente

manufacturados como gutka y pan masaala[49,217]. En Sudan, se utiliza en forma local
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la Nicotiana rustica, un derivado del tabaco con altos niveles de nicotina y nornicotina,
llamada “Toombak”. Las hojas del tabaco se mezclan con bicarbonato de sodio y agua
formandose una pasta, la cual se posiciona en el vestibulo bucal donde permanece por
horas, de diez a treinta veces por dia. Es considerado uno de los factores de riesgo méas
prevalentes de CCEB en Sudan[218,219].

En el norte de nuestro pais, y en regiones de Bolivia, Chile y Peru es frecuente
encontrar grupos poblacionales con el habito de coqueo. La hoja de la Erythroxylum coca,
es preparada y alojada entre la mucosa yugal y los molares, junto con una sustancia
alcalina (yista). La lesion estomatoldgica mas asociada a este habito fue el leucoedema,
y casi no hubo asociacién con la presencia de CCEB en trabajos que datan de la década
del sesenta y setenta. Si bien la evidencia no es consistente en el nexo entre el coqueo y
CCEB, los estudios que abordan este vinculo son escasos y desactualizados. En una
revision cancer bucal y su asociacion con plantas medicinales de 1968, se hizo referencia
(un antecedente mas histdrico que cientifico) a un grupo de indigenas de Colombia que
desde jovenes tenian el habito de coqueo, y que desarrollaban Ulceras bucales, luego
cicatrices fibrosas que terminaban transformandose en carcinomas[220]. En esta revision,
fueron reportados algunos mecanismos del coqueo similares a los habitos originarios del
Sudeste asiatico, los cuales presentan evidencia carcinogénica mas estudiada. Basado en
evidencia cientifica reciente, pero ain no publicada, en un estudio de casos y controles
llevado a cabo en un Servicio de Estomatologia de Salta, Argentina, se demostro que el
habito de coqueo estuvo asociado al grupo de pacientes con CCEB. Las caracteristicas
dento-periodontales de poblaciones que practican este habito, estan frecuentemente
vinculadas a una higiene deficiente, enfermedad periodontal crénica, atricion dentaria,
edentulismo del sector posterior[221], caries asociadas a dietas cariogénicas [222] y en
consecuencia presencia de muchas fuentes de IMCO e inflamacion cronica.

En relacion a carcindgenos bioldgicos, el virus del Epstein-Barr (VEB), ha sido
implicado en la carcinogénesis bucal, sin poder aun comprobarse una relacion
causal[49,223]. La infeccidn por VEB esta estadisticamente asociada a un incremento en
el riesgo de CCEB, sin embargo, se necesitan mas estudios para confirmar esta
relacién[224].

Algunas infecciones producidas por Candida spp, especialmente Candida
Albicans fue implicada en la patogenia de DPM, ya que se encontr6 la infeccién micética

en leucoplasias, especialmente eritroleucoplasias. La duda que se genera es si la
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colonizacion candidésica es un evento secundario o causal en los DPM. Se ha
comprobado que Candida Albicans posee enzimas necesarias para producir nitrosaminas
y quimicos implicados en la iniciacion y promocion de la carcinogénesis bucal[49,225—
227]. En una revision sistematica, se informé que la infeccion micoética podria jugar un
papel importante en las leucoplasias con displasia. Los autores sugirieron que el control
de la sobreinfeccidn, seria una intervencion oportuna para reducir el riesgo de
transformacion maligna[227].

La sifilis terciaria ha sido implicada antiguamente en el desarrollo de CCEB, pero
conjuntamente a otros factores de riesgo como habitos (tabaco y alcohol). Actualmente
los estadios terciarios de sifilis son extremadamente raros de encontrar en la préactica
clinica ya que el diagnostico suele hacerse antes de llegar a estadios avanzados[49]. En
la actualidad, no hay certezas para sostener dicha asociacion.

En relacion a la carcinogénesis labial, las radiaciones ionizantes cumplen un papel
fundamental. Sin embargo, no han podido asociarse con CCE intrabucales. Las queilitis
actinicas tienen una tasa de transformacion maligna del 3,07%, destacando que existen
poblaciones de alto riesgo incluyendo las que viven en regiones tropicales, con excesiva
exposicion solar, varones adultos y de tez clara[228].

Un estado socioeconomico bajo llevaria a adquirir habitos nocivos y en
consecuencia a combinar los factores de riesgo descriptos anteriormente (mala higiene
bucal, presencia de IMCO, tabaco y alcohol, carencias nutricionales, etc.) por lo que el
estado socio-economico, podria ser considerado otro factor de riesgo de CCEB [50,229].

Independientemente de los factores de riesgo ya detallados anteriormente existen
enfermedades y sindromes generales que predisponen al CCEB, y por lo tanto constituyen
factores de riesgo[230,231]. Entre los mas importantes encontramos la
esclerodermia[232], la anemia de Fanconi (un desorden genético autosémico recesivo)
caracterizada por anemia aplastica, pancitopenia progresiva, anomalias congénitas y un
incrementado riesgo de carcinomas [233]. Otra patologia es el xeroderma pigmentoso, el
cual constituye una alteracion genética caracterizada por defectos en la reparacion del
ADN llevando a una hipersensibilidad a las radiaciones ultravioletas y a agentes
carcinogénicos[234]. Finalmente, la disqueratosis congénita incluye pigmentaciones
cutaneas, lesiones displasicas en ufias y leucoplasias bucales. En estos casos, los pacientes
tienen mayor riesgo de transformacién, asi como de padecer otro tumor primario de

cabeza y cuello[235].
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2. Ulcera Traumatica Crénica (UTC) e Irritacion Mecanica Cronica
(IMC) en el contexto del CCEB

2.1 Irritacion Mecénica Crénica

Existen condiciones dentarias asociadas al CCEB relacionadas a la presencia de
elementos dentarios en mal estado o protesis traumatizantes, que algunos autores
proponen también como factores de riesgo que intervienen directamente en la
carcinogénesis bucal[178]. En las Gltimas décadas, existen relativamente escasos estudios
relacionados al CCEB y factores dentarios, los cuales mostraron gran diversidad en la
cantidad de variables dentarias estudiadas y escasa concordancia en la forma de medir las
variables de estudios. La pérdida de dientes, junto con la presencia de dientes y protesis
removibles en mal estado, es un indicador de una historia deficiente de higiene bucal. A
este hecho se suma la pérdida dentaria multiple, que implica generalmente una serie de
cambios en la cavidad bucal y que en coexistencia con habitos parafuncionales de
deglucion o mordiscamiento, aumentan la irritacion de la mucosa bucal en forma cronica,
pudiendo producir lesiones estomatologicas[51].

Se define como IMCO, también Ilamado traumatismo intrabucal cronico, al efecto
mecanico de un agente vulnerante sobre la mucosa bucal, y que ha sido propuesta por
varios autores como un factor que interviene en la carcinogénesis bucal[178]. Segun
Grinspan[236] las lesiones causadas por un agente traumatico, pueden clasificarse como
agudas, subagudas y cronicas. Estas Ultimas, pueden generar procesos inflamatorios que
perduren en el tiempo y que, en conjunto con otros factores de riesgo, se asociarian a la
aparicion de signos de malignizacion. Histologicamente, en las heridas o microtraumas
de la mucosa bucal pueden observarse condiciones leves como la desaparicion de los
estratos superficiales del epitelio, o incluso invadir todo el epitelio llegando a exponer el
tejido conectivo. Si la herida queda limitada a los estratos superficiales, éstos se reparan,
comenzando a inducir al epitelio a un estado hiperproliferativo por estimulacion de las
células basales del epitelio. En algunas ocasiones, la reparacién puede ir acompafiada de
una queratinizacion paraqueratética transitoria u ortogueratética, en el caso que el
traumatismo sea de baja intensidad, pero constante y repetido en el tiempo. La IMCO
suele determinar una hipertrofia del epitelio, con acantosis, paraqueratosis y leucoedema
del estrato superior. En algunos casos, en los bordes de Ulceras traumaticas cronicas

(UTC), también ha sido reportado el hallazgo histologico de las denominadas “displasias
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reactivas”, las cuales hacen referencia a la presencia de cambios celulares y
arquitecturales del epitelio, sobre todo a nivel del estrato basal, con caracteres
morfol6gicos displasicos y presumiblemente asociados a un estado inflamatorio
originado por el agente traumatizante. En algunos casos, estas displasias reactivas suelen
ser dificilmente diferenciables de displasias verdaderas[237,238]. Las entidades
nosoldgicas de la mucosa bucal originadas por IMCO son: ulceraciones y Ulceras
traumaticas, mucosa mordiscada, papilomas irritativos, queratosis irritativas o
reaccionales, indentaciones, lesiones por decubito, etc.[88].

Las fuentes de IMCO pueden ser diversas dependiendo del agente traumatizante
involucrado. Asi, encontramos un origen dentario (dientes con defectos estructurales,
malposiciones dentarias, cuspides agudas y filosas, dientes fracturados), protético
(aparatos protéticos removibles desadaptados con superficies rugosas, no pulidas, con
flancos protéticos sobreextendidos) o funcional (parafuncional o disfuncional, como
mordiscamiento bucal, interposicion lingual, deglucion atipica). En los casos donde se
presenta un factor dentario traumatizante pero a su vez se le adiciona un factor funcional
que permite mayor frecuencia de contacto de agente traumatizante con la superficie
mucosa, hablamos de un origen combinado [51,88,151,179].

Existen criterios para establecer claramente cuando una lesion presente en la
mucosa bucal esta asociada a un origen traumatico o IMCO, y estos son: a) la presencia
de una lesion (Ulcera, erosion, placa queratotica, leucoedema, atrofia, etc.) que se
encuentre en relacion directa o indirecta, con méas de un mes de evolucién, b) el agente
traumatizante en la cavidad bucal debe encontrarse temporalmente antes del desarrollo de
la lesidn (este dato es obtenido mediante la anamnesis), ¢) el agente traumatizante debe
estar en contacto directo con la lesion o un contacto generado durante movimientos
funcionales o parafuncionales (el caso més frecuente es la deglucion disfuncional donde
la lengua genera una interposicion sobre las arcadas dentarias durante el acto deglutorio,
permitiendo mayor friccidn con los elementos dentarios)[151].

La relacién entre IMCO y CCEB ha sido estudiado en modelos de
experimentacién animal. El estimulo patogénico sucesivo y simultaneo de IMCO, luego
de haber utilizado como iniciador de procesos neoplasicos 7,12-dimetil-bencentraceno
(DMBA) en la bolsa de la mucosa yugal de hamsteres, indujo mayor numero de
carcinomas endofiticos en comparacion con aquellos animales que fueron solo inyectados

con DMBA, pero sin IMCO. El analisis de ploidia revel6 mayores indices de malignidad
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en los tumores endofiticos méas que en los exofiticos. Gracias a este emblematico estudio,
se pudo comprobar el rol promotor de la IMCO en la secuencia multietapica de la
carcinogénesis bucal[239].

Cuando se producen heridas en el epitelio de la mucosa bucal, las células
proliferan para permitir la cicatrizacion y cesan de hacerlo cuando la cicatrizacion se ha
completado, mientras que en los tumores malignos la proliferacién esta desregulada como
el resultado de una falla en la regulacion del ciclo celular, causada a su vez por proteinas
anormales codificadas por oncogenes activados. Este hecho explica el efecto promotor de
tumores por agentes que inducen hiperplasia epitelial y concomitantemente inducen
inflamacion, y requieren iniciacion previa del epitelio para inducir formacién
tumoral[240]. Ademas de estudios experimentales, hay estudios epidemioldgicos que
vinculan a la IMCO con CCEB [151,152,241]. Si bien no esta totalmente dilucidado el
nexo fistiopatogénico que vincula IMCO con el desarrollo del proceso neoplésico de la
mucosa bucal, la inflamacion cronica, los procesos de alteracion en la regulacion de los
eventos de cicatrizacion de heridas cronicas, la fibrogénesis, la angiogénesis y la
inestabilidad genomica de SC de queratinocitos bucales que llegan al sitio de la injuria
tisular podrian ser algunos de los mecanismos fisiopatogénicos involucrados.

En los dltimos afios, se ha revisado el rol de IMCO en la carcinogénesis bucal,
bajo una perspectiva etioldgica del analisis de los criterios de causalidad de Bradford-
Hill, los cuales incluyen: 1. Fuerza de la Asociacion, 2. Secuencia temporal, 3. Efecto
dosis-respuesta, 4. Consistencia, 5. Plausibilidad biologica, 6. Especificidad de

asociacion y analogia, 7. Evidencia Experimental[179].

Asociado a IMCO y a CCEB, suelen observarse infecciones por VPH [46,242].
Luego de un traumatismo o microerosion aguda o cronica, en la mucosa bucal se expresan
receptores de membrana de células basales (a los cuales se une el VPH). La exposicion
de estas dltimas al medio bucal, facilitan la penetracion del virus al tejido epitelial,
generando condiciones Optimas para la instalacion de una infeccion que podra ser o no
eficiente. Un VPH silente o latente, en ausencia de lesiones clinicamente visibles, puede
reactivarse desde su latencia en vias de generar una infeccion efectiva gracias a diferentes
estimulos microambientales como lo son: eventos de inmunosupresion por parte del

hospedador o también gracias a la presencia de nuevos eventos traumatizantes, ya que la
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estimulacion de células basales como consecuencia de este estimulo patogénico, permite

la activacion de la maquinaria celular ahora infectada con el VPH latente[129].

2.2 Ulcera Traumatica Cronica

Si bien la OMS no reconoce a la Ulcera traumatica cronica (UTC) como un DPM,
ha sido tenido en cuenta por diferentes autores como un proceso frecuente de
transformacion carcinomatosa[21,88,243]. La localizacion de borde de lengua de la UTC,
para Grinspan, es el proceso cancerizable méas frecuente, pudiendo ser evidenciado la
existencia de elementos dentarios con bordes filosos, en malposiciéon y un carcinoma
instalado en contacto. La anamnesis es relevante y aporta datos de interés para establecer
la relacion temporal de causalidad. Tal circunstancia debe ser tenida en cuenta y
asignarsele también la debida importancia para la prevencion y tratamiento de las lesiones
previas. La secuencia traumatismo — lesion — cicatrizacion — traumatismo, fue propuesta
como un mecanismo fundamental en la transformacion maligna del epitelio que rodea la
pérdida de sustancia[88]. La UTC es el resultado del efecto de IMCO persistente de baja
intensidad[241].Clinicamente, es una lesion que se asocia a la forma del agente que le dio
origen, irregular, circular y oval, de superficie ulcerada y bordes edematosos, pero no

evertidos y discretamente aumentada a la palpacion (Figura 3).

Figura 3. Lesion ulcerada en cara ventral de lengua, de bordes blancos leucoedematosos elevados, pero no evertidos y un fondo
blanco amarillento necrobiético. Paciente masculino con patologia de Parkinson y habitos disfuncionales del 6rgano lingual que
generaba la friccidn de la cara ventral sobre los elementos anteroinferiores que se presentaban con una superficie asperay filosa
por la atricion fisioldgica.
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La UTC de borde de lengua suele encontrarse en los tercios posteriores debido a
que la fuente traumatica se encuentra en el sector de premolar o molares. En cambio, la
UTC de fondo de surco gingivolabial y piso de boca, se relaciona con flancos protéticos
sobreextendidos, siendo rara la transformacion carcinomatosa en estos casos[88,243].

Histoldgicamente puede observarse un epitelio hiperplasico en los margenes de la
Ulceray tejido de granulacion en el lecho ulcerado[244]. El epitelio circundante a la tlcera
a veces muestra displasias reactivas, las cuales son dificilmente diferenciables de
displasias verdaderas[238]. En la profundidad del conectivo, a veces se encuentra un
infiltrado de eosin6filos, llevando a un diagndstico histopatologico de “Ulcera
eosinofilica” o lo que actualmente se denomina “granuloma ulcerativo traumético con
eosinofilia estromal (GUTEE, del inglés traumatic ulcerative granuloma with stromal
eosinophilia: TUGSE). La literatura americana hace referencia al hallazgo de eosindfilos
en la profundidad de la Ulcera. Dicha caracteristica histologica se veria asociada a una
respuesta local de las fibras musculares esqueléticas las cuales generan una separacion y
una posterior degeneracion en respuesta a la inflamacion cronica. A veces, la presencia
de un tejido de granulacion exuberante da un aspecto de masa polipoide[146]. La
naturaleza traumatica de esta entidad como una UTC con un componente histologico
particular asociado a eosindfilos, fue destacada por diversos autores[245]. Por ejemplo,
la enfermedad de Riga — Fede, conocida también como Ulcera de Riga-Fede 0 aftoide
traumatico de Riga-Fede es considerada una UTC con caracteristicas particulares. De
ubicacion en cara ventral de la lengua de recién nacidos, asociada con dientes neonatales
y el traumatismo generado por los movimientos fisioldgicos del lactante. La Ulcera de
Riga-Fede, frecuentemente muestra la histologia de un GUTEE, pero clinicamente es una
UTC. El mecanismo fisiopatogénico propuesto hasta el momento expone en primera
instancia la presencia de un agente irritativo que genera IMCO y a consecuencia de ello,
la exposicion a diferentes patdgenos como microorganismos, toxinas o cuerpos extrafios.
A partir de alli, se desencadenaria una respuesta inmunolégica en cascada mediadas por
Linfocitos T, produccion de linfoquinas proinflamatorias, dafio tisular y en consecuencia
maduracion y atraccion quimiotactica de eosinofilos y diferenciacion de mastocitos. Todo
esto junto a la liberacion de FNT en forma sostenida produciria dafio tisular y retraso en

la cicatrizacion de la Ulcera[246-249].
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La evidencia cientifica publicada sobre la transformacion maligna de UTC es
escasa. El rol de IMCO en la patogénesis del CCEB, sobre todo de localizacion del borde
lingual aun es un tema muy discutido, y la consideracion de IMCO como factor de riesgo
llevaria a postular que la UTC podria ser un DPM. Segun un grupo de investigadores de
la India, la UTC del borde lingual es un DPM subestimado[250]. La evidencia méas sélida
esta basada en estudios experimentales, los cuales demostraron el rol de IMCO en la
promocion de la carcinogénesis bucal en un modelo de UTC experimental[239]. Esos
hallazgos, sumado a estudios epidemiolégicos que han caracterizado a la IMCO en UTC,
lesiones benignas asociadas a trauma y CCEB, demostraron patrones en comin entre
CCEB y UTC en cuanto a: origen, localizacion e historia de IMCO[241].

Basados en reportes de casos clinicos publicados, se pudo la evidenciar presencia
de Ulceras asociadas a factores irritativos locales y que en su evolucién mostraron areas
de transformacién en CCEB [251-256]. En el estudio de Perry y cols, de 57 CCEB del
borde de la lengua de pacientes no fumadores, 18 argumentaron la presencia de

ulceraciones previas producidas por alteraciones dentarias[46].

2.3 Inflamacion Cronica y Cancer

Las propiedades bioldgicas adquiridas por las células tumorales durante el proceso
de carcinogénesis fueron presentadas como Hallmarks del cancer en 2000 por Hanahan
D y cols, constituyendo los principios para entender la complejidad de la enfermedad.
Estos “sellos distintivos de cualquier patologia maligna” son: el sostenimiento de la
actividad proliferativa, la evasion de la supresores de crecimiento, la activacion de vias
patogenicas ligadas a invasion y metastasis, la inmortalidad replicativa, la induccion de
la angiogénesis y la resistencia a los mecanismos de muerte celular[19]. El
entendimiento de estos sellos distintivos de la oncologia molecular fue posteriormente
enriquecido con conceptos como inestabilidad gendmica e inflamacion. En las Gltimas
décadas, la investigacion se enfocO en otra dimension mas compleja relacionada al
microambiente tumoral[257]. La observacion de infiltracion de células del sistema
inmune en el tumor con capacidad tumorigénica, permitieron volver a estudiar algunos
conceptos asociados a la formacion de tumores en sitios de inflamacion crénica y a la
concepcion que los tumores podrian ser encuadrados como heridas que no
cicatrizan[258]. En los procesos fisioldgicos de inflamacién y cicatrizacién normal, las

células inflamatorias entran en accion de forma transitoria para luego desaparecer, en
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cambio en los sitios de inflamacidn cronica persisten. Dicha persistencia ha sido asociada

con varias condiciones patolégicas como la fibrosis, la angiogénesis aberrante y el

cancer[259].

El rol de la inflamacidn cronica en el CCEB aln no es claro. Para algunos autores,
el diagnostico frecuente de procesos inflamatorios cronicos en la cavidad bucal deberia
corresponderse con un aumento de la prevalencia del CCEB. Esta discrepancia haria
evidente que la inflamacion por si sola, raramente produciria desarrollo de
neoplasias[259,260]. La relacion entre CCEB y la inflamacion bucal asociadas a factores
dentarios no estd completamente bien establecida ya que la evidencia cientifica hasta el
momento es limitada[50]. La fibrosis oral submucosa (FOS), el liquen plano bucal, el
lupus eritematoso discoide, las Ulceras bucales relacionadas a injuria tisular y enfermedad
periodontal son las entidades nosoldgicas en donde se vinculan eventos inflamatorios
persistentes y CCEB [260].

A continuacién, se destacan algunos de los mecanismos y aspectos mas
relevantes que vinculan la inflamacion cronica y el Cancer:

e Las citoquinas, prostaglandinas, ROS y RNS acumulados en el microambiente tisular
son afectados por la inflamacion cronica. Si esto persiste, inducen proliferacion
celular y prolongan la supervivencia celular gracias a la activacion de oncogenes y
activacion de genes supresores de tumores. Esto genera inestabilidad gendmica y un
incremento en el riesgo de cancer[261].

e EI tabaco, el alcohol, algunos factores locales, agentes infecciosos y mediadores
inflamatorios tienen la capacidad de activar STAT-3, AP-1 y NF-kB. Estos factores
de transcripcion activan oncogenes que regulan la apoptosis, la proliferacion celular
y la angiogénesis y genes que regulan la produccién de mediadores inflamatorios
incluyendo factores de crecimiento, citoquinas, prostaglandinas y proteasas. Por eso,
a partir de estos factores transcripcionales, las células tumorales inducen ambos:
inflamacién y proliferacion descontrolada[261-263].

e La Prostaglandina E2 (PGE-2) es uno de los mediadores proinflamatorios mas
frecuentes implicados en la cancerizacion. La enzima Ciclo-oxigenasa-1 (COX-1)
estd expresada en tejidos produciendo prostaglandinas que producen diferentes
efectos fisioldgicos, pero COX-2 se expresa principalmente en respuesta a estimulos

inflamatorios y mutagénicos[264]. COX-2 es fundamental para la sintesis de PGE-2
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y curiosamente se sobreexpresa en diferentes tipos de malignidades, activando
sefiales intracelulares oncogénicas como la prolongacion de la sobrevida celular,
aumento de la proliferacion celular, migracion y angiogénesis[265].

e La cicatrizacién normal es un proceso complejo, multifactorial y autoregulado. Si el
proceso de cicatrizacion se encuentra desregulado, las células inmunoldgicas e
inflamatorias persisten en el sitio de la cicatrizacion generando un proceso
incompleto y aberrante. Las cicatrices hipertréficas, los queloides y las Ulceras sin
tendencia a la cicatrizacion se encuentran asociadas a un aumento del riesgo de
cancer[257,258,260]. El dafo tisular, cuando el estimulo es repetitivo y genera en
consecuencia una respuesta regenerativa de las mismas caracteristicas, en presencia
de liberacion excesiva ROS y RNS, interactia con el ADN generando una
proliferacion epitelial sostenida y alteraciones gendmicas como mutaciones puntuales
y deleciones. Por ejemplo, se han observado mutaciones de p53 en tumores asociados
a enfermedades inflamatorias cronicas [258,266].

e COX-2 y PG-E2 aumentan en sitios de cicatrizacion de heridas sobre todo en los
primeros siete dias. Su expresion se confina a las células basales en los margenes de
las heridas, pero también en tejido endotelial y fibroblastos promoviendo la
formacion del tejido de granulacion cicatrizal. Las PG-E2 derivadas de COX-2
posiblemente median la migracion y la proliferacion de SC de queratinocitos que
conduce los procesos de re-epitelizacion y angiogénesis. En presencia de persistencia
de PG-E2, es posible que se genere una estimulacion continua de proliferacion
epitelial y endotelial que contribuiria a un campo precancerizable ya que las células
progenitoras en presencia de PG-E2 tendran una mayor ventaja proliferativa sobre
células vecinas que no han sido objeto de traumas repetidos y no expresan COX-
2[260].

e En tejidos inflamatorios no tumorales, los macr6fagos encargados de la cicatrizacion
son fenotipo M1. Estos secretan agentes inflamatorios que tienen actividad
antimicrobiana, inmunoestimuladora y también son capaces de inducir angiogénesis.
M1 son importantes en mediar la cicatrizacion tisular y mantener la homeostasis. Se
han visto presentes en algunos tumores sobre todo en las fases iniciales de la
carcinogénesis. En contraste, en tumores avanzados, se reclutan macréfagos M2, los

cuales expresan altos niveles de factores pro-angiogénicos como metaloproteinasas
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MMP-9, VEGF y COX-2. Estos mediadores inflamatorios, generan una respuesta
regenerativa inflamatoria intensa con un exagerado remodelado tisular, angiogénesis,
linfangiogénesis promoviendo la movilidad celular, invasion y metéstasis
[258,262,267].

La Figura 4, ilustra los mecanismos y vias mas relevantes que vinculan la
Carcinogénesis Bucal ligada a Inflamacion Crénica ya sea por estimulos

inflamatorios intrinsecos o extrinsecos.
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Figura 4 - La interaccidn entre Cancer e Inflamacidn. En las vias intrinsecas, la activacion de factores de transcripciones que
regulan los circuitos oncogénicos y la inflamacién conduce el proceso de desarrollo tumoral. En la via extrinseca, las condiciones
inflamatorios preexistentes, podrian favorecer la carcinogénesis (Extraido y modificado de Feller y cols). “Inflammation in the
context of Oral cancer” Feller y cols, 2013. DOI:10.1016/j.oraloncology.2013.07.003[260]

La teoria que las mutaciones somaticas sean los “drivers” de la carcinogénesis
cada vez es mas cuestionada, ya que hay tumores no asociados a mutaciones. Los tumores
hereditarios constituyen un 5 a 10% de todos los canceres, sobre todos los tumores de
mama Yy ovarios originados por cambios genéticos[268]. Los de origen infeccioso (15%)
estan vinculados al cancer gastrico asociado a Helicobacter Pylori[269], el cervical y/o
al orofaringeo asociado a VPH[270]. La cifra restante de tumores (70-80%) son
considerados esporadicos, un eufemismo para “los de causa desconocida”. El 99, 9% de
todas las mutaciones que se manifiestan dentro del genoma no se encuentran bien

comprendidas ni han sido correctamente investigadas [271]. El anélisis de estos datos
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llevd a un grupo de expertos a plantear una hipdtesis de carcinogénesis donde la

inflamacion crénica cumpliria un rol preponderante. Las fases serian las siguientes[272]:

1)

2)

3)

4)

Estimulo patogénico: El primer receptor jugaria un rol fundamental en el
procesamiento de la informacion que llega a una célula. En los mamiferos, es el
glicocélix, el cual estd formado por cinco clases de moléculas de adhesion:
inmunoglobulinas, integrinas, cadherinas, selectinas y moléculas de adhesion celular.
A través de ellas, el sistema del citoesqueleto celular se comunica con otras células y
el microambiente que las rodea[273]. Los autores postulan que, los componentes del
glicocélix podrian tener algun significado en el procesamiento del estimulo nocivo
que llega a las membranas celulares y en el hilo conductor de un proceso oncogénico.
Inflamacion cronica: La inflamacion persistente debido a estimulos patogénicos
genera un proceso cicatrizal no resuelto, con una consecuente inflamacion cronica. Si
el proceso inflamatorio no se resuelve completamente, lleva a la instalacion de una
condicion inflamatoria créonica[274] y a la adquisicion de una precondicion
transformadora de una célula normal a una célula cancerosa. La naturaleza de la
inflamacién que podria desarrollar un cancer ain no esta bien estudiada; pero para
estos autores, el rasgo distintivo de la inflamacién que promueve la conversion
cancerosa es la habilidad de inducir fibrosis.

Fibrosis y cambios en el microambiente: El proceso de “fibrogénesis”, como una
parte integral de la cicatrizacion de las heridas, esta subordinada a factores asociados
a un desequilibrio en la sintesis vs degradacion de colageno. La concepcion de la
fibrosis como un escenario necesario para los eventos que preceden al cancer esta
basada en encontrar aumento de riesgo de cancer cuando hay fibrosis y el hallazgo de
fibrosis e inflamacion cronica en lesiones de precancer[275]. En el seno de las
fibrosis, existen focos fibroticos que han sido observados en cancer, como en la FOS
asociada a CCEB en la India [276].

Nicho precanceroso y estrategias de escape al stress cronico: Luego de todo esto, se
produce un remodelado del microambiente, el cual desarrolla fibrosis. Esto lleva
promover la formacién de un nicho precanceroso gracias a la instalacion de un circulo
vicioso. Las diferencias existentes entre la inflamacidn cronica y la inflamacién
cronica relacionada a un cambio canceroso en las células estarian dadas por la

capacidad de fibrogénesis.
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5) Transicion célula normal/célula cancerosa: Se ha demostrado que la transicion
epitelial-mesenquimatica (TEM), mecanismo observado frecuentemente en la
embriogénesis/morfogénesis, puede inducir el paso de SC a SCC [277]. La evidencia
presentada indica que un estimulo patogénico da lugar a vinculos moleculares y
eventos genotoxicos, seguidos por inflamacion crénica. TEM y TME son mecanismos
fisioldgicos necesarios para la reparacion tisular y migracion, pero también para la

invasion y la metastasis.

2.4 Cicatrizacion de heridas crénicas y Cancer

Desde que se postulé que “un tumor es una posible sobre-cicatrizacion”[278] o
que “los tumores son heridas que no cicatrizan”, se estudié el vinculo entre alteraciones
de la cicatrizacion y cancer, reconociendo similitudes entre el estroma tumoral y el tejido
de granulacion cicatrizal. Sin embargo, este proceso no se encuentra bien regulado en el
cancer, resultando en una incontrolada proliferacion celular, invasion y metastasis[279],
como lo muestra la Figura 5. Uno de los hallazgos mas antiguos que postul6 la conexion
entre la reparacion de heridas, la inflamacion crénica y el cancer fue la observacién de
los tumores que habian sido inducidos en pollos por el virus del sarcoma de Rous. Estos
tumores solo se desarrollaron en el sitio de la inyeccion viral y en sitios inflamatorios
[280,281].

Fases de la cicatrizacion: El proceso de cicatrizacion de heridas epiteliales abarca
basicamente tres fases que fisiologicamente son dindmicas y se superponen: la formacién

del coagulo y la inflamacion, la formacion de tejido cicatrizal y el remodelado tisular.

Formacion de la matriz de fibrina en las heridas y en los tumores: Las mallas
de fibrina y fibronectina de los coagulos constituyen una barrera protectora en contra de
la invasion de microorganismos y en contra de la pérdida de agua. Ademas, son un
reservorio de factores de crecimiento requeridos para la cicatrizacion, funcionando
ademas como andamiaje para los diferentes tipos de células que son atraidos hacia la zona
de la injuria. La instalacion de la matriz de fibrina es considerado un evento temprano y
transitorio en la reparacion normal de las heridas, pero un evento cronico durante la

tumorigénesis[258].
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Figura 5 — Paralelismos celulares entre un carcinoma y una ulcera crdnica. La representacion esquemdtica de un epitelio
carcinomatoso (arriba) y una ulcera cronica en proceso cicatrizal (abajo). Ambos perfiles tisulares se caracterizan por la presencia
de un coagulo de fibrina, células inflamatorias (neutroéfilos, macréfagos, mastocitos y linfocitos), vasos de neoformacion y
fibroblastos. Todos estos son componentes de un tejido de granulacién, que se asemeja al estroma tumoral. Ademads, los
queratinocitos que migran y proliferan también se encuentran en una herida crénica como en el tejido neoplasico. La principal
diferencia es el crecimiento invasivo de los queratinocitos transformados.(Modificado de Schafer y cols, 2008). Cancer as an
overhealing wound: an old hypothesis revised. Shéfer y cols. Nature Reviews. Mol Cell Bio, 2008. DOI: 10.1038/nrm2455.[258]

Re-epitelizacion de las heridas: La liberacion de moléculas quimiotacticas
generada durante la degranulacién de las plaguetas y las células inflamatorias inicia la
formacion de un tejido nuevo. Los queratinocitos presentes en estos frentes epiteliales
comienzan a moverse entre el conectivo y la malla de fibrina. Para permitir una mejor

migracion, los queratinocitos activan su citoesqueleto de actina y lamellipodia
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(estructuras del citoplasma a modo de proyeccion asociada con la motilidad celular), pero
pierden el contacto célula con célula y con hemidesmosomas que permiten el anclaje a la
membrana basal. Ademas, alteran la expresion de receptores de integrina para permitir el
anclaje a nuevos sustratos y expresan varias proteasas que permiten la degradacion del
tejido conectivo[282]. Estos eventos son reminiscentes del proceso embriogénico de
EMT. En grandes heridas, la migracién queratinocitica es seguida por hiperproliferacion

de estas células para reponer el &rea lesionada de nuevas células epiteliales [258].

Re-epitelizacién y crecimiento tumoral: El incremento de la migracion y la
proliferacion de las células epiteliales transformadas es también una principal
caracteristica de los carcinomas. Algunos estudios han demostrado que las Beta-1
integrinas son importantes tanto para la re-epitelizacion de heridas y para la migracion
epitelio como para células presentes en carcinomas[283]. Muchos mitogenos estimulan
ambos: la re-epitelizacion de las heridas y el crecimiento de los carcinomas. Algunos
factores, son mitdgenos para queratinocitos y expresados por células endoteliales y
fibroblastos de la epidermis normal, de la epidermis irritada y también en tumores[284].
Una de las proteinas principales de la sefializacion es STAT-3. Esta proteina promueve

reparacion celular pero también carcinogénesis[285].

TEM: heridas vs tumores: La principal diferencia entre la migracion de los
queratinocitos en las heridas y las células del cancer es la completa TEM, frecuentemente
observada en las células tumorales. Las células tumorales reactivan un programa latente
que es usualmente confinado al desarrollo embriologico y a la reparacidn tisular, también
observado en el cancer gracias al crecimiento celular de forma exagerada e incontrolada.
La adquisicion de un fenotipo mesenquimatico por parte de las células epiteliales es
crucial para la metastasis y la invasion. Las células tumorales asociadas a TEM, han sido

descriptas como células con propiedades de SC[277].

Formacion de nuevos vasos: es crucial para llevar oxigeno y nutrientes. La
neovascularizacion en las heridas y en los tumores es principalmente por la
angiogenesis[286]. Seguidamente a la formacién de vasos sanguineos en el proceso
cicatrizal, comienza el proceso de linfangiogénesis, para reconstruir la vasculatura
linfatica [287]. Algunos de los factores de crecimiento proangiogénicos expresados en las
heridas incluyen el FGF2, HGF y el factor estimulante de colonias de granulocitos[288].

Estos hallazgos han destacado la fuerte asociacidn entre las angiogénesis secundarias a
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heridas y las encontradas en el tumor. Cuando el tejido de granulacién es cubierto por una
neo-epidermis, la angiogénesis es inhibida y muchos de los vasos sanguineos
involucionan por apoptosis de las células endoteliales. Existen factores proangiogénicos
como VEGF, que son regulados por la hipoxia y por citoquinas proinflamatorias. La
disminucion de estos estimulos en los estadios finales de la cicatrizacion, generarian la

regresion vascular, evento que no ocurre en la tumorigénesis [258].

Cicatrices y formacion de tejido fibroso: dias posteriores a la injuria, los
fibroblastos se diferencian en miofibroblastos, responsables de la contraccidn cicatrizal y
la deposicion de proteinas de la matriz. Durante el remodelado, el colégeno inicial tipo
I11 del tejido de granulacion es gradualmente dominado por colageno tipo | y el colageno
resultante se ordena anormalmente en bandas paralelas [282]. Los fibroblastos que son
atraidos a la injuria se diferencian para sintetizar el colageno dentro del tejido de
granulacion y regular la re-epitelizacion de las heridas en una forma paracrina.
Finalmente, los miofibroblastos van a apoptosis y el tejido de granulacion es
progresivamente reemplazado por un tejido fibrotico y cicatrizal. Una presencia
prolongada de miofibroblastos en el sitio de la herida genera la formacion de cicatrices
hipertroficas, aumentando el riesgo de cancer mediante estimulacion de células
proliferativas, inflamacion y angiogénesis. Estos hallazgos destacan la relacion entre una

cicatrizacion exagerada y el cancer[289].

La hipotesis que los tumores son heridas que no cicatrizan, ha sido revisada
particularmente en los carcinomas. Aurelio Cornelio Celso (26 a.C —50 d.C.) fue el autor
del primer tratado médico en donde se describi6 la transformacion maligna de cicatrices
de quemaduras[290]. Mucho tiempo después, Jean Nicolas Marjolin, describié Ulceras
asociadas a factores irritativos locales[291] que posteriormente algunos autores
describieron transformacion carcinomatosa[292]. La ulcera de Marjolin (UM), es una
entidad nosoldgica relacionada al desarrollo de tumores malignos ligados a quemaduras,
Ulceras traumaticas o lesiones cutaneas relacionadas a un factor local inflamatorio cronico
[292]. Frecuentemente en miembros inferiores, los autores comulgan en describir a UM
como una pérdida de sustancia mayor a tres meses de evolucion, de olor desagradable,
pudiendo sangrar al contacto, con zonas costrosas y dolor. A veces pueden tener un
crecimiento mas rapido con bordes elevados, evertidos e indurados[293]. En relacion con

su fisiopatogenia, muchas son las teorias propuestas, siendo la IMC y en consecuencia la
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proliferacion celular y el incremento de mutaciones espontaneas, la mas aceptada. Las
condiciones que estadisticamente demuestran tener mayor riesgo de transformacion
carcinomatosa en relacion a UM, son las quemaduras cutaneas y Ulceras traumaticas sin
tendencia a la cicatrizacién[294,295]. La transformacion maligna puede darse luego de
muchos afios de la instalacion de la condicion inflamatoria inicial, pudiendo ser un
proceso analogo a la carcinogénesis bucal y a la UTC diagnosticada en la mucosa bucal.
En un caso se observé una Ulcera por presion que cicatrizaba y volvia a ulcerarse durante
diez afios y que luego termind desarrollando una UM[296]. La intervencion temprana con
biopsias de diagnostico mejora el diagnostico precoz[292].

3. Desordenes Orales Potencialmente Malignos

Existe un conjunto de lesiones de la mucosa bucal que presentan un riesgo
incrementado de transformacion carcinomatosa. La mayoria de estas lesiones, son
asintomaticas inicialmente lo que lleva a una demora en el diagnostico, a un
subdiagndstico o directamente a una ausencia de diagnostico oportuno por parte de los
profesionales[297]. EI CCEB, suele asentar sobre lesiones preexistentes, llamadas
“precancer”, “lesiones premalignas, precancerizables”, “neoplasias intraepiteliales”, etc.,
pero que en 2007 la OMS comenzé a llamarlas “desordenes potencialmente

malignos”(DPM)[231]. El concepto de precancer o de DPM esté basado en:

a) En estudios longitudinales, algunas lesiones clinicas clasificadas inicialmente como
precancerosas se transformaron en CCEB durante su seguimiento.

b) Muchas de esas lesiones constituyeron manchas rojas y blancas, también coexistieron
en los margenes de CCEB.

c) Algunas de estas lesiones muestran cambios citolégicos y morfologicos ya
observados en CCEB, pero todavia en ausencia de potencial invasivo.

d) Las alteraciones cromosomicas, gendémicas y moleculares del CCEB fueron

detectadas en estas fases previas de “precancer”’[231].

El concepto de DPM lleva a un concepcion de “riesgo aumentado” o “posibilidad”
de transformacién maligna independientemente a los componentes clinicos o histoldgicos
y ademas tiene una finalidad predictiva de riesgo de cancer en el sitio de la lesion o en
cualquier otro sitio de la mucosa bucal. Aunque estos DPM supongan un riesgo

aumentado de transformacidn maligna, es muy dificil predecir el comportamiento de cada
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paciente en forma individual[298], estableciendo cudles son las lesiones que llevardn a
un CCEB.

3.1 Leucoplasia

La leucoplasia, es una entidad potencialmente maligna cuya nomenclatura y
concepto ha variado en las ultimas décadas. Sin embargo, el concepto mas utilizado en la
literatura cientifica es el propuesto por la OMS en 2007. Warnakulasuriya y cols,
habiendo considerado todas las definiciones propuestas y en concordancia con la
definicién propuesta en 1978, defini6 a la leucoplasia como “placas blancas de riesgo
incierto que son diagnosticadas una vez que se haya excluido otras patologias conocidas
que no son aumentan el riesgo de cancer”. ES un término clinico, sin ninguna
histopatologia particular. Puede mostrar atrofia o hiperplasia y puede 0 no mostrar zonas
displésicas[231]. Sin embargo, su pronostico es variable de paciente a paciente. La
inespecificidad de los hallazgos histoldgicos que pueden estar presentes en los diferentes
grados de leucoplasia, fueron los que llevaron a diferentes autores como Grinspan y
Abulafia a dar una definicidn con criterios clinico-patoldgicos[88,243]. En el afio 2018,
aunque todavia no fue publicado, la Academia Europea de Medicina Oral propuso a la
leucoplasia como una lesion predominantemente blanca de la mucosa bucal que no puede
desprenderse y posee un potencial de malignidad incierto. Se presenta como una placa
bien demarcada, de cualquier tamafio, con una superficie lisa o texturada, con o sin
fisuras y que persiste en ausencia de irritantes locales. Su diagndéstico se hace habiendo

excluido otros diagndsticos de lesiones blancas clinica e histopatolégicamente.

Clinicamente, las leucoplasias pueden ser homogéneas y no homogéneas. Las
homogéneas, suelen ser lesiones blancas uniformes, finas, con bordes bien delimitados, y
una superficie que puede encontrase surcada por zonas de mucosa sana, o de forma
irregular con aspecto de empedrado o embaldosado. Los sitios mas frecuentes son la
mucosa yugal en los casos de leucoplasias asociadas a tabaco, pudiendo ser uni o bilateral,
borde y dorso de lengua y piso de boca (Figura 6). Esta Gltima, es de alto riesgo de
transformacion carcinomatosa[243]. Las leucoplasias no homogéneas también llamadas
moteadas o eritroleucoplasias, presentan ademas de las lesiones descriptas
anteriormente, componentes rojos[299]. El “gold standard” para el diagndstico y la

exclusién de otras patologias queratoticas, siempre es el examen histopatolégico[300].
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En una revision sistemética reciente, la prevalencia estimada de la leucoplasia fue
de 1,5% a 2,6%[301]. Existen paises como la India, donde la incidencia asciende a casi
el 4%, debido a habitos locales como el consumo de la nuez de areca. La relacion en
cuanto al género tendria una variacién geografica y seria méas frecuente en varones
mayores de 40 afios[299]. En cuanto a los factores de riesgo, si bien a veces suele ser de
naturaleza idiopatica o desconocida, el tabaco pareceria ser el factor de riesgo mas
estudiado[302]. Sin embargo existen otros relacionados con patologias sistémicas
metabdlicas[303], masticacion de betel y tabaco[304], presencia de infeccion por
VPH[305] y Candida spp[230]. También se encontraron bajos niveles séricos de retinol,
alfa tocoferol, licopeno y carotenoides en un grupo de hombres con leucoplasia
bucal[306]. La hipovitaminosis A también podria ser considerada también como un factor
de riesgo para el desarrollo de leucoplasias[307]. En nuestro medio, el HACRE esta
asociado al desarrollo de leucoplasias[197,198].

La histopatologia de la leucoplasia muestra una hiperorto o paraqueratosis con o
sin displasia, acantosis, acantopapilomatosis y puede mostrar zonas de atrofia o
inflamacién cuando esta asociada a infeccion con Candida spp. En casos de peor
pronéstico, también puede haber zonas de carcinoma in situ, verrugoso o
infiltrante[237,299]. Muchas leucoplasias sin displasia, mostrando solo “hiperqueratosis
benignas”, pueden en el tiempo, desarrollar displasias e incluso zonas de transformacion
carcinomatosa, por eso Woo propuso el término de “queratosis de prondstico incierto”
(QPI) a todas aquellas leucoplasias que no presentaron displasias[308], pero que podrian
representar la fase inicial de un fenotipo displasico de la leucoplasia. La displasia epitelial
asociada a VVPH, es una entidad histolégica, que clinicamente presenta caracteristicas de
leucoplasias[146,147,237,238]. Sin embargo, algunos estudios, basados solo en
observaciones, demostraron que estas lesiones tendrian algunas caracteristicas que
permitirian al clinico sospechar de una infeccidn o sobreinfeccion viral: el componente
blanco tiende a ser mas transltcido, los bordes difusos y una discreta tendencia a hacerse
verrugoso[127,309].

En su relacion con la transformacién maligna, la leucoplasia bucal puede mostrar
algunos de los mismos genes mutados observados en el cancer[310]. La expresion
aberrante de p53, p16 y mutaciones de TP53 estan asociadas al incremento del riesgo de

cancer[311] y dichas alteraciones fueron también reportadas en algunas lesiones.
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Figura 6: Izquierda: Lesion ubicada en mucosa yugal, que abarca region retrocomisural, tercio anterior y medio de mucosa yugal
en forma de placa queratoética con una region francamente erosiva asociada al factor irritativo de elementos dentarios cercanos
con caries macropenetrantes. Paciente masculino, 55 afios, fumador crénico con historia de mala higiene bucal, enfermedad
periodontal y presencia de IMCO. Diagndstico: Leucoplasia del fumador asociada a IMCO. Derecha: Lesion ubicada en borde
izquierdo, extendiéndose a cara ventral. Se observa la presencia de una lesion blanquecina con areas francamente queratéticas
con tendencia a la verrugosidad. Paciente masculino no fumador, 35 aiios. Diagndstico: Leucoplasia. En ambos casos, la Anatomia
Patolégica demostrd ausencia de displasia por lo que para algunos autores podrian diagnosticarse como QPI

La tasa de transformacion de leucoplasia varia de acuerdo con diferentes estudios
en un rango de 0,13% y 34%. Las lesiones ubicadas en el borde de la lengua y en el piso
de boca, son las que presentaron mayor tasa de transformacion maligna. Las leucoplasias
no homogéneas con zonas mas verrugosas o nodulares, o que contengan algun elemento
clinico de aspecto moteado o eritroplasico son las que presentan mayor tasa de
transformacion maligna[231,312,313]. El detalle clinico de la observacién permitid
establecer que las lesiones con bordes bien demarcados, a diferencia de lesiones
reaccionales con bordes difusos, tendrian mayor tendencia a albergar cambios epiteliales
displasicos[308].

La utilizacion de azul de toluidina (ATO) y tinciones vitales, citologias
exfoliativas, dispositivos basados en autofluorescencia y biomarcadores celulares podrian
ser utilizados con el objetivo de llegar a un diagndstico temprano[299,314-316]. El
diagnostico mediante la biopsia debe ser muy cuidadoso, e idealmente se deben tomar
multiples biopsias utilizando métodos alternativos como ATO para elegir el o los sitios

mas representativos [313,317].

Una vez diagnosticada la leucoplasia, y en ausencia de factores inflamatorios
locales, la presencia de displasia epitelial justifica la escision de la lesion, pero no elimina
el riesgo de recurrencia o recidiva [298,299,308,318]. Algunas otras alternativas
terapéuticas se basan en la aplicacion local de agentes farmacoldgicos, laser de didxido
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de carbono, terapia fotodindmica, eliminacion de los habitos de riesgo y control[319—
325].

En 1985, Hansen public6 un grupo de leucoplasias multifocales de la mucosa
bucal la cual definié como “Leucoplasia Verrugosa Proliferativa” (LVP)[326]. Con la
inclusion de esta hueva nomenclatura, la terminologia que se utilizaba hasta el momento
(Papilomatosis Oral Florida propuesta por Grinspan y Abulafia[327]) para describir
cuadros clinicos similares al presentado por Hansen, cayé en desuso[328]. La LVP es
considerada actualmente un subtipo de leucoplasia no homogénea, con la mayor tasa de
transformacion maligna registrada. Su naturaleza “proliferativa” propuesta por los
autores, aflade la complejidad de la terminologia, haciendo referencia a la multifocalidad
y a la capacidad de recidivar tras su extirpacion quirdrgica[328]. Se ha propuesto
modificar el término a Leucoplasia Multifocal debido a que en sus inicios no siempre

tiene un aspecto clinico verrugoso[329].

LVP es una de las patologias que generé y genera mas debate en torno a su
nomenclatura, naturaleza y tratamiento. A lo largo de las dltimas décadas se han
propuesto diferentes criterios de diagnostico de la enfermedad (Ghazali y cols, Gandolfo
y cols, Cerero-Lapiedra y cols, Villa y cols). En muchos casos, puede comenzar como
una leucoplasia Unica homogénea[328] (o QPI para Woo0) que comienza a hacerse
multicéntrica, con o sin cambios malignos al momento del diagnostico. Uno de los
criterios diagnésticos mas utilizados son los propuestos por Cerero-Lapiedra y cols en
2010:

Tabla 1 Criterios diagndsticos de LVP, Cerero-Lapiedra, 2010.

CRITERIOS MAYORES CRITERIOS MENORES
A. Una leucoplasia en mas de dos a. Unaleucoplasiaque ocupaal menos3cm
localizaciones bucales, frecuentemente sumando todas las areas afectadas.
gingiva, proceso alveolar y paladar. b. La paciente debe ser mujer
B. La existencia de un &rea verrugosa. c. El paciente, independientemente al
C. Las lesiones deben haberse expandido género debe ser no fumador/a.
durante el curso de la enfermedad. d.  Una evolucion mayor a 5 afios
D. Lapresenciade una recurrencia en un area
previamente tratada.
E. Histopatol6gicamente puede existir una

simple  hiperqueratosis,  hiperplasia
verrugosa, carcinoma  verrugoso, 0
carcinoma in situ o infiltrante.
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Para establecer el diagnostico de LVP, deben darse cualquiera de las dos
combinaciones: 1- tres criterios mayores estando el E siempre, 0 2- dos criterios mayores

mas dos criterios menores[330].

Villa y cols, demostraron que muchas de las LVP tienen zonas eritroplésicas,
eritematosas y fisuradas, concordando a veces con la misma tasa de transformacion de
eritroleucoplasias, por lo que proponen llamarla en estos casos Eritroleucoplasias
Proliferativas. A partir de ese primer cambio, postularon ademas que las lesiones blancas
queratdticas pueden ser lisas, fisuradas, con superficie verrugosa y hasta pueden estar
ulceradas, las lesiones pueden ser contiguas y multifocales o Unicas pero mayores a 4 cm,
que se expanden en tamafio y que desarrollan multifocalidad y que histopatoldgicamente,
pueden albergar zonas de carcinoma o displasia, pero en el caso de no encontrar estas
caracteristicas histopatoldgicas, debe haber hiperqueratosis, paraqueratosis, atrofia o
acantosis, pudiendo tener ademas un infiltrado linfocitario. En estos ultimos criterios
diagnosticos propuestos, el género y el consumo de tabaco se excluyeron de los criterios
anteriores, y el autor afirma que si bien LVP es mas comdn en mujeres no fumadoras,
también es importante reconocer que el diagnostico no cambiaria si la lesion se presenta

en un varén fumador[331].

AUn no se ha establecido la patogénesis de la enfermedad[332]. Debido al aspecto
clinico verrugoso de las lesiones asociadas a LVP, se relaciond la infeccion por VPH,
encontrando en la literatura diferentes tasas de infeccion por VPH en LVP[333]. Ademas,
se han encontrado aberraciones en genes reguladores del ciclo celular, con deleciones,

pérdida de heterocigosidad, y mutaciones en algunas de estas lesiones[334].

Es de destacar que algunos autores han propuesto que algunas LVP podrian tener
en sus inicios formas clinicas similares a las reportadas en liquen plano bucal (LPB) y
lesiones liquenoides[335]. La frecuencia de LVP en pacientes mujeres, no fumadoras, y
con lesiones multifocales usualmente mayores a 50 afios y la similitud de este escenario
clinico con el LPB, puede ser uno de los puntos que vinculen ambas patologias[336].
Ademas en algunos casos, se observo un infiltrado linfocitario de interfase yuxtaepitelial
similar al de LPB[337,338], lo que genera controversias acerca de la verdadera naturaleza
de la patologia. La LVP no solamente se caracteriza por su alta tasa de recurrencia post
quirdrgica, sino por su alta tasa de transformacion carcinomatosa, siendo el DPM con

mayor potencialidad de convertirse en un carcinoma. Las tasas de transformacién van del
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60 al 100%, siendo la gingiva y el paladar las dos zonas de mayor frecuencia de
transformacion[328,332,337,339,340]. Figura 7

Figura 7. Paciente femenina, 79 aiios, no fumadora. Consulta por multiples lesiones blancas leucoplasiformes que, como se puede
observar en las fotografias se distribuyen por diferentes regiones de la mucosa bucal. En este caso, se cumplen todos los criterios
diagnosticos, aun el histopatolégico para encuadrar a este caso clinico como Leucoplasia Verrugosa Proliferativa. Luego de las
biopsias incisionales de lesiones verrugosas, las mismas volvieron a reaparecer en el sitio previamente intervenido.

Finalmente, como parte del manejo se recomienda la documentacién mediante
fotografias en cada visita, monitoreos y seguimientos rigurosos y biopsias periddicas
cuando la situacion lo amerite (areas rojas, nodulares o verrugosas o zonas de induracion).
En casos de informarse displasia, las lesiones deberan ser eliminadas quirirgicamente y
los patélogos deberan siempre reportar los margenes de las LVP, aln en ausencia de
displasias.[331]

3.2 Eritroplasia

En 1911 Queyrat describid una lesion de pene con limites bien definidos, de color
rojo brillante y superficie aterciopelada, con potencial carcinomatoso a la cual denominé
eritroplasia. Tiempo después otros autores la describieron en la mucosa genital con una
histopatologia similar a la de la enfermedad de Bowen en piel[341,342]. Mashberg fue el
primero en determinar que muchos carcinomas tempranamente asintomaticos localizados
en areas de la mucosa bucal de alto riesgo, comienzan con lesiones eritroplasicas[343].
Debido a su infrecuente presentacion, hay escasos estudios que abordan la patologia. En

un estudio reciente, se determind que la eritroplasia es mucho menos frecuente que la
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leucoplasia u otros DPM, con una prevalencia de 0,2%][344]. Sin predileccion por el
género y mas frecuentes en sexagenarios y/o septuagenarios[341], se observa como una
lesion rojiza de superficie granular con focos amarillentos y blanquecinos. Cuando la
misma lesion presenta numerosas regiones leucoplasiformes se le denomina leucoplasia
moteada o eritroleucoplasia[236,297,341,345] (Figura 8). A la palpacion, las
eritroplasias no son induradas, excepto cuando ya hay zonas de transformacion
carcinomatosa[346]. El paladar blando, el piso de la boca, la region retromolar y la
mucosa yugal parecerian ser las areas mas afectadas[236,341,345].

La OMS defini6 su presentacion clinica como lesiones rojas que a veces suelen
ser planas, lisas, de aspecto granular o nodular, frecuentemente con margenes bien
delimitados adyacentes a la mucosa normal”[345]. Para definir eritroplasia,
Warnakulasuriya utiliz6 un concepto analogo al actual de leucoplasia. Eritroplasia es una
placa roja que no puede ser caracterizada clinica o histopatolégicamente como otra
enfermedad definible[297]. Por ello, para el diagnostico de esta lesion, debe primero
descartarse otros diagndésticos: candidiasis eritematosa y atrofica y también otras
condiciones como éareas rojas de pacientes con LPB, gingivitis descamativas,
etc[297,341,347].

Figura 8. Se observa en el borde de la lengua izquierda, una lesion moteada con areas eritro-leucoplasicas en una paciente sin
habitos de riesgo, VPH16+. El examen histopatolégico reveld la presencia de displasia severa.
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Mashberg en 1980 postul6é que toda lesién con componente eritroplasico, sea
eritroplasia o eritroleucoplasia, cuando asienta en sitios de alto riesgo de la mucosa bucal
debe ser considerada como carcinoma in situ o carcinoma invasivo hasta que se demuestre
lo contrario[341]. En concordancia, Grinspan y Abulafia estudian a las eritroplasias
dentro del capitulo de Carcinomas in situ primitivos[236] ya que al momento de la
consulta, la eritroplasia presenta histoldgicamente displasia severa o areas de carcinoma
in situ. Ademas, es uno de los DPM con mayor tasa de transformacion maligna (de 14 a
50%)[341,348].

Algunos estudios apuntan al consumo de tabaco, masticacion de betel y
alcohol[344] y VPH[341,347] como factores asociados. Al ser una patologia infrecuente,
se torna dificultoso realizar estudios de prevalencia de VPH en eritroplasias, sin embargo,
en un estudio se observd que el 50 % de las eritroplasias (5/10) estaban asociadas a VPH
y todas aquellas que en su seguimiento tuvieron transformacion carcinomatosa, fueron
VPH positivas[349]. Estos hallazgos permitieron concluir que el VPH16, podria
comportarse como un cofactor de riesgo de transformacion maligna de eritroplasias. En
el trabajo de Holmstrup, se ilustra una lesion eritroplasica asociada a IMCO y con zonas
displésicas en la histologia que una vez eliminado el factor traumatizante, la displasia

epitelial desaparece de manera gradual mejorando también clinicamente[347].

Debido a su evolucion a carcinoma invasor, se aconseja la intervencion inicial
haciendo la exéresis correspondiente y controles posteriores para monitorear la

posibilidad de recurrencias[350].

3.3 Liquen Plano Bucal y Lesiones Liquenoides

El Liguen Rojo Plano fue una entidad inicialmente descripta en 1860. Los criterios
de diagndstico fueron revisados por multiples autores, incluyendo a Erasmus Wilson, el
primero en describir la afectacién bucal del Liquen Plano Bucal (LPB). Mas adelante,
Louis Wickham describio las estrias blancas que caracterizan dicha patologia[351,352].
Recién 40 afios mas tarde, William Dubreuiln pudo describir algunos hallazgos
histopatolédgicos del LPB[353], y durante todo un siglo diferentes investigadores de todo
el mundo han tratado hasta la actualidad consensuar criterios diagnosticos de la

enfermedad.
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Las lesiones del Liquen Plano Bucal (LPB) son usualmente multiples y simétricas,
sin embargo, se modifican de paciente a paciente. La presentacion clinica puede variar
entre diferentes subtipos: linear, reticular, anular, papuloide, en placa (queratético),
atrofico, ampollar y erosivo[354]. También se han descripto subtipos penfigoide[355],
escleroatréfico y seudovegetante[236]. La caracteristica distintiva del liquen reticular son
las estrias de Wickham, asintomaticas y ubicadas preferentemente en la mucosa yugal
con forma y aspecto arboriforme o en hojas de helecho, pudiendo formar dibujos lineales
o anulares en toda la mucosa bucal[88]. Su forma queratética, puede estar en el dorso de
la lengua, simulando una leucoplasia con estrias que se disponen periféricamente a la
lesion. Las lesiones atroficas y erosivas pueden presentarse con zonas eritematosas y
erosivas y a veces de franca ulceracion. Este cuadro clinico, genera dolor en el enfermo
y sensacion de estomatodinia generalizada. El subtipo atrofico puede encontrarse en el
dorso de la lengua generando despapilacion, pero también con frecuencia verse en la
mucosa gingival rodeando los elementos dentarios. A este ultimo escenario clinico se le
denomina Gingivitis Descamativa Cronica. La forma ampollar si bien es rara, puede
preceder a la forma erosiva. Suele ser recurrente y recidivante, pudiendo aparecer como
la variante clinica vulvovaginal-gingival de LPB[88,231,297,351]. La prevalencia de
LPB se estima en un 2,2%[356]. Méas del 60% de los pacientes con liquen rojo plano,
presentan manifestaciones bucales de su enfermedad[357], siendo una patologia frecuente
entre los 30 y 80 afios de edad, con una gran predileccion por mujeres

postmenopausicas[351,357-360].

Las lesiones liquenoides (LL) tienen una clinica similar al LPB pero con una
etiologia bien definida, y segln diferentes autores podrian clasificarse en 1) Asociadas a
materiales de restauracion, frecuentemente amalgamas, llamadas lesiones liquenoides
orales por contactantes, 2) Asociadas a farmacos y 3) Asociadas a la Enfermedad injerto

contra el huésped[297].

El diagndstico de LPB y LL, estd basado en la combinacion de: anamnesis,
hallazgos clinicos bucales, dermatoldgicos y microscopia. Sin embargo, el diagnéstico a
veces es dificil dado por el dinamismo de la patologia. En la histopatologia, el LPB puede
incluir zonas de hiperpara o hiperortoqueratosis, cuerpos de Civatte, degeneracion
hidropica de las células basales, y un infiltrado yuxtaepitelial[146]. También se pueden

encontrar crestas interpapilares con forma de dientes de sierra, acantosis, zona de
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ulceracion, deposito de melanina asociado a melandfagos, atrofia epitelial, etc. Todo esto
dependeré del subtipo clinico de LPB[88,146,297,351]. La Inmunofluorescencia directa

permite complementar y confirmar el diagnostico histopatologico [361] .

Se han encontrado diferentes factores que contribuyen al desarrollo de LPB, que
en algunos casos son considerados disparadores de la enfermedad: inductores locales y
sistémicos de hipersensibilidad mediada por células, stress, respuesta epitelial a antigenos
epiteliales y microorganismos[362]. Asociada a reacciones de hipersensibilidad, se han
visto las llamadas reacciones o lesiones liquenoides, sobre todo asociadas a materiales
restaurativos, medicaciones, condimentos, etc.[363,364]. El rol del estado emocional aun
no estaria bien dilucidado pero pareceria ser un moderador de la respuesta a través del eje
hipotalamo-hipofisiario-adrenal, permitiendo la instalacion de las lesiones[365]. Existiria
una gran variedad de antigenos que pueden gatillar una respuesta inmune desregulada y
autoinmune contra los queratinocitos bucales[366]. En relacion a posibles agentes
microbianos y su relacion con el desarrollo de LPB, el Gnico con evidencia en su
asociacion con la patologia, fue el Virus de la Hepatitis C pero solo en algunas regiones
geograficas[362,367]. EI VPH-16 también fue investigado en pacientes con LPB y
algunos estudios han demostrado un potencial rol en su patogénesis y en su pronostico
debido al potencial carcinogénico viral[368]. En relacion a factores sistémicos, se
propuso que el LPB en su forma erosiva, estuvo asociado a diabetes mellitus e

hipertension arterial[369].

Los primeros criterios diagnosticos de LPB datan de 1978 publicados por la OMS,
y modificados mucho tiempo después (2003) por Van der Meij y Van der Waal[370]. La
dificultad mas importante que tiene LPB para consensuar los diagndsticos es la
variabilidad clinico-histolégica que presenta la enfermedad. En una publicacion de
consenso entre diferentes prestigiosos investigadores, la Academia Americana de
Patologia y Medicina Bucal, propuso algunas modificaciones al diagnostico, sobre todo
enfatizando que el diagndstico de LPB es clinico, siendo el profesional tratante quien
pueda apoyarse en algunos aspectos de la histopatologia provistos por el pat6logo. El
diagnostico de LPB no deberia finalizar con una biopsia inicial, sino que el seguimiento
y monitoreo del paciente en cuanto a la modificacion de su clinica y respuesta al

tratamiento también seran necesarias como parte del proceso diagnostico[351].
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La transformacion carcinomatosa del LPB resulta un tema de controversia. En una
revision sistematica, sobre 7086 pacientes con LPB la tasa de transformacion fue de
1,09%, siendo la lengua el sitio mas frecuente donde las lesiones generan cambios
neoplésicos[371]. En cuanto al subtipo de LPB, el liquen erosivo, en placa y el atrofico
parecerian ser los de mayor tasa de transformacion a CCEB y Carcinoma Verrugoso[88].
Lanfranchi y cols informé una tasa de transformacion (una de las més altas publicadas)
de 6,51%, siendo las formas queratéticas y erosivas las mas frecuentes que se
transformaron, de ubicacion en lengua[372]. EI mecanismo por el cual el LPB induce la
transformacion maligna es desconocido, sin embargo la inflamacién crénica producida
podria ser uno de los tantos mecanismos propuestos que vinculen ambas patologias[260].
Las LL muestran también un potencial de progresion maligna, con trabajos que la
proponen aun con mayor potencial de transformacion que LPB. Es probable que la
inflamacion persistente asociada a LL conduzca la evolucion de estas lesiones hacia los

mecanismos de malignidad epitelial[230].

3.4 El diagnostico de Displasia Epitelial Oral

La presencia de zonas displasicas en un DPM condicionara no solo el tratamiento
a elegir sino la rapidez con la que éste se instale. La displasia epitelial oral (DEO) es un
marcador histolégico muy importante que el clinico debe conocer e investigar cuando se
estudia cualquier DPM. La OMS propuso mantener el sistema de clasificacion de
displasias: leve, moderada y severa, aunque es reconocido mundialmente que dicha
clasificacion se ve condicionada por una gran variabilidad intra e
interobservador[238,373,374]. La displasia leve esta confinada solo a cambios celulares
y arquitecturales del tejido epitelial presentes en el tercio inferior del epitelio (basal y
parabasal). La displasia moderada exhibe un desorden en la maduracion desde la region
basal/parabasal a la zona media del estrato espinoso (2/3 del epitelio) y la displasia
severa/carcinoma in situ (CIS) revela una maduracion anormal celular en casi todo o la
totalidad del espesor epitelial[238] (Figura 9). Sin embargo, algunos patélogos
recomiendan un sistema binario de diagnéstico de DEO (Alto y Bajo Riesgo) similar al
propuesto para las displasias laringeas con el objetivo de disminuir las discrepancias
subjetivas interobservador. [375]. Para la OMS este sistema carece aln de validacion para

poder ser aplicado.
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La siguiente tabla expone las caracteristicas citologicas y tisulares para el
diagndstico de DEO:

Tabla 2 — Caracteristicas tisulares y citoldgicas utilizadas para el diagnéstico histopatolégico de DEO.

Caracteristicas Tisulares Caracteristicas citologicas
e  Estratificacion irregular del epitelio e  Variacion anormal en el tamafio del nicleo
e  Pérdida de la polaridad celular (anisonucleosis)
e  Crestas papilares en forma de gota e  Variacion anormal en la forma del ndcleo
e Aumento del nimero de figuras mitéticas (pleomorfismo nuclear)
e Queratinizacion prematura aislada e  Variacion anormal en el tamafio de la célula
(Disqueratosis) (anisocitosis)
e  Perlas de queratina e  Variacion anormal en la forma de la célula
e  Pérdida de la cohesion celular (pleomorfismo celular)
e  Aumento de la relacién nicleo: citoplasma
e  Figuras mitéticas atipias
e  Nucleolos prominentes
e Hipercromasia

Los sistemas de clasificacion de DEO se basan en las alteraciones citoldgicas y
organizacionales del epitelio en todo su espesor. Sin embargo, las caracteristicas
arquitecturales del epitelio a veces son dificultosas de establecer ya que dividir al epitelio
en tres tercios similares no siempre se puede lograr, por ejemplo, en casos de lesiones
verrugosas con hiperqueratosis. En algunos casos también el epitelio esta atrofico y por
lo tanto es dificil llegar a realizar esta separacion para establecer los grados de displasia.
También es destacable el hecho de encontrar en las displasias un infiltrando en banda
linfocitario, y representa una respuesta inmunoldgica del paciente a la DEO. En estos
casos, no se debe maximizar estos hallazgos histopatoldgicos, siendo la apariencia clinica

de la lesién, la variable de mayor valor en el diagnéstico[237].

Cabe destacar que en algunos casos, se han reportado displasias en bordes
hiperplasicos de UTC en lesiones de LPB o LL o en epitelios en vias de reepitelizacion,
etc., a la cual se las denomind “reactivas”, ya que presumiblemente se da como una
respuesta a un intenso y exagerado componente inflamatorio[237,238]. EI término
Displasia o Atipia de Significado incierto, fue utilizado para describir hallazgos
histologicos donde el nivel de atipia es desproporcionalmente mayor que el esperado para
el grado de inflamacion presente[376], pero aln no se encuentran antecedentes de su uso

en la patologia bucal.

En muchos casos de DPM, se observan elementos histolégicos que podrian ser
diagnosticados como displasias reactivas y muchos de ellos asociados a una infeccion o

sobreinfeccion candidasica crénica. Una vez que el paciente comienza un tratamiento
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antimicotico, las alteraciones displasicas en el tejido parecerian ser reversibles y
clinicamente la lesion mejora. En el caso de no suceder esto, se indica biopsiar
nuevamente. El epitelio displasico pareceria estar localmente inmunocomprometido

generando condiciones Optimas para la colonizacion micética[237].

Un subtipo particular de DEO es la DEO asociada al VPH (DEO-VPH) descripta
por Woo[147-149], con caracteristicas histopatoldgicas propias y con utilizacion de la
proteina p16 en analisis inmunohistoquimicos. Este término fue previamente descripto en
1996 por Fornatora y cols como Displasia Coilocitica, refiriéndose a un epitelio de la
mucosa bucal con displasia y que ademas albergaba signos directos e indirectos con
infeccion por VPH, demostrando la presencia del virus mediante técnicas de biologia
molecular [309]. El término fue importado desde la patologia ginecoldgica, utilizado para
nomenclar las lesiones de alto riesgo asociadas al VPH[377].

Figura 9. Arriba, izquierda: Histologia de displasia epitelial leve, con alteraciones morfolégicas que ocupan solo el tercio inferior
del epitelio. Arriba, derecha: pérdida de la arquitectura tisular en el tercio medio del epitelio (displasia moderada). Abajo,
izquierda: las alteraciones celulares y tisulares ocupan casi la totalidad del espesor epitelial, compatible con displasia severa.
Abajo, derecha: Alteracion total del espesor epitelial con multiples imagenes displasicas, pero con membrana basal conservada.
Carcinoma in situ. Microfotografias histolégicas obtenidas de “Oral epithelial dysplasia, atypical verrucous lesions and oral
potentially malignant disorders: focus on histopathology”. Miiller, S. 0000, 2018. DOI:10.1016/.0000.2018.02.12.[238]
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4. Biomarcadores de Cancer y Precancer Bucal

El diagndstico de DPM y CCEB empieza con el examen clinico, la realizacion de
una biopsia de diagnéstico y finaliza con el estudio histopatoldgico. La displasia existente
en DPM orienta hacia un potencial de malignizacion de la lesion bajo estudio. La
investigacion utilizé en forma selectiva otros exdmenes complementarios mas especificos
con la finalidad de observar el comportamiento particular de diferentes estructuras
bioldgicas, genes, enzimas, mediadores quimicos implicados en la carcinogénesis bucal.
Hasta el momento, el diagnoéstico de DEO es el predictor mas confiable de un riesgo
incrementado de transformacién. Sin embargo, algunas displasias tienen la capacidad
para progresar a cancer y otras se resuelven. Y en algunas lesiones sin displasia no se
debe descartar absolutamente el riesgo de transformacion. La capacidad de predecir el
comportamiento de un DPM mediante la clinica o la histopatologia es limitada. Por eso,
es importante el desarrollo de diferentes marcadores predictivos que podrian identificar

riesgos de progresion[378-380].

Para la prevencion y el tratamiento de CCEB, se necesitan bases solidas de
comprension de los mecanismos moleculares de carcinogénesis, que permitan descubrir
mas marcadores de diagndstico, pronostico, asi como también identificar nuevos blancos
terapéuticos[381]. Existe un amplio abanico de marcadores que proporcionan
informacion adicional a la recopilada durante el examen clinico y microscopico. En una
revision sobre este tema[382], se agrupdé a los biomarcadores utilizados en la

investigacion de CCEB y DPM de la siguiente forma:

a) MARCADORES DE CRECIMIENTO TUMORAL: EGF (Epitelial Growth Factor),
Ciclinas, Antigenos de proliferacion celular nuclear, P120, Ki67, AgNor, Skp2, Bcl2,
HSP27 y 70 (Heat shock proteins), Telomerasa

b) MARCADORES DE SUPRESION TUMORAL Y RESPUESTA ANTITUMORAL:
pRb (Proteina del Retinoblastoma), Inhibidores de la ciclina dependiente de quinasa,
p53, Bax, Fas/Fasl, Células Dendriticas (DC)

¢) MARCADORES DE ANGIOGENESIS: VEGF/VEGF-R: (Vascular Endothelial
Growth Factor/Receptor), NOS; (Nitric Oxyde Synthase type I1), PD-ECFG (Platelet
derived endothelial cell growth factor), FGFs (Fibroblast growth factor)
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d) MARCADORES DE INVASION TUMORAL Y POTENCIAL METASTASICO:
MMPs (Matrix-Metallo-Proteases), Catepsinas, Integrinas, Caderinas y Cateninas,
Desmoplaquinas

e) MARCADORES CELULARES DE SUPERFICIE: Carbohidratos, HLA (Antigeno
de Inmunohistocompatibilidad), CD57

f) MARCADORES INTRACELULARES: Citoqueratinas

g) MARCADORES DE QUERATINIZACION ANOMALA: Filagrinas, Involucrinas,
Proteinas desmosomales, Analisis nuclear (para valorar dos parametros: el estado
ploide de ADN -anaploide, tetraploide y diploide- y la polisomia cromosomica)

h) PRODUCTOS DEL ACIDO ARAQUIDONICO: Metabolitos de la Lipooxigenasa,
Cicloxigenasa (COX), Prostaglandinas E2 (PG-E2)

i) ENZIMAS: Glutation S- Transferasa

4.1 Biomarcadores de diferenciacion celular: las Citoqueratinas

El citoesqueleto de las células epiteliales esta formado por tres tipos de filamentos,
los cuales estan clasificados de acuerdo con el diametro y a las propiedades
fisicoquimicas: microfilamentos, microttbulos y los filamentos intermedios (Figura 10).
Los microfilamentos son los mas pequefios de todos con un didmetro de 7 nm, estan
agrupados en moléculas globulares de actina, que se unen entre si para formar los
microfilamentos de actina. Los filamentos de actina se anclan a la membrana celular
mediante proteinas de union y se adhieren focalmente a ella como partes de las uniones
estrechas. El otro componente constituyente del citoesqueleto es el de los microtubulos,
el cual son los filamentos mas grandes (20 nm). Estan constituidos por moléculas de
tubulina, a partir de centros organizadores de microtibulos. La red de microtabulos se
estabiliza dentro de una célula por los microfilamentos circundantes y los filamentos
intermedios. Los centros organizadores de microtibulos también interactian con
filamentos de queratina para unirse a ellos a través de proteinas mediadoras y por lo tanto
mantener la polaridad de algunas células epiteliales. El tercer componente, y el de mayor
interés para el desarrollo de este trabajo, es el de los filamentos intermedios. Se
diferencian de los dos componentes citoesqueletales anteriores debido a que pueden tener
un rango variable de su didmetro que va de los 7 a 12 nm. Los filamentos intermedios del

tejido epitelial estdn formados por queratina y esta proteina se expresa exclusivamente
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en este tejido. En otros tejidos no epiteliales, los filamentos intermedios estan formados
por ejemplo por moléculas de desmina (células miogénicas), vimentina (fibroblastos), etc.
El turnover de los filamentos intermedios requiere de la accion de diferentes enzimas
como quinasas, fosfatasas, etc. Los filamentos intermedios son un componente crucial de
las sefializaciones celulares, que son esenciales para el desarrollo celular y posiblemente
para la regulacion de la degradacién de proteinas, encargadas de traducir sefales
ambientales en modificaciones de la expresion génica. Los filamentos intermedios se
unen por un lado a los poros de la membrana nuclear y por el otro a los desmosomas y
hemidesmosomas[383-385].

Figura 10 — Componentes estructurales del citoesqueleto celular. Filamentos de actina (Rojo) que se disponen en forma paralela,
filamentos intermedios (Azul), los cuales varian en su peso molecular y en el tejido epitelial estan formados por queratina o
citoqueratina y los Microtubulos (Verde). Obtenido de Review on Cell Mechanics: Experimental and modeling approaches. Applied
Mechanics Review. Rodriguez, M y cols. Nov 2013. DOI:10.1115/1.4025355[386]

Los filamentos intermedios de las células epiteliales estan formados por
queratinas o citoqueratinas (Cks), las cuales se encuentran solo en vertebrados[384]. Las
Cks humanas tienen un peso molecular que varia entre 44 a 66 kDa y su expresion puede
ir modificAndose de acuerdo a diferentes cambios celulares, por ejemplo la
transformacion de una célula epitelial a mesenquimatica durante algunos procesos de la
embriogénesis[383]. Existen diferentes tipos de Cks y la clasificacion de estas pueden
variar de acuerdo con el autor. Fundamentalmente, pueden diferenciarse de acuerdo con
las propiedades fisicoquimicas y de acuerdo con el tejido o a las células que las expresa.
Ademas existen diferencias en la distribucién dependiendo el grado de queratinizacién o

cornificacion epitelial en epitelios estratificados[383,384].

La biologia del epitelio de la mucosa bucal se encuentra en correspondencia con

las necesidades que cada subsitio de la cavidad bucal le demanda. El epitelio bucal posee
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dos patrones de maduracién epitelial: 1) Queratinizacion: la mucosa madura formando
estratos con queratina, a su vez generando ortoqueratinizacion refiriéndose a la ausencia
de nucleos en las escamas de la superficie epitelial 6 paraqueratinizacion a la retencion
de nucleos picndticos en la superficie epitelial. 2) No queratinizacion: la mucosa madura

en ausencia de una cubierta de queratina[387].

Las Cks cumplen las funciones de soporte mecanico y mantenimiento de la
arquitectura celular, cicatrizacion de heridas, establecen la polaridad celular e influencian
la actividad mitética, regulan el crecimiento, transporte intracelular y la sintesis de

proteinas, protegen a las células del stress, la apoptosis y la presion hidrostética.

Las Cks son las principales marcadores de diferenciacion del epitelio
estratificado[383]. La distribucion de Cks en el epitelio bucal normal es similar cuando
se tiene en cuenta las células del estrato basal o germinativo, siendo el par Ck5/14 las
presentes en este estrato. Sin embargo, en estratos suprabasales se diferencian segln sea
un epitelio queratinizado (Ck1/10) o no queratinizado (Ck4/13)[388-390] (Figura 11). La
especificidad de la expresién de Cks a lo largo de la mucosa bucal se encontraria atribuida
a una especializacion intrinseca de SC de queratinocitos bucales[391].

‘ Ck1, Ck10 . CkS, Ck14 @ Ck4, Ck13

Figura 11 Distribucion de Citoqueratinas en la mucosa bucal normal A) Mucosa Queratinizada, expresa en estrato basal Ck5 y 14,
mientras que en suprabasal Ck 1 y 10. B) Mucosa No Queratinizada, expresa en estrato basal el mismo patrén de Ck (5 y 14) que
la mucosa queratinizada, pero en estratos suprabasales, la Ck 4 y 13 son las mas frecuentes.
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Las SC epiteliales residen en nichos frecuentemente encontrados en las
profundidades de las crestas epidérmicas para aislarse de influencias mecénicas y
fisicas[392], y expresan Cks especificas como Ck15 y Ck19[392,393]. Al observar
frecuentemente una vasta cantidad de figuras mitéticas en los estratos basales del epitelio
fetal y expresién de Ck15, se pensd que las células basales de cualquier epitelio
estratificado tenian la capacidad para producir nuevas células en forma indefinida con el
objetivo de mantener la normalidad del epitelio. Sin embargo, desde el surgimiento de los
conceptos de SC de queratinocitos y células amplificadoras transitorias, se reconocio que
los telémeros de los cromosomas limitan el nimero de las divisiones celulares a 30
durante toda la vida de un linaje celular. Esta limitacion dada por un restringido nimero
de divisiones celulares no seria suficiente para compensar la pérdida de células que se
genera a través de la descamacion normal del epitelio[385,394,395]. Desde la nueva
perspectiva de las SC, éstas serian capaces de dar lugar a dos células hijas: una SC nueva
y otra célula amplificadora transitoria[392,396] y por ende los estratos germinativos de
los epitelios estratificados estarian compuestos por SC, células amplificadoras transitorias
pero también con ceélulas que han comenzado su proceso de diferenciacion a
queratinocitos. Las SC epiteliales también llamadas queratinoblastos producen queratinas
Ck5, Ck14, Ck15y Ck19. Figura 12.

Epitelio Estratificado de la Cavidad

Bucal

Células Suprabasales T I o
Queratinocitos especificos de la mucosa
bucal producen Ck1, Ck4, Ck10y Ckl3

(dependiendo del tipo de mucosa)

t
Células del estrato Basal Queratinocitos Basales producen Ck3 y
Ckl4

I

Stem Cells del epitelio estratificado
queratinizante pueden producir Ck6, Ck7,

CkS8, Ck18 y Ck19
: x _— Stem cells Ectodérmeas producen CK7,
Stem Cells Embrionarias CK8. Ck19 o CKk20 | L

Figura 12 Epitelio estratificado de la mucosa bucal y las queratinas producidas en los queratinocitos basales y suprabasales. Las
células basales de todos los epitelios estratificados del organismo humano producen Ck5 y Ck14 pero las células suprabasales
generan una produccion diferencial de Cks de acuerdo al tejido donde asienten y con caracteristicas propias de cada tejido. La
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Ck19 es una Ck producida por Stem Cells embrionarias y también por Stem Cells de Queratinocitos Bucales. Modificado y extraido
de Structure and functions of keratin proteins in simple, stratified, keratinized and cornified epithelia. Hermann y cols. J Anat,
2009. DOI: 10.1111/.1469-7580.2009.01066.X [384]

El campo de las Cks comenzd a ser exhaustivamente estudiado debido al
incremento de nuevas patologias genéticas y/o adquiridas. Desde el descubrimiento de
las primeras patologias genéticas de la queratina (Epidermdlisis Ampollar, Paquioniquia
congeénita, etc.), se identificaron muchas mutaciones como causa de patologias de interés
dermatoldgico y estomatoldgico[397]. Los patrones diferenciales y especificos de
expresion de Cks en la mucosa bucal, permitio la utilizacion de las Cks como marcadores
de diferenciacion epitelial en biologia celular, embriologia y patologia bucal. Las Cks, en
efecto son el “gold standard” de los marcadores inmunohistoquimicos en diagnostico,
clasificacion y tipificacion de los carcinomas y deteccion de metastasis inciertas[397].
Otra caracteristica beneficiosa para su uso en la patologia es la estabilidad de la expresion
aun en estados patoldgicos, por eso la utilizacion de las Cks junto a otros marcadores son

herramientas muy confiables para el diagnostico en la patologia clinica.

Algunos cambios en los patrones normales de expresion de Cks, han sido
previamente detectados en lesiones premalignas y malignas de la mucosa bucal[398]. La
Ck19 es considerada un biomarcador de carcinogénesis bucal temprana[399] ya que fue
detectada en estratos suprabasales de lesiones displasicas y en canceres ya establecidos.
La deteccion de Ck19 en estos procesos patologicos responderia a la presencia de células
inmaduras y por lo tanto ser considerada un marcador de SC epitelial in vivo e in
vitro[398,400-402], pudiendo también relacionarse a la progresién durante la
carcinogénesis bucal mediada por SC y por SCC ya que también fue estudiada en
DEO[402-405]. Un marcador especifico de SCC hallado en CCEB fue CD44. En un
estudio donde se utiliz6 CD44, se observo una correlacion con Ck19, sugiriendo que
muchas SCC podrian expresar en su citoesqueleto CK19 y por ende ser considerada un
marcador (aunque no especifico) de SCC bucal[406].

Cuando un epitelio es sometido a una injuria, existe un desequilibrio en la
homeostasis epitelial, alterandose los procesos basicos de homeostasis del epitelio:
diferenciacion y proliferacion. La fase de cicatrizacion de una injuria crénica involucra
la migracién y la generacion de un estado hiperproliferativo de los queratinocitos en los

margenes de la herida, que conlleva finalmente al cubrimiento total de la region dafiada
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con un epitelio sano. Si bien las SC de queratinocitos bucales se encuentran presentes
durante la autorrenovacion epitelial debido a injurias tisulares, estas células podrian ser
el blanco de carcindgenos ambientales Ilevando a la acumulacion de cambios genéticos,
pudiendo generarse condiciones que alteren la sefializacion celular que regula esta
renovacion[407]. Algunos estudios describieron que la presencia de Ck19 en estratos
suprabasales del epitelio esta asociado a cambios premalignos [408]. Hasta el momento
no hay ningun estudio que evalUe patrones inmunohistoquimicos de Cks presentes en la
carcinogénesis temprana en lesiones asociadas a IMCO.

La exposicion al medio ambiente bucal del estrato basal (células basales, células
amplificadoras transitorias y SC), asociada a un traumatismo agudo o asociada a IMCO
fue descripta como el evento necesario para facilitar la penetracion del VPH y el
comienzo de una infeccion viral que podrd o no mantenerse en el tiempo[409]. La
identificacion de citoqueratinas expresadas a nivel basal (Ck5) o en SC (Ck19) podria
ayudar a dilucidar algunos procesos bioldgicos que vinculen IMCO, infeccion por VPH

en el contexto de la carcinogénesis bucal.

4.2 Biomarcadores de Proliferacion celular: Ki67

La proliferacion epitelial, debe estar estrictamente controlada por mecanismos de
balance de pérdida/produccion de nuevos queratinocitos bucales. La pérdida de ese
equilibrio puede estar dada por el incremento o disminucion de expresion de genes
reguladores del ciclo celular. La acumulacién de mutaciones somaticas (asociadas a
productos carcinogénicos enddgenos y/o exdgenos) podrian alterar la expresion de genes
involucrados en el control del crecimiento celular y la diferenciacion epitelial, llevando a
un desbalance completo del tejido, que caracteriza el cancer[38]. Los queratinocitos
basales que son capaces de migrar y regenerar el epitelio después de una lesion son
positivos para algunos marcadores de proliferacion epitelial. Dicha expresion incluye SC
proliferativas asociadas a la cicatrizacion de heridas epiteliales[410]. Para algunos
autores, el aumento de la proliferacion celular podria ser uno de los tantos mecanismos
que vinculan la inflamacion crénica y el cancer[411]. En relacion a este vinculo, existen
mediadores bioldgicos presentes en un microambiente inflamatorio que al ser liberados
en forma persistente, generan aumento de la supervivencia celular, proliferacion,

angiogeénesis y evasion de la respuesta inmunolégica[260]. La actividad proliferativa de
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un tejido o una neoplasia puede ser determinada mediante su tasa de crecimiento gracias
a la utilizacion de anticuerpos contra antigenos especificos expresados por células
neoplésicas[412]. Los marcadores de proliferacion han demostrado resultados
prometedores en CCEB y DPM, ya que la hiperproliferacion es un evento temprano,
necesaria para el crecimiento desordenado. ElI aumento del indice proliferativo y la
distribucion de dichas células dentro del tejido, pueden revelar algunos mecanismos
regulatorios que se desequilibran durante la carcinogénesis[413].

Ki67 es un marcador de eleccién ya que su expresion nuclear durante el ciclo
celular representa una ventaja como marcador biolégico de la actividad mitética
celular[412,414,415]. Es un antigeno nuclear humano expresado durante las fases G1, S,
G2 y M pero ausente en GO o estado quiescente[416]. La inmunomarcacion con Ki67
destaca a las células activamente implicadas en fendmenos proliferativos, siendo utilizada
para estimar el potencial proliferativo en CCC, observando expresion en el espesor
epitelial de carcinomas infiltrantes y sdlo en el estrato germinativo basal en aquellos
epitelios acantéticos pero no displasicos[417]. Ki67 ha sido ampliamente utilizado en
diferentes investigaciones para evaluar el grado de proliferacion epitelial en DEO y
CCEB. En relacion con otros DPM, los diferentes trabajos concuerdan con un aumento
de Ki67 en liquen plano[418], leucoplasias[413,416] y lesiones displasicas.

Si bien estos marcadores han sido utilizados por diferentes investigadores en el
estudio de cancer y precancer, no existe hasta el momento evidencias de biomarcadores
de proliferacion y diferenciacion celular en lesiones asociadas a IMCO como las UTC.
La inmunoexpresion de estos biomarcadores en los bordes epiteliales de las UTC podria
generar evidencia cientifica que permita vincular eventos fisiopatogénicos presente en

lesiones de IMCO y su relacion con el desarrollo de cancer y precancer.
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Hipotesis de trabajo

La IMCO de la UTC presenta un patron caracteristico de biomarcadores de
proliferacion y diferenciacion celular, que estan presentes en lesiones premalignas y/o
malignas bucales y que ademas se relacionan con otros factores biol6gicos carcinogénicos
como la infeccion por VPH.

Objetivos Generales y Especificos

Objetivo General

Evaluar la expresion de biomarcadores en UTC a fin de determinar un patron
caracteristico de esta lesion y compararlo con el patron que presenten los DPM y CCEB
asociadas o no con la infeccion por VPH.

Objetivos Especificos:

1. Analizar la expresion de Cks (Ck5/6, Ck19) en UTC, DPM y CCEB para
identificar patrones de alteracion de diferenciacion celular del epitelio de la mucosa bucal
asociado a IMCO.

2. Analizar la expresion de Ki 67 en UTC, DPM y CCEB para identificar
patrones proliferativos del epitelio de la mucosa bucal asociado a IMCO.

3. Comparar los patrones de biomarcadores de Cks y Ki67 caracteristicos para
cada lesidn y su correlacion con las distintas condiciones clinicas del paciente.

4. Correlacionar las variables clinicas e inmunohistoquimicas encontradas en
UTC con los criterios de diagnostico de VPH de lesiones premalignas y malignas, a fin

de vincular la IMCO vy la infeccién por VPH.

Od. Gerardo M. Gilligan
75



Biomarcadores de Diferenciacion y Proliferacion Celular en Irritacion Mecéanica Croénica Oral y su
relacion con factores biolégicos potencialmente carcinogénicos

MATERIALES Y METODOS

Disefo

Se realiz6 un estudio transversal de pacientes (n=114) que concurrieron al servicio
de la Cétedra de Estomatologia “A” de la Facultad de Odontologia, Universidad Nacional
de Cérdoba, periodo 2015-2018.

Se conformaron tres grupos de estudio:

- UTC: (n=41) pacientes con presencia de Ulceras crénicas asociadas a un factor
traumatizante segln criterios previamente establecidos y publicados por Piemonte y
cols [178].

- DPM: (n=35) integrado por pacientes con presencia de DPM segun clasificacion de
OMS 2007, Warnakulasuriya y cols [231], incluyendo solo lesiones de leucoplasia y
sus variantes eritroleucoplasias y LVP segun criterios de diagnostico previamente
establecidos por Woo, Villa'y Cerero-Lapiedra[308,330,331].

- CCEB: (n=38) pacientes con diagnostico histopatolégico de carcinoma epidermoide:
in situ, microinfiltrante e infiltrante y carcinoma verrugoso segun la clasificacion
internacional de enfermedades (ICD-10) codigo CO01-C06 diagnosticados por

anatomia patoldgica con técnicas de rutina hematoxilina/eosina.

Criterios de Exclusion

Pacientes menores de 18 afios, individuos que hayan recibido corticoterapias
prolongadas, radioterapia o quimioterapias que modifiquen la clinica y que pudieran
alterar la expresion de estos marcadores de las lesiones bucales.

En el grupo UTC, no se incluyeron ulceras bucales asociadas con patologias
infecciosas 0 autoinmunes donde sin asociacion con factores traumatizantes.

En el grupo de DPM, se excluyeron los pacientes con lesiones de LPB debido a
que es una patologia con un componente inflamatorio asociado a una reaccion de
autoinmunidad y un patron particular de Cks ya estudiado por otros autores[419].

En el grupo de CCEB, se excluyeron los casos de semimucosa labial.
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Registro de variables clinicas

Los pacientes fueron examinados por dos profesionales especialistas en el area de
Medicina bucal/Estomatologia, previamente calibrados (Kappa = 0,62), por inspeccion
visual y palpacion de la mucosa bucal, dientes y protesis. Las variables clinicas fueron
recogidas en una historia clinica (HC) disefiada ad-hoc y también aprobada por CIEIS-
FO-UNC (Protocolo T11-2016).

El andlisis de las variables clinicas en los tres grupos fue el siguiente:

e [Edad: pacientes mayores de 45 afios y menores de 45 afios segun criterios de
Llewellyn y cols [60].

e (Geénero: registrado como femenino o masculino

e Tiempo de evolucion de la lesion: segun lo relatado por el paciente durante la
anamnesis, corresponden al periodo entre el primer sintoma y signo detectado por el
paciente hasta el momento de la primer consulta.

e Lesion clinica: segun examen estomatoldgico visual y palpatorio, localizacion y
descripcion de la/s lesion/es elementales detectadas.

e Exposicion ambiental a arsénico o laboral a otros carcinégenos (pesticidas,
herbicidas, solventes, etc): a través de la anamnesis del paciente, considerando una
residencia en zona arsenical por un periodo de 10 afios 0 mas consumiendo agua de pozo
(HACRE) [198] o cuando el paciente estuvo expuesto a sustancias reconocidas por la
IARC como carcindgenos durante 10 afios o mas[39].

e Herencia mérbida de cancer: se categoriz6 como presente 0 ausente en el caso
que durante la anamnesis se registre padecimientos oncol6gicos de tracto aero-digestivo
superior o CCC en familiares de hasta segundo grado de consanguinidad.

e Tabaco: através de anamnesis, considerando las siguientes categorias a) fumador
de mas de 100.000 cigarrillos diarios, b) fumador de menos de 100.000 cigarrillos diarios
y ¢) no fumador o exfumadores (en esta categoria fue considerado el paciente exfumador
con cese tabaquico por méas de 10 afios). En relacion con el consumo acumulado, se
establecid la estimacion del promedio de consumo (afios de consumo de tabaco X

promedio estimativo diario x 365).
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e Marihuana: mediante anamnesis. Se categorizo si el paciente era o no fumador
de cigarrillos de marihuana. En relacion con el consumo acumulado, se establecié la
estimacion del promedio de consumo con el mismo criterio de la variable tabaco.

e Alcohol: mediante anamnesis. Se categoriz6 como: a) no bebedor: nunca ha
consumido ni consume alcohol habitualmente, b) bebedor social: consume alcohol en
forma esporadica en reuniones sociales o consume ocasionalmente hasta un vaso de
bebida semanal). ¢) bebedor crénico: consume alcohol habitualmente (méas de cuatro dias
en la semana) desde hace mas de un afio.

e Mate: mediante anamnesis y segun criterios de Piemonte modificados[51]. El
consumo de mate en forma ocasional se lo consider6 como ausencia de este factor de
riesgo. El consumo en forma habitual, diaria se lo consideré como presente y en este caso
se registro la temperatura del agua de la infusion segun las siguientes categorias: frio
(conocido como terere), tibio (agua sin hervir), caliente (agua hervida con agregado de
agua fria), muy caliente (agua hervida o habito de distribuir el agua desde la pava sobre
el fuego sin ningun intermediario).

e IMC: se registr6 como “presente” cuando se observé clinicamente cualquiera de
las siguientes condiciones segun criterios ya establecidos[148]: lesion clinica asociada a
IMCO de mas de un mes de evolucién sin tendencia a la reparacion y en relacion a
cualquier agente irritativo de existencia previa a la lesion, que contacte directamente con
ella, ya sea por decubito o durante movimientos funcionales y/o parafuncionales. Una vez
categorizada la variable IMCO, por presente o ausente, se procedio a subcategorizar el
tipo de IMCO: a) Dentaria (elementos dentarios con potencial irritativo, restos
radiculares, malposiciones, restauraciones desbordantes, superficies rugosas o filosas,
etc. Las coronas y los puentes dento o implanto soportados fueron consideradas de origen
dentario), b) Protético (asociacion con protesis removible: desadaptacion, falta de
retencion, ganchos metalicos traumatizantes, rugosidad, flancos vestibulares o linguales
sobreextendidos, etc.), ¢) Funcional (alteracion funcional como por ejemplo deglucion
atipica, interposicion lingual, mordisqueamiento, etc.) y d) Combinada (combinacién de
un factor dentario/protético mas el factor funcional). Por ultimo, de acuerdo con los datos
recogidos durante el interrogatorio inicial, en los casos donde fue posible, se registro la

historia de IMCO en meses.
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e Estadificacion TNM (Tumor, Nodulo ganglionar, Metéstasis) De estas tres
variables solamente se registrd la variable T (tamafio de tumor), midiendo en la clinica
con calibre de precision a la lesion neoplésica en todas las dimensiones del espacio,
valiéndose de maniobras de palpacion. La clasificacion TNM es solo para el grupo de
CCEB. Se siguieron los criterios de la American Joint Commitee on Cancer (AJCC),
Chicago, 2017 [420], cuyas categorias son: TIS: Carcinoma in situ, T1: tumor clinico
menor a 2 cm, T2: tumor entre 2y 4 cm, T3: tumor mayor a 4 cm, T4a: enfermedad local
moderadamente avanzada: tumor invadiendo estructuras adyacentes, hueso cortical
maxilar o mandibular, seno maxilar o piel de la cara, T4b: Enfermedad local muy
avanzada: tumor invadiendo espacio masticador, regién pterigoidea o base de craneo y/o

arteria carétida interna.

Inmunomarcacion con Citoqueratinas y Ki67- n=53

La inmunomarcacion se realizo en secciones de 5-um a partir de bloques de
parafina obtenidos de las biopsias de diagnéstico de los pacientes. Se utilizo la técnica
peroxidasa-antiperoxidasa y avidina-biotina. Las secciones fueron desparafinadas con
xilol, deshidratadas con grados crecientes de alcohol y lavadas con agua destilada. Las
muestras fueron lavadas con Tris-buffer salino y calor durante 15 minutos a 100°C en
buffer citrato de sodio 10 mM (pH 6.0) para recuperacién de antigenos. Las tinciones
inespecificas se bloquearon con suero bovino fetal al 5% en PBS durante 40 min. Después
de los lavados con PBS, los preparados se incubaron durante 9-12 h a 4°C en camara
himeda con el anticuerpo monoclonal especifico (1:100). Luego se lavo 3 veces en PBS
y se incubo con inmunoglobulina anti-raton (1:50) biotinilada. Para la inmunoperoxidasa
se lavd nuevamente y se le adicion6 el complejo avidina-biotina-peroxidasa y la
marcacion se reveld con tetrahidroclorato de diaminobenzidina. EI control negativo se
realizd por reemplazo del anticuerpo primario con buffer fosfato salino. Finalmente, las
preparaciones fueron contracoloreadas con hematoxilina de Mayer, deshidratadas y
montadas con Entellan (Merck, Darmstadt, Alemania).

Se utilizaron los anticuerpos:

- Ki67: anticuerpo concentrado monoclonal de conejo antihumano Ki-67 (SP6), marca
CellMarque, cdédigo 275R-16, dilucion 1/200, incubacién 60 min. Se realiz6 previo

pretratamiento en microondas con citrato pH6. Se utiliz6 como sistema de deteccién

Od. Gerardo M. Gilligan
79




Biomarcadores de Diferenciacion y Proliferacion Celular en Irritacion Mecéanica Croénica Oral y su
relacion con factores biol6gicos potencialmente carcinogénicos

CystoScan HRP detection system, de Cell Marque, codigo 951D-30, incubando 15
minutos con HRP streptavidin label y 15 min con polyvalent bitinylated link, segun
instrucciones del fabricante. Se revelé con DAB substrate kit, incubando 5 min y
siguiendo instrucciones del fabricante. Se contracolored con hematoxilina.

CKk5/6: anticuerpo concentrado monoclonal de raton antihumano Cytokeratin 5&6
(D5&16BA), marca CellMarque, codigo 356M-16, dilucién 1/50, incubacion 60 min.
Se realizd previo pretratamiento en microondas con citrato pH6. Se utiliz6 como
sistema de deteccion CystoScan HRP detection system, de Cell Marque, codigo
951D-30, incubando 15 minutos con HRP streptavidin label y 15 min con polyvalent
bitinylated link, segin instrucciones del fabricante. Se revel6 con DAB substrate Kit,
incubando 5 min y siguiendo instrucciones del fabricante. Se contracolore6 con
hematoxilina.

Ck19: anticuerpo concentrado monoclonal de raton Cytokeratin 19 (A53-B/A2.26),
marca Cell Marque codigo 319M-16, dilucion 1/100, incubacién 60 min. Se realizé
previo pretratamiento en microondas con citrato pH6. Se utiliz6 como sistema de
deteccion CystoScan HRP detection system, de Cell Marque, codigo 951D-30,
incubando 15 minutos con HRP streptavidin label y 15 min con polyvalent bitinylated
link, segln instrucciones del fabricante. Se revel6 con DAB substrate kit, incubando
5 min y siguiendo instrucciones del fabricante. Se contracolored con hematoxilina.

Estos tres anticuerpos se procesaron en equipo marca DAKO Autostainer (Estados

Unidos de América).

Los resultados de Ck19 y Ck5/6 se consideraron como “positivos” cuando

Se

observo una tonalidad marrén en el citoplasma celular, mientras que el mismo criterio fue

utilizado para Ki67 cuando la tincion se mostré solo en el nucleo. El analisis de las

muestras fue realizado por un solo examinador a simple ciego y la inmunomarcacion fue

categorizada segun criterios previamente publicados por otros autores, acordando con

Vasca y cols [421] en:
Puntajes:
Score 0 = Negativo, 0% células positivas
Score 1= Bajo, <10% de células positivas
Score 2=Medio, 10-29% de células positivas

Score 3= Alto, > 30% de células positivas
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De cada especimen con inmunomarcacion, se fijaron tres campos para luego

promediar los scores y patrones obtenidos.

Virus Papiloma Humano

El diagnostico de VPH se realiz6 dependiendo del grupo de estudio. En el grupo
UTC, se realiz6 PCR para VPH s6lo en aquellos casos donde el paciente durante la
anamnesis relato tener habitos sexuales de riesgo orales, tener o haber tenido infeccion
por VPH bucal o extrabucal o lesiones con sospecha clinica de VPH y en pacientes
menores de 45 afios. En el grupo de DPM, se realiz6 técnica de PCR para VPH e
inmunohistoquimica con p16 en todas las lesiones para poder comparar los resultados
obtenidos. En el grupo de CCEB, se realiz6 solamente técnica de PCR en todos los
casos.

Los métodos empleados para la deteccion viral fueron PCR a partir de células
obtenidas por frotis de las lesiones y la utilizacion de inmunohistoquimica con proteina
pl16 a partir de biopsias de las lesiones.

- PCR: se aisldé el ADN viral de muestras de lesiones que se obtuvieron por cepillado
con cepillos estériles endocervicales (Cytobrush K-Kaution Yangzhou Jiangsu, China
y Medibrush Plus, Medical Engineering Corporation S.A., Bs As, Argentina) los
cuales fueron colocados en tubos Eppendorf estériles que contenian el medio de
transporte. La deteccion del genoma viral realizd por medio de PCR utilizando
primers MY09/11 y Gp5+/6+. Como control se amplificd una region del gen de la
Beta globina humana. El protocolo de amplificacion fue de 3 min a 94°C, 1 min a
94°C, 1 min, 55° Cy 1 min a 72°C por 35 ciclos y finalmente 72°C por 5 min. La
tipificacion se llevo a PCR-RFLP y electroforesis en geles de agarosa al 2%. Para la
digestion se utilizaron las siguientes enzimas: Rsa I- Dde I- Hinf I- Hae Il1- Pst I -
Bam H1 - Sau 3AI[422]. Los casos que resultaron positivos fueron posteriormente
genotipificados.

- Inmunohistoquimica con p16: se utilizé anticuerpo monoclonal de ratén CINtec p16
Histology, marca Ventana, codigo 705-4713 y kit de deteccion ultraView Universal
DAB detection kit, de Ventana, codigo760-500, contratincion con Hematoxilina y
bluing Ventana, y se proceso en equipo Benchmark GX siguiendo los protocolos del

equipo e instrucciones del fabricante de los reactivos. Fue considerado como positivo
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cuando se encontraron hallazgos compatibles con los criterios publicados por Woo y
cols, 2013: una inmunoexpresion en el epitelio con un patrén en blogue, continuo,

desde la region basal a la region superficial del tejido epitelial[148].

Andlisis Estadisticos

La descripcion estadistica de los datos se realizd mediante sus frecuencias
absolutas y relativas en porcentaje para variables cualitativas; y sus medidas de
centralizacion (media/mediana) y de dispersién (error standard/rango) para variables
cuantitativas. La expresion de las Cks y Ki-67, valorada como puntajes, fue comparada
entre los diferentes grupos de pacientes mediante la prueba de Kruskall Wallis (ANOVA
no paramétrico). La correlacion entre los puntajes de los marcadores se realizo mediante

prueba de Spearman.

Los datos fueron analizados con el programa Infostat version profesional 2015 o

el programa libre R (www.r-project.org).

Protocolo de tratamiento y diagnostico

El diagndstico de certeza de los diferentes grupos se realiz6 mediante biopsias
incisionales de las lesiones, segun la siguiente secuencia: en el grupo de UTC y DPM, en
la primera sesion clinica se procedio a realizar la confeccién de HC y eliminacién de
agentes traumatizantes locales. En el caso de DPM, se controlaron las fuentes de IMCO
en el caso que las hubiere y también se administro, segin cada caso en particular, un
antimicético local durante 15 dias para eliminar la sobreinfeccion o colonizacion
candidasica. Los criterios utilizados para la administracion del antimicotico en el grupo
de DPM fue el hallazgo de signos clinicos de infeccion por Candida como por ejemplo
regiones atréficas o eritematosas en cualquier sitio de la mucosa bucal de los enfermos.

En el grupo de UTC, al eliminar la IMCO, un grupo de pacientes presentaron
resolucion clinica de las lesiones y franca cicatrizacion. En esos casos, no se realizd
biopsia y el diagndstico de certeza fue realizado solamente con la clinica y la respuesta
positiva al tratamiento. En los casos donde se observo una resolucion parcial de las UTC,
o lano respuesta clinica al control de los factores traumatizantes, se realizaron las biopsias

incisionales de diagnostico, 15 dias después de la primera sesion, con el objetivo de llegar

Od. Gerardo M. Gilligan
82



http://www.r-project.org/

Biomarcadores de Diferenciacion y Proliferacion Celular en Irritacion Mecéanica Croénica Oral y su
relacion con factores biol6gicos potencialmente carcinogénicos

a un diagndstico histopatoldgico y descartar el diagnéstico de CCEB ulcerado. En los
casos de lesiones extensas, se utilizd Azul de Toluidina (ATO)[315] para seleccionar con
mayor objetividad clinica las zonas representativas para la toma bidpsica (las tinciones
vitales, ATO y lugol, fueron utilizadas mayoritariamente en el grupo de DPM, como
apoyo adicional al diagnostico clinico).

El grupo de UTC se conformd inicialmente por 41 pacientes, los cuales fueron
tratados eliminando todos los agentes irritativos locales. Las Ulceras fueron nuevamente
controladas a los 14 — 21 dias para registrar la evolucion de las lesiones. Se conformé el
siguiente protocolo de seguimiento. Figura 13

| N=41

'i i Grupo UTC

1% Sesion: firma consentimiento
informado. confeccion de HC y

eliminacion de agentes irritativos. 25 pacientes (61%)
Control a la semana respondieron
Control a los 15 dias E— favorablemente
Protocolo pre-quinirgico una vez que se
Vv elimino la IMCO.

Respuesta Parcial —
No respuesta n=16 (39%)

l

Biopsia de
Diagnostico

Figura 13- Flujograma explicativo de protocolo de seguimiento y diagndstico de pacientes con UTC.

Aspectos Eticos

Este estudio se desarrollo en el marco del proyecto “Métodos estadisticos de
prediccion para enfermedades complejas con manifestacion oral” que estd aprobado por
el Comité de Etica e Investigacion del Adulto- Hospital Cdordoba- Protocolo N° 1378
(CIEIS de la Provincia de Cordoba. http://www.cba.gov.ar/wp-
content/4p96humuzp/2012/07/INFORME-INVESTIGACIONES-2014-WEB.pdf) y por
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el Comité Académico de Investigacion (CAI) y Comité Institucional de Etica en
Investigacion en Ciencias de la Salud (CIEIS) de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Nacional de Cérdoba — Protocolo N° 11-T con fecha 11 de mayo de 2016.
Los pacientes expresaron su consentimiento para que los datos obtenidos puedan ser
utilizados con fines de investigacion, manteniendo la confidencialidad de los registros
mediante codificacion. Se requiri6 la firma de consentimiento informado previo informe
del trabajo y los beneficios y complicaciones posibles de las mismas maniobras de
diagndstico. En todo el estudio se respetaron las normas de ética para las investigaciones
en humanos delineadas por la Declaracion de Nuremberg, Helsinki, Tokio de la

Asociacion Médica Mundial.
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RESULTADOS

Caracteristicas sociodemograficas

En el presente estudio fueron incluidos un total de 114 pacientes (53 varones y 61
mujeres). Se observo un porcentaje significativo de individuos del género masculino en
el grupo de CCEB (60.5%) en relacién con DPM (34.3%) (p=0.025), presentando casi
tres veces mas de posibilidad de presentar CCEB un individuo de género masculino (Odd
ratio (OR)=2.94; 1C95% [1.15, 7,52] comparado con uno de género femenino. Figura 14
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Género Fem 15 23 23
B Género Masc 23 18 12

B Género Masc Género Fem

Figura 14: Distribucién del género en cada grupo de estudio. CCEB (Carcinoma de Células Escamosas), UTC (Ulcera Traumatica
Crénica), DPM (Desdrdenes Potencialmente Malignos)- p=0.025

La edad promedio fue de 63 afios variando desde 21 (valor minimo) a 93 (valor
maximo) afios. Segln cada grupo de estudio, los valores medios fueron 66 (CCEB), 63
(UTC) y 56 DPM, no observandose una diferencia significativa entre los grupos
(p=0,321). Cuando se categorizO en menor o mayor a 45 afios, tampoco se observo
asociacion significativa entre las categorias de edad y el grupo de estudio (p=0,139)
(Figura 15).
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Figura 15: Distribucion de pacientes segtin edad mayor o menor a 45 afios en cada grupo de estudio. CCEB (Carcinoma de
Células Escamosas), UTC (Ulcera Traumatica Crénica), DPM (Desérdenes Potencialmente Malignos) p=0,139

Los diagnosticos obtenidos segin cada grupo se muestran en la Figura 16. El
grupo de CCEB, mostrd un 85% del subtipo carcinomas de células escamosas clasico y
un 15% de carcinomas verrugosos, mientras que el grupo de DPM se conform6 por un

62% de leucoplasias, un 35% de LVP y un 2% de lesiones eritro-leucoplasias.

En cuanto a la localizacion anatémica de las lesiones observadas en cada grupo
de estudio, el lugar mas frecuente fue el borde de la lengua como se muestra en la figura
17. Por otra parte, se compararon las frecuencias de lesiones en borde lengua en relacion
a los otros sitios anatémicos, y se observo que las lesiones de CCEB se presentan con tres
veces mas posibilidad en la lengua que las lesiones de UTC (p=0,0284; OR=2,77 1C95%
[1,12; 6,86]. Las lesiones de CCEB tienen, ademas tres veces y media mas posibilidad de
observarse en el borde de lengua que DPM (p=0,0074; OR=3.67 1C95% [1,41; 9,51].
Figuras 18,19y 20
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Figura 16 Frecuencia de diagnésticos clinicos-histopatolégicos en cada grupo de estudio. CCEB (Carcinoma de Células
Escamosas), UTC (Ulcera Traumatica Crénica), DPM (Desérdenes Potencialmente Malignos).

N -
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40%
20%
0%
CCEB uTC DPM
M Borde de Lengua M Mucosa Yugal Localizaciones multiples
Fondo de surco M Reborde Alveolar y Encia M Piso de boca
M Cara Ventral M Paladar B Dorso de Lengua

Figura 17: Localizaciones de las lesiones segtin los diferente subsitios de la mucosa bucal y su distribucién en cada grupo de
estudio. CCEB (Carcinoma de Células Escamosas), UTC (Ulcera Traumatica Crénica), DPM (Desérdenes Potencialmente Malignos)

Del grupo de CCEB (n=38), en cuanto a la estadificacion clinica de TNM, se
observaron las siguientes frecuencias segin su estadio: T1: 9/38 (23,68%), T2:13/38
(24,20%), T3y T4 8/38 cada grupo (21,05%).
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Figura 18 A) UTC ubicada en borde de lengua izquierdo. Paciente 75 afios, sin otros factores de riesgo relevantes, con la presencia
de IMCO asociada a interposicion lingual y deglucién disfuncional sobre elementos dentarios 33, 34 y 35 con superficies dsperas
y traumatizantes. Lesidn de tres meses de evolucién, sin tendencia a la curacién. B) UTC de mucosa yugal, tercio anterior. El
paciente relaté antecedentes de exodoncia de elemento 15, catorce dias antes de la consulta inicial. El elemento dentario
extraido retenia una prétesis parcial removible superior, no habiéndose removido el gancho generando la lesion traumatica sobre
la mucosa yugal. C) Lesion ulcerada en fondo de surco inferior asociada a un flanco vestibular sobreextendido y una protesis
completa inferior desadaptada. D) Restos radiculares de elementos pdstero-inferiores que generaban IMCO dentaria sobre
mucosa yugal y una lesion ulcerada con una zona leucoedematosa, dolorosa a las maniobras de inspeccion.

Figura 19 Lesion ulcerovegetante de borde izquierdo de lengua, indurada a la palpacion, con un area necrética central y zonas
periféricas con una marcada red angiogénica. Paciente de género masculino, 76 afios, fumador y bebedor crénico, con deficiente
salud buco-dental y factores traumatizantes asociados a restos radiculares del lado de la lesion. VPH-PCR negativo. El
diagndstico fue de Carcinoma de Células Escamosas. Estadificacion T3N1MO.
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Figura 20 Arriba: Paciente Femenina, fumadora, no bebedora, de 48 afios. Sin otros antecedentes de relevancia, presentaba esta
lesion de aspecto leucoplasiforme que ocupaba tercio posterior de mucosa yugal del lado izquierdo. La lesiéon llegaba a involu crar
fondo de surco, reborde alveolar en zona de elemento dentario 38 y se extendia hasta parte de paladar blando y pilar anterior.
La lesion fue PCR-VPH negativa. Diagnéstico vinculable a Leucoplasia Verrugosa Proliferativa 6 Multifocal. Abajo: Paciente
Femenina, sin ningun factor de riesgo o habito téxico. Residente de zona arsenical del interior de Cérdoba. La paciente tomé por
mas de 10 afios agua de pozo. Sin otros antecedentes de relevancia, presentaba esta lesion de aspecto leucoplasiforme amplia
en superficie que llegaba a extenderse desde la region de reborde residual de elemento 47 llegando a involucrar piso de bocay
mucosa yugal. La lesién fue PCR-VPH negativa. El caso reune los criterios diagndsticos para Leucoplasia Verrugosa Proliferativa 6
Multifocal. Histopatolégicamente, mostré areas de hiperqueratosis, acantosis, papilomatosis con displasia moderada.
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Factores de Riesgo

A continuacion, se muestran los resultados para cada factor de riesgo estudiado:
Consumo de Agua contaminada con Arsénico por mas de 10 afios:

Si bien no hubo una asociacion significativa (p>0,05) entre los grupos de estudio,
los pacientes con CCEB mostraron una tendencia a presentar mayor porcentaje de
consumo de agua contaminada con As (31,6%). Figura 21
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Figura 21: Distribucidn de los pacientes que consumieron agua de zonas arsenicales por mas de 10 afios. CCEB (Carcinoma de Células
Escamosas), UTC (Ulcera Traumatica Crénica), DPM (Desérdenes Potencialmente Malignos) p>0,05

Herencia morbida de cancer

Con relacion a la variable Herencia Mérbida de Cancer, el registro de cada grupo
de estudio fue homogéneo, encontrando un 23% de los pacientes del grupo de CCEB con
antecedentes de familiares con diagnostico de cancer de tracto aero-digestivo superior.
Sin embargo, el grupo de DPM mostro un 31% de pacientes que declararon tener herencia

morbida de cancer y solo un 12% de los pacientes con UTC tuvieron esta condicion.
Consumo de tabaco

No hubo diferencias estadisticamente significativas (p=0,174) en la distribucion
de los grupos segun la variable tabaco. Sin embargo, el grupo de CCEB fue el que obtuvo
mayor porcentaje de pacientes no fumadores (55,26%). En el grupo de DPM, la mayoria
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de los pacientes eran fumadores, observandose que un 45,71% de estos pacientes fumaron
maés de 100.000 cigarrillos (Figura 22).

Cuando se consider6 el numero de cigarrillos fumados, el grupo de CCEB fue el
que presentd mayor promedio: 308.000 cigarrillos fumados (rango 328 a 992.800
cigarrillos fumados), en relacion con pacientes con DPM (176.000 cigarrillos fumados) y

DPM

pacientes con UTC (130.000 cigarrillos fumados).
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Figura 22: Distribucion de Pacientes No fumadores, Fumadores menores y mayores de 100.000 cigarrillos, segin cada grupo de
estudio. CCEB (Carcinoma de Células Escamosas), UTC (Ulcera Traumatica Crénica), DPM (Desérdenes Potencialmente Malignos).
P=0,174

Marihuana

Con relacion al consumo de marihuana, del total de los pacientes estudiados, 7/114
consumieron en forma habitual marihuana. De esos 7 pacientes, 4 correspondieron al
grupo de CCEB (10%), 2 al grupo de UTC (4%) y 1 al grupo de DPM (2%). No hubo

diferencias estadisticamente significativas.
Consumo de alcohol

Los pacientes con mayor consumo cronico-habitual de bebidas alcohodlicas
correspondieron al grupo de CCEB (28,94%). Sin embargo, no se observé una asociacion
significativa entre los tipos de consumo de alcohol y los grupos de estudio (p=0,503).

Figura 23
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Figura 23: Distribucion de pacientes que no consumieron nunca alcohol o que consumieron en forma social y habitual o crénica
seglin cada grupo de estudio. CCEB (Carcinoma de Células Escamosas), UTC (Ulcera Traumatica Crénica), DPM (Desérdenes
Potencialmente Malignos) p=0,503

Consumo de Mate

Si bien no hubo diferencias estadisticamente significativas (p=0,657), los
pacientes con diagndstico de CCEB fueron los que mostraron mayor porcentaje de
consumo de mate con agua muy caliente (36,85%) y en menor proporcion el grupo de
UTC (19,50%) y DPM (20%). El mayor porcentaje de pacientes no consumidores de mate
(39,02%), pertenecio al grupo de UTC. Figura 24
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Figura 24. Distribucidn de pacientes que nunca consumieron mate o que consumieron la infusion categorizados seguin
temperatura: frio-tibio, caliente, muy caliente en cada grupo de estudio. CCEB (Carcinoma de Células Escamosas), UTC (Ulcera
Traumatica Crénica), DPM (Desérdenes Potencialmente Malignos) p=0,657
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IMCO

En relacion con IMCO, se observo un alto porcentaje de IMCO en los pacientes
con CCEB (80%) y con DPM (70%). los pacientes con UTC mostraron en un 12,19%
lesiones asociadas a factor traumatico dentario, 41,46% a factor protético y un 46,34% de
los casos asociados a un factor combinado (un factor dentario o protético mas un habito
parafuncional). La IMCO dentaria asociada a una para funcion y la IMCO protética
fueron los tipo de IMCO mas frecuentes en las UTC. En el grupo de CCEB, el trauma
combinado fue el mas prevalente (60%) seguido por el protético (13,15%) y el dentario
(5,26%). Con igual tendencia que en el grupo de CCEB, los DPM mostraron que la fuente
de IMCO mas frecuente fue la combinada en un 40% de los pacientes, seguido por el
protético (20%) y el dentario (8,57%). Al considerar IMCO combinada, la mayor parte
de los factores parafuncionales estuvieron asociados a un factor dentario, mas que a uno

protético. Las diferencias de frecuencias de subtipo de IMCO entre los grupos de estudio

DPM

fueron estadisticamente significativas (p=0,001). Figura 25.
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Figura 25. Presencia de IMCO y subtipo de IMCO segun cada grupo de estudio. Cabe destacar que el grupo de UTC es una condicion
sin e-quanon la presencia de algun agente traumatizante por lo que la totalidad de los pacientes tuvieron dicha condicién. CCEB
(Carcinoma de Células Escamosas), UTC (Ulcera Traumatica Crénica), DPM (Desérdenes Potencialmente Malignos), IMCO
(Irritacion Mecanica Crénica Oral) p=0,001
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La Figura 26 muestra un caso donde se puede evidenciar una lesion clésica de
UTCy la IMCO vinculada a un factor traumatizante dentario y a su para funcion asociada.
La Figura 27 muestra hacia la izquierda, algunas lesiones con diagnéstico histopatoldgico
de CCEB vy a la derecha, el factor traumatizante asociado.

Figura 26. Paciente, género masculino 60 afios. No se registraron factores de riesgo como consumo de tabaco y alcohol. Ay C
muestran la oclusidon del paciente, con una mordida cruzada anterior, bordes dentarios filosos, superficies abrasionadas a causa
del bruxismo. B Se observa lesion ulcerada firme a la palpacion, con un fondo necrobiético y un rodete leucoedematoso. En D se
muestra la posicion baja de la lengua en reposo, asociada a una para funciéon de interposicion lingual, superponiéndose con el
plano oclusal del sector antero-inferior. Ademas, es evidenciable la presencia de indentaciones asociadas a las ctspides linguales.
La ulcera fue diagnosticada mediante anatomia patoldgica como tlcera crénica.
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Figura 27. Relacion CCEB (Imagen izquierda) asociados a IMCO (Imagen Derecha). Imagen A-B. Paciente 83 afios con la presencia
de lesion indurada ulcero vegetante que ocupa mucosa labial inferior, llegando a comprometer reborde desdentado. El paciente
habia sido sometido meses anteriores a la primera consulta a las exodoncias de los elementos antero-inferiores y su aparato
protético no habia sido reparado. El paciente continué utilizindolo, desarrollando en primera instancia segtin su relato una tlcera
que luego aumentoé su tamaiio. Paciente proveniente de zona arsenical, con consumo moderado de alcohol y tabaco. IMCO de
origen protético, por la presencia de protesis desadaptada y flancos vestibulares sobreextendidos. Diagnéstico Carcinoma de
Células Escamosas Diferenciado.T3N2MO. Imagen C-D. Paciente masculino, 40 aiios, derivado por Otorrinolaringélogo por tlcera
de borde lingual asociada a placa queratética. Tabaquista, enolista y consumidor de marihuana. VPH positivo. Durante la
anamnesis se evidencié una deglucién disfuncional, y ademas en decubito a la lesion ulcerada, se observaron los premolares
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lingualizados y una corona métalo-ceramica fracturada con una superficie metalica rugosa. Diagndstico Carcinoma de Células
Escamosas Semidiferenciado. TAINOMO. Imagen E-F Paciente masculino, 50 afios, concurrié derivado por su Odontélogo particular
por lesién blanca en borde izquierdo de lengua. Lesion tumoral de superficie verrugosa consistente a la palpaciéon en el conte xto
de unalesion de manchay placa blanca con tendencia a hacerse verrugosa por focos. Paciente sin habitos de riesgo, VPH Negativo.
Durante la inspeccion se evidenci6 interposicién lingual durante los movimientos deglutorios y la presencia de elementos 34y 35
extruidos y discretamente lingualizados con un quiebre del plano oclusal. Diagnéstico: Carcinoma Verrugoso sobre Leucoplasia
Verrugosa Proliferativa. TINOMO. Imagen G-H. Paciente masculino, 31 afios, deportista, sin habitos de riesgo. El paciente relaté
lesién de seis meses de evolucion que previamente generaba un discreto dolor cuando friccionaba el borde lingual sobre molar
inferior izquierdo abrasionado por bruxismo. Se observé una tlcera con zonas eritroplasicas indurada a la palpacién en contacto
directo con elemento traumatizante. Diagndstico Carcinoma de Células Escamosas Semidiferenciado. TINOMO.

Virus del Papiloma Humano

Los resultados de la deteccion del genoma de VVPH se observan en la Figura 28.
Del grupo de CCEB, encontramos carcinomas de células escamosas (clasico) con un 15%
de casos asociados a VPH y CV con una positividad del 40%. Es decir, que en totalidad
el grupo de CCEB, obtuvo un 18,42% de casos asociados a VPH entre los casos de
Carcinomas Clésicos de Células Escamosas y los Verrugosos. Del grupo de DPM, las
leucoplasias mostraron un 45% de positividad, mientras que las LVP mostraron un 41%
de relacién con VPH. Un solo paciente presentd diagnostico de eritroleucoplasia o

leucoplasia moteada, cuya PCR fue positiva.
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Figura 28. Se observan en las barras los diferentes diagndsticos incluidos en el trabajo: Carcinoma de Células Escamosas y Verrugoso,
Leucoplasia, LVP y Eritroleucoplasia y UTC. En rojo oscuro, se observan los casos PCR positiva y en verde claro, los casos donde PCR
resultd negativa. UTC (Ulcera Traumatica Crénica), LVP (Leucoplasia Verrugosa Proliferativa), PCR (Técnica de Reaccién en Cadena
de la Polimerasa)

La Figura 29 muestra los genomas virales encontrados en DPM y CCEB, siendo

el HPV16 el mas frecuente en ambos grupos. Se pudo observar que en el grupo de DPM,
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hubo mayor diversidad de genomas virales hallados. Sin embargo, en ambos grupos se

encontraron VPH de alto y bajo grado.

Las mujeres con DPM mostraron mayor porcentaje de infeccion por VPH (10/16),

mientras que los varones diagnosticados con CCEB fueron los que mostraron mayor

porcentaje de VPH positivo (4/7).
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Figura 29 Distribucién de genotipos virales segln cada grupo de estudio. CCEB (Carcinoma de Células Escamosas Bucal) DPM
(Desérdenes Potencialmente Malignos).

Figura 30. Paciente Masculino, que se presentd a la consulta con lesiones multifocales. En la imagen puede observarse la lesiéon
ubicada en el borde de la lengua a modo de placa queratética con tendencia a hacerse verrugosa con limites bien delimitados en
el sector posterior, pero difusos en el polo anterior. En el sector anterior, satélite a la lesion mas importante se pudo evidenciar
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una lesién que se disponia a modo de puntillado queratético sobre una base discretamente eritematosa. El diagndstico final fue
de LVP con displasia moderada asociada a genotipo VPH 16. El paciente, presentaba, ademas una prétesis removible inferior,
desadaptada cuyo basculamiento generaba IMCO sobre el borde de la lengua.

Figura 31 Paciente de género femenino, octogenaria, la cual se presenté a la consulta con lesion de tres meses de evolucion. La
lesion era una placa queratética ubicada en borde y cara ventral de lengua, con limites bien definidos y una superficie aspera por
zonas tendientes a hacerse exofitica, firme a la palpacion. En las imagenes de abajo, se observa el procedimiento de recoleccion
de células por medio de Cytobrush estéril y la colocacion de material en medio de transporte para VPH y su posterior procesad o.
La paciente no era ni fumadora, ni bebedora. La PCR para VPH fue positiva, pero en este caso no pudo genotipificarse el subtipo
viral.

Las localizaciones de las lesiones de CCEB-VPH+ y DPM-VPH+, mostraron
diferencia en sus frecuencias, siendo en ambos grupos el borde de la lengua la localizacién
maés frecuente. Ademas, en el grupo de DPM-VPH+, las “localizaciones multiples” de
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lesiones, se encontraron en segundo lugar de frecuencia, después del borde de la lengua.

100%

80%

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
COCE VPH+ DPM VPH+
W Borde de lengua Mucosa Labial W Multiples Localizaciones Mucosa yugal

Piso de boca M Cara ventral de lengua Paladar

Figura 32: Localizaciones mas frecuentes de las lesiones VPH+ entre los grupos de DPM y CCEB. CCEB (Carcinoma de Células
Escamosas), DPM (Desdrdenes Potencialmente Malignos), VPH (Virus Papiloma Humano), PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa).

También se realizd, sobre tacos parafinados de los especimenes biopsiados en el
grupo de DPM, técnica de inmunohistoquimica con p16, subclasificando las lesiones en:
PCR+/p16-, PCR-/p16-, PCR+/p16+ y PCR+/p16-. (Figura 33). De la combinacion de
estos cuatro subgrupos, se obtuvieron los siguientes resultados: se pudo analizar el
binomio PCR/p16 de 32 pacientes (de los 35 del grupo DPM)!. El 50% de estos casos
fueron PCR-/p16-. Del 50% restante, casi un 30% de los pacientes (9/32) fueron
PCR+/p16-, 13% (4/32) fueron PCR+/p16+ y el 9% restante (3/32) fueron PCR-/p16+.
(Figura 34)

! De los 35 casos, se perdieron tres casos: dos por alteraciones en la técnica y un paciente que fue PCR positiva pero
al momento de realizar la biopsia de diagndstico, la lesion involuciond.
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Figura 33 Subdivision en cuatro grupos de DPM segun técnica de deteccidon de VPH: PCR+/p16+; PCR+/p16-; PCR-/p16+y PCR-/p16
—. DPM (Desérdenes Potencialmente Malignos), PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa), p16 (proteina p16).

Figura 34 Arriba lzquierda: los indicadores amarillos, sefialan queratinocitos agrupados en sector basal, p16 positivos (40X).
Arriba(10X) Derecha: sectores epiteliales p16 positivos, pero sin continuidad. Abajo: (20X) Las flechas amarillas indican p16
positivas en bloque en estratos epiteliales basales y suprabasales. Ambos casos fueron leucoplasias asociadas a VPH por PCR.

En los casos de CCEB y DPM asociados a VPH, hubo una alta proporcién de
relacion con algun factor traumatizante, independientemente a la lesion subyacente. En
los casos de CCEB, el 100% de los tumores VPH positivos estuvieron asociados a IMCO,
mientras que en el grupo de DPM, el 82% de las lesiones asociadas a VPH estuvieron
asociadas a algun factor traumatizante (Figura 35). La figura 36 ilustra un caso de CCEB
asociado a IMCO y VPH16.
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CCEB
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Figura 35. CCEB / DPM asociados a VPH segun presencia o no de IMCO. CCEB (Carcinoma de Células Escamosas), DPM (Desérdenes
Potencialmente Malignos), IMCO (Irritacién Mecdnica Crénica Oral), VPH (Virus Papiloma Humano), PCR (Reaccién en Cadena de
la Polimerasa)

Figura 36. Paciente masculino, sin habitos de consumo de tabaco o alcohol, consumidor de marihuana. El paciente relaté haber
comenzado una rehabilitacion protética con pernos metalicos en elementos 15 y 16 pero nunca haber concluido la restauracion
con coronas ceramicas. Ademas, presenté elemento 46 con restauracion deficiente. Se registré la presencia de IMCO combinada
(Dentaria mas deglucién disfuncional) y el genotipo VPH16. Diagndstico: Carcinoma de células escamosas en el contexto de
leucoplasia asociada a VPH16. Se realizaron dos tomas bidpsicas para arribar a estos diagndsticos. Circulo amarillo: zona de CCEB,
circulo rojo: leucoplasia. T2N1M0
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Biomarcadores

Citoqueratinas
Ck19

La marcacion con Ck19 se observé asociada significativamente (p=0,049) al
diagndstico de los pacientes. El 78,9% de los pacientes con DPM y el 50% con UTC
mostraron inmunomarcacion negativa comparado con un 33% de los casos de CCEB
(Figura 38). Considerando los puntajes o scores establecidos para establecer la
inmunomarcacion negativa/baja/medio/alta, solamente las muestras de pacientes con
CCEB presentaron scores altos (11%). Las figuras 39, 40 y 41 ilustran las

inmunomarcaciones anteriormente descriptas.

CCEB

uTC

DPM

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

DPM uTC CCEB
O Negativo 15 8 6
OBajo 3 4 3
E Medio 1 4 7
W Alto 0 0 2

Figura 37 Scores de Inmunomarcacién con Ck19 segtin cada grupo de estudio. CCEB (Carcinoma de Células Escamosas), UTC
(Ulcera Traumatica Crénica), DPM (Desérdenes Potencialmente Malignos). p=0,049. p<0,05 indica significacion estadistica para
la prueba de Kruskal Wallis.
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Figura 38. Inmunomarcacién Ck19 Grupo Ulcera Traumatica Crénica. A)20X Las flechas negras indican células con el citoplasma con inmunomarcacién Ck19 positivas aisladas con un patrén en focos dispersas
en la region basal de los bordes hiperplasicos de UTC. B) 40X mas zoom digital de microfotografia A, en sector Ck19 El asterisco negro indica células que tienden a agruparse dispuestas focalmente en el
estrato basal y algunas en disposicion parabasal. C)10x Imagen panoramica de epitelio de bordes de UTC, observando en la zona de la flecha, una inmunomarcacion en estrato basal, suprabasal y también

superficial. D) El asterico negro muestra a mayor aumento la zona inmunomarcada en C. E) 40X inmunomarcacion positiva con scores medianos de queratinocitos en estratos basales y suprabasales. F)40X.
Ck19 positiva con scores bajos, ubicados solamente en queratinocitos basales.
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Figura 39 A)10X Ck19 score Medio. Las flechas negras indican células neoplasicas que infiltran el tejido conectivo de CCEB. B)20X Ck19 positiva con scores altos ubicados en islotes de queratinocitos malignos
invadiendo el estroma en forma de islotes (asterisco negro). C)20X Ck19 positiva. Las flechas blancas indican un sector con epitelio morfolégicamente conservado con Ck19 positiva, ubicacion basal,
observandose una reaccion estromal del tejido conectivo periférica al CCEB. D y E) Corresponden al mismo caso donde en D (flechas negras), se puede observar un patrén de queratinocitos basales y
parabasales Ck19 positivos que se disponen agrupandose en nidos celulares similares al observado en UTC y que, en E (asterisco y flecha negra), se observan células neoplasicas Ck19 positivas invadiendo
el conectivo subyacente. Ck19 positiva Scores Altos F)40x Células neoplasicas Ck19 positivas rodeando células Ck19 negativas.
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Figura 40. A)10X Ck19 positiva en DPM con un patron lineal (indicado por flechas negras) a lo largo de los queratinocitos basales del epitelio. Por sectores mostré una marcacion de scores medianos y
débiles. El caso se correspondia a una leucoplasia de piso de boca VPH positivo. B)20X Ck19 débilmente positiva son scores bajos en DPM, solo inmunomarcacién de células basales. C) 20X Ck19 positiva
en células basales y algunas suprabasales en caso de leucoplasia de cara ventral de lengua. Interesantemente puede observarse que el limite entre las células Ck19 positivas y las negativas (asterisco negro)
se encuentra bien delimitado, destacandose que en los estratos suprabasales el patron de inmunomarcacién tiende a persistir, aunque con menos intensidad y se amplia hacia estratos mas superficiales.
Caso clinico correspondiente a Leucoplasia de cara ventral de lengua D)20X. Ck19 positiva en queratinocitos basales y en forma mas dispersa en parabasales. Score medio.
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CKk5/6

La marcacion con Ck5/6 se observo asociada significativamente (p=0,001) al
diagndstico de los pacientes Los scores altos de Ck5/6, se presentaron en el grupo de
CCEB con mayor frecuencia, representando el 66% de los pacientes de este grupo. El
grupo de DPM mostré un 15% de scores significativamente mas altos y el de UTC un
6%. Los scores medios también se presentaron en los tres grupos, siendo el grupo de DPM
el que presenté mayor proporcion de inmunomarcacién media con un 63% de los casos,
diferenciandose del grupo de UTC que mostr6 un 36,8% de scores medios y CCEB solo
un 11%. Los scores bajos se mostraron con mayor porcentaje en el grupo de las UTC con
un 37,5%, seguido por el grupo de DPM con un 15% y el grupo de CCEB con un 11. La
inmunomarcacion de Ck 5/6 fue negativa en 2/18 (11%) de los casos de CCEB, en un 5%
de los DPM y en un 12% de las UTC. Figura 41.

Las figuras 42, 43 y 44 muestran las inmunomarcaciones de Ck5/6 en cada grupo

de estudio.

CCEB

uTcC

DPM

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

DPM uTC CCEB
ONegativo 1 2 2
OBajo 3 6 2
B Mediano 12 7 2
B Alto 3 1 12

Figura 41 Scores de Inmunomarcacion con Ck5/6 segun cada grupo de estudio. CCEB (Carcinoma de Células Escamosas), UTC
(Ulcera Traumatica Crénica), DPM (Desérdenes Potencialmente Malignos)- p=0,001. p<0,05 indica significacion estadistica para
la prueba de Kruskal Wallis.
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Figura 42- Inmunomarcacién de Ck5/6 en UTC. A)10X. Lecho ulcerado y membrana fibrino-leucocitaria, los asteriscos indican los bordes del epitelio de la tlcera Ck5/6 intensamente positivos en todos sus
estratos. B) 40x Borde hiperplasico de UTC de fotografia “A”, el asterisco amarillo indica Ck5/6 intensamente positiva, score alto. C) El asterisco amarillo indica score medio Ck5/6 UTC en areas basales y
parabasales. D, E, F: Ck5/6 intensamente positiva scores altos en queratinocitos de UTC. Las flechas negras en E permiten observar que a niveles basales se intensifica lainmunomarcacién con Ck5/6.
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Figura 43 — Inmunomarcacién Ck5/6 CCEB. A) 10X Ck5/6 intensamente positivo CCEB observando aumento de la intensidad por zonas e incluso rodeando areas de disqueratosis (asterisco blanco) y
queratinocitos malignos Ck5/6 positivos en dreas de perlas corneas. B)10X. Las flechas negras indican islotes neoplasicos Ck5/6 intensamente positivos infiltrando el estroma. C) Flechas negras indican
epitelio displdsico peritumoral con intensa inmunomarcaciéon Ck5/6. D y E) 20X Invasién tumoral mediante dreas de globos cérne os (asterisco blanco en D) y células epiteliales malignas con intensa
marcacion Ck5/6. F) 10X Carcinoma verrugoso Ck5/6 positivo con Score Alto en todos los estratos como muestran las flechas negras (a diferencia de la inmunomarcacién con Ck19, que siempre resulté
negativa en este tipo de carcinoma). En todos los casos, Scores altos.
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Figura 44— Inmunomarcacién Ck5/6 en DPM. A) 20X El asterisco blanco indica Ck5/6 intensamente positivo. Score alto. B y C)10X Ck5/6 intensamente en epitelios hiperqueratéticos, obsérvese que la
intensidad de inmunomarcacién aumenta a medida que aumenta la diferenciacién celular (desde basal a estratos mas superficiales, como indican las flechas negras). D)20X Ck5/6 positivo, estratos
superficiales, obsérvese la hiperortoqueratinizacién superficial. Espécimen obtenido de leucoplasia de piso de boca. E)10X Epitelio acantdsico intensamente marcado con Ck5/6 (asterisco blanco) en todo

su espesor. Score alto. Lesién correspondiente a LVP asociada a VPH-16. F)20X Ck5/6, las flechas indican expresidn confinada a region basal y parabasal en epitelio normal periférico a una leucoplasia de
borde de lengua.
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Ki 67

La Figura 45 muestra la inmunomarcacion positiva con Ki67 de acuerdo a cada
grupo estudiado. Un solo paciente evidencié un score alto, el cual pertenecia al grupo de
CCEB (5,5%). Los scores medios se mostraron con mayor porcentaje en el grupo de
CCEB (61% de los tumores), seguido por DPM (57,9%), mientras que solo el 18% de las
UTC (3/16) mostraron un score medio de Ki67. Los scores bajos predominaron en el
grupo de UTC, representando el 81% de los especimenes marcados. Las diferencias de
proporciones entre scores de inmunomarcacion de Ki67 y los tres grupos resultaron

estadisticamente significativas con un p =0,037.

Las figuras 46, 47 y 48 muestran las inmunomarcaciones de Ki67, indicando los

diferentes patrones de proliferacion celular encontrados.

CCEB
uTC
DPM
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
DPM uTC CCEB
Negativo 0 0 0
OBajo 8 13 6
B Mediano 11 3 11
W Alto 0 0 1

Figura 45. Inmunomarcacién con Ki67 segtin cada grupo de estudio. CCEB (Carcinoma de Células Escamosas), UTC (Ulcera
Traumatica Crdnica), DPM (Desérdenes Potencialmente Malignos) p=0,037. p<0,05 indica significacion estadistica para la
prueba de Kruskal Wallis.
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Figura 46 — Ki67 en UTC. Ay B) 40x Scores Medios de Ki67 marcado con intensidad de expresion en nticleos de queratinocitos basales y parabasales de los borde de UTC (asterisco rojo). Cy D) Los asteriscos
rojos marcan la inmunoexpresion de Ki67 con score medio y presencia de queratinocitos basales y suprabasales con intensa actividad proliferativa. Se observan nucleos con intensa inmunoexpresion e
incluso alteraciones nucleares en un contexto clinico de ulceras crénicas sin sentencia a cicatrizacion. E) Ki67 son scores medios en UTC en estratos suprabasales. F) 10X. Epitelio hiperplasico observando
la marcacién de Ki67 indicadas por las flechas rojas con un patrén lineal a lo largo del estrato germinativo y por sectores extendiéndose a queratinocitos parabasales. Score bajo.
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Figura 47 — Ki67 en CCEB. A y B) 20X Ki67 intensamente positivo en todos los campos observados (indicados por asteriscos blancos) y en todos los estratos epiteliales. Scores Altos. C) 20X Células Ki67
positivas invadiendo el estroma y rodeando globos cérneos y areas con disqueratosis (asterisco blanco). D)20X Epitelio peritumoral con células y nucleos Ki67 positivos en queratinocitos basales y
parabasales, en algunos sectores similares a los patrones observados en UTC, indicados con las flechas blancas. Score Medio. E)20X CCEB Indiferenciado. Score Alto de Ki67 F)40X con zoom digital. El
asterisco blanco indica alteraciones nucleares intensamente marcadas con Ki67 en queratinocitos malignos que invaden el estroma.
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Figura 48 - Ki67 en DPM: A) 20X Ki67 distribuida en forma no-homogénea en region basal y parabasal de un epitelio acantético asociado a una Leucoplasia. Score Medio. By C)20X Las flechas negras indican
queratinocitos basales y parabasales con un patrén continuo en epitelios de leucoplasias. Score Medio. D y E) El asterisco negro indica queratinocitos basales y parabasales en epitelios con displasia leve
y moderada cuyos nticleos muestran intensa inmunomarcacion con Ki67 en lesiones clinicamente compatibles con Leucoplasias. La fotografia “D”, donde se muestra ademas un aumento de la proliferacion
epitelial, scores medios, se trataba clinicamente de una eritroleucoplasia asociada a VPH16. F) Las flechas negras indican Ki67 dispuesto en forma continua en células basales en paciente con Leucoplasia
Verrugosa Proliferativa. Score Bajo.
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En la Figura 49, se muestran las combinaciones de marcadores estudiados para
cada tipo de lesion bucal. Las tres patologias presentaron una elevada marcacion de Ki67
con scores medios y solo el CCEB scores altos; al igual, los porcentajes marcacion
positiva de Ck5/6 fueron similares en los tres grupos de estudios. Sin embargo, la
marcacion positiva de Ck19 fue menor en las lesiones DPM en comparaciéon con CCEB
y UTC, aunque no se observo significancia estadistica (p valor=0,9991), indicando que

los tres marcadores se expresaron de modo similar en los tres grupos de estudio.

COCE

uTC

DPM

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

mCk19 mCk5/6 mKi67

Figura 49 — Combinacién de los distintos marcadores en los grupos. CCEB (Carcinoma de Células Escamosas), UTC (Ulceras
Traumaticas Crdnicas), DPM (Desérdenes Potencialmente Malignos).

Ademas, se observd una correlacion positiva entre las Ck19 y Ck5/6 (CS=0,57;
p=0,0136) en las muestras de pacientes con CCEB y correlaciones positivas entre las Cks

entre si y con Ki67 en las muestras de pacientes con UTC (Tabla 3,4 y 5).
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Tabla 3 — Grupo CCEB. Coeficiente de Spearman y p-valores de correlacién entre los marcadores estudiados

Marcador n Spearman p-valor
Ck19 Ck 5/6 18 0,57 0,0136
Ck19 K167 18 0,09 0,7246
CK5/6 K167 18 0,22 0,3750

Tabla 4 — Grupo DPM. - Coeficiente de Spearman y p-valores de correlacion entre los marcadores estudiados

Marcador n Spearman p-valor
Ck19 Ck 5/6 19 0,29 0,2271
Ck19 KI67 19 0,19 0,4318
Ck5/6 KI67 19 0,29 0,2223

Tabla 5 Grupo UTC. - Coeficiente de Spearman y p-valores de correlacidn entre los marcadores estudiados

Marcador n Spearman p-valor
Ck19 Ck5/6 16 0,77 0,0004
Ck19 Kl67 16 0,53 0,0354
Ck5/6 Kl67 16 0,53 0,0302

Correlacion de biomarcadores inmunohistoquimicos con condiciones clinicas

La relacion de los resultados de Ck19 y las condiciones clinicas de los pacientes,

se pueden observar en la siguiente tabla comparativa. Tabla 6

En cuanto a la edad, el grupo de CCEB con Ck19 medios-altos mostrd un
promedio de 55,91 afios vs un promedio de 66,12 afios en el grupo de UTC y 63 en el
grupo de DPM. EI género mostré proporciones opuestas, el grupo de CCEB mostrd un
75% de pacientes varones y un 25% de pacientes mujeres, mientras que el grupo de UTC
mostré los mismos valores, pero en forma opuesta. EI 100% del grupo DPM con Ck19
medios-altos fueron del género femenino. El borde de la lengua fue el subsitio de mayor
localizacion siendo el 83% en el grupo de CCEB y el 75% en el grupo de UTC. En el
grupo de DPM, fue el 33% de los casos. En cuanto a las formas clinicas de las lesiones,
los CCEB con mayor inmunomarcacién se correspondieron a formas ulceradas en un 91%
de los casos, mientras que por los mismos criterios de inclusion el 100% del grupo de

UTC se correspondio con esta forma clinica.
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En cuanto a los habitos de riesgo o factores de riesgo clasicos: consumo de tabaco
y alcohol, el 66% de los casos con inmunomarcacion positiva de Ck19 en el grupo de
CCEB correspondieron a pacientes no fumadores y el 75% en el grupo de UTC, siendo
la estimacién de promedio de cigarrillos fumados mayor en el grupo de CCEB (243.204
vs 162.487 cigarrillos fumados). En cuanto al consumo de alcohol, el 50% de los
pacientes del grupo de CCEB fueron bebedores y solo un 25% de los pacientes con UTC
con scores medios-altos de Ck19 registraron un consumo habitual de alcohol. Ademas,
solo 2 pacientes (17%) del grupo de CCEB con scores altos de Ck19 presentaron PCR-
VPH positivas. EI grupo DPM no mostro resultados relevantes en relacion a los factores
de riesgo clasicos. Sin embargo, el 66% pacientes de DPM/Ck19 con scores medios-altos
fueron VPH positivos.

Todos los pacientes con inmunomarcacion positiva de Ck19 pertenecientes al
grupo de UTC, registraron algun tipo de IMCO, distribuyéndose de la siguiente forma:
solo un paciente con IMCO dentaria pura (12%), un solo paciente con IMCO protética
pura (12%) y el resto con IMCO combinada (76%), siendo siempre esta Ultima dentaria
+ Funcional. En el grupo de CCEB, solo un paciente no presenté IMCO, y el resto se
distribuyé de la siguiente forma: un solo paciente con IMCO dentaria pura (8%), y el
resto IMCO combinada (84%), siempre siendo esta ultima también al igual que en el otro
grupo, IMCO dentaria + funcional. En el grupo de CCEB, se obtuvo un promedio de
historia de IMCO de 59 meses, 0 sea aproximadamente casi 5 afios con la presencia de
algun agente irritativo. En el grupo DPM, la mayoria no estuvo asociado a IMCO. En el
grupo de UTC el promedio de historia de IMCO fue de 30 meses, lo que equivaldria a 2
afios y medio con la presencia de un agente irritativo. Al correlacionar las
inmunomarcaciones de Ck19 con las de Ki67 en los mismos pacientes, el 83% de los
pacientes con Ck19 positiva, tenian sobreexpresion de Ki67 en el grupo de CCEB, con
porcentajes similares (87%) en los pacientes con UTC y 100% de los casos en el grupo
de DPM, lo que indica que en estos grupos existe un patron paralelo de sobreexpresion

de marcadores de diferenciacion celular (Ck19) y proliferacién celular (Ki67).
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Tabla 6 Tabla comparativa entre los grupos de CCEB y UTC con Ck19 positiva y condiciones clinicas de los

pacientes
Variable/Grupo CCEB (N=12) UTC (N=8) DPM(N=3)
Promedio de Edad 55,91 66,12 63
Género
Femenino 25% (3) 75% (6) 100%
Masculino 75% (9) 25% (2) -
Localizacion
Borde de lengua 83% (10) 75% (6) 33% (1)
Otros sitios 17% (2) 25% (2) 66% (2)
Formas Clinicas
Ulceras 11 (91%) 8 (100%) 100% placas
Ulcera mas Eritroleucoplasia | 1 (9%) queratotl_cas y

verrugosidad

Consumo de tabaco
No Fumadores 66% (8) 75% (6) 100%
Fumadores 34% (4) 25% (2) -
Promedio de cigarrillos 243.204 162.487 -
Consumo de Alcohol
Presente 6 (50%) 25% (2) -
Ausente 6 (50%) 75% (6) 100%
PCR-VPH
Positiva 17% (2) 0 66% (2)
Negativa 83% (10) 0 33% (1)
IMCO
Ausente 8% (1) 0 66% (2)
Dentaria 8% (1) 12% (1)
Protética 0 12% (1) 33% (1)
Combinada 84% (10) 76% (6)
Historia de IMCO 59 meses 30 meses 5 meses
Sobreexpresion de Ki67 83% (10) 87% (7) 100% (3)
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DISCUSION

A pesar de los avances a nivel molecular, la comprension de los mecanismos
fisiopatogénicos subyacentes de la UTC y su relacion con la carcinogénesis bucal es
incompleta y todavia existen muchas areas a dilucidar. La evaluacion de marcadores
diagnosticos e inmunohistoquimicos como asi también el anélisis de las diferentes
variables clinicas permiten generar nuevas evidencias que colaboren al entendimiento de
estos temas. El cancer es una patologia complejay muchas de las caracteristicas asociadas
a él, estan estrechamente relacionadas a componentes socioculturales y de salud.

Factores biodemograficos

En las dltimas decadas, los estudios que abordan la epidemiologia de CCEB no
tienen en cuenta a la edad como un factor de riesgo, sino que se la registra como una
variable para caracterizar los diferentes grupos de estudio, tal como corresponden a los
estudios clinicos o epidemiologicos. En este trabajo, la edad de los pacientes presentd un
valor medio de 63 afos. Los valores medios de edad, en cada grupo de estudio, fueron de
66 afios para CCEB, 63 afios para UTC y 56 afios para DPM, no observandose una
diferencia significativa entre ellos. En general, las investigaciones muestran que CCEB
se presenta con una edad promedio entre 55 y 62 afios[423]. Sin embargo, en los dltimos
afios, algunos estudios sobre CCEB, mostraron una mayor frecuencia en los pacientes
menores de 45 afios. La gran mayoria de los autores, consideran como pacientes jovenes
con CCEB a los menores de 40 o 45 afios, ya que, en general, el porcentaje de mayores
de 45 afios con CCEB varia entre los 86 a 91%[53]. En este trabajo, se observo en el
grupo de CCEB un mayor porcentaje de pacientes menores de 45 afios (22%) del género
masculino. Estos pacientes, en general, presentaron tumores en el borde lingual y
ausencia de exposicion a factores de riesgo como tabaco o alcohol. La ausencia de
factores de riesgo clasicos en estos pacientes con tumores del borde de la lengua, fue una
caracteristica importante también identificada en casos reportados en la literatura
similares a los observados en este estudio[251,252,256,424-427].

Los perfiles clinicos y de factores de riesgo de los pacientes jovenes, menores de
45 afos con CCEB observados aqui, coinciden con los reportados a nivel mundial [63]
ya que en los pacientes menores de 45 afios incluidos fue caracteristico la presencia de

irritacion persistente e infeccion con VPH. Algunos estudios sugirieron previamente que
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el desarrollo de CCEB en pacientes jovenes podria estar asociado a la inflamacion
cronica, VPH, inmunosupresion y factores genéticos propios del paciente o hereditarios
[63].

La importancia del tiempo de latencia que podria llevar la carcinogénesis bucal
estaria en relacion también con la acumulacion del efecto nocivo de los carcin6genos
sobre la mucosa. En concordancia con nuestras observaciones, un estudio mostré que
estos pacientes frecuentemente no son fumadores ni bebedores[428], por lo que siempre
deberian registrarse factores de riesgo emergentes o con escasa evidencia cientifica en
este grupo. Algunos autores sostienen que la capacidad para metabolizar productos
carcinogénicos de la exposicion al tabaco ambiental y una predisposicion genética,
podrian jugar un rol en el desarrollo de carcinomas en algunos pacientes jovenes no
fumadores[429,430]. Ademas, ninguno de los tumores en menores de 45 afios mostro
asociacion con la presencia de DPM previa al tumor.

Por otra parte, se observo un nimero no significativo de pacientes jovenes con
UTC similar al grupo de pacientes jovenes con CCEB. Las UTC de los pacientes jovenes
respondieron rapidamente al tratamiento de eliminacién de factores traumatizantes,
excepto en un solo caso. Esto podria deberse a que la edad condiciona los mecanismos de
cicatrizacion, ya que, con el paso del tiempo, se genera una disminucion de la densidad
del colageno, de fibroblastos, disminuye el turnover del epitelio el cual se hace mas fino
y se altera la vascularizacion y la celularidad de los tejidos[431,432]. Se han encontrado
algunos marcadores moleculares y anormalidades cromosdmicas que difieren entre
pacientes con CCEB mayores y menores a 45 afios. Sin embargo, las diferencias no son
significativas y los resultados inconsistentes. Es por eso, que debido a las limitaciones
metodoldgicas de los diferentes estudios, la fisiopatogenia de CCEB en pacientes jovenes
no esta totalmente dilucidada[433].

Esta investigacion demostré un mayor porcentaje con diferencias significativas
de individuos del género masculino en el grupo de CCEB (60.5%) en relacion con DPM
(34.3%). Histéricamente, el CCEB ha sido considerado una patologia de varones [52]. En
los Gltimos afios, la diferencia entre géneros ha disminuido también a una relacion que se
aproxima cada vez mas a 1:1[54,55,434]. En un estudio de nuestro medio que abordo
CCEB, larelacion fue de 1,2:1[152]. En el presente trabajo la relacion fue de 1,5:1 a favor
del género masculino. En concordancia con otros autores, los pacientes de este estudio,

que registraron mayor indice de consumo acumulado de tabaco y alcohol, fueron del
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género masculino. Contrariamente, las mujeres con CCEB presentaron relacion con otros
factores de riesgo como la presencia de IMCO. Es por eso, que el género podria, en la
actualidad, no ser un factor determinante para el desarrollo de CCEB [435].

En el grupo de pacientes con DPM, se observé una asociacion significativa con el
género femenino. Esta asociacion podria deberse a la presencia de patologias que se han
observado mas frecuentemente en las mujeres como LVP y QPI1[148,309,436,437].

Localizacion Anatdmica

En el presente estudio, el borde de la lengua fue siempre el sitio méas frecuente de
localizacion de las lesiones en los tres grupos (CCEB, DPM y UTC). En el grupo de
CCEB, la localizacion del borde lingual llego a ser casi del 70% de los casos, mientras
que en los otros grupos fue notablemente menor pero siempre observandose como el sitio
de mayor frecuencia. En general, hay consenso entre los trabajos donde se registran los
subsitios, siendo el borde de la legua el sitio de mayor prevalencia [4,435,438-440].

En paises de Europa como Espafia, Croacia, Portugal e Italia[441] o en paises de
Oceania (Australia, Nueva Zelanda y pequefias naciones insulares), el CCEB de lengua
fue el méas prevalente de los tumores intrabucales, destacando un incremento en las
Gltimas décadas de la mortalidad asociada a este sitio[442]. En Sudamérica, segun
estudios multicéntricos, la frecuencia del CCEB del borde lingual seria similar a otras
partes del mundo, asi como también el sitio que genera mas muertes por
afio[7,434,443,444].

En un estudio que comparé los sitios de aparicion del CCEB en relacion con
diferentes factores de riesgo, se determind que el borde de la lengua fue el sitio mas
prevalente tanto en pacientes fumadores como no fumadores. Para el autor, existirian
diferentes factores confundentes que podrian a llevar a condicionar una absorcion
diferenciada de los carcindgenos de acuerdo con las diferentes partes de la mucosa bucal.
La concentracion de carcindgenos en la saliva, la irritacion mecanica local, los diferentes
espesores de la mucosa bucal, entre otros factores podrian ser algunos aspectos
condicionantes del sitio de aparicién de CCEB. El efecto de concentracidn carcinogénica
y su acumulacion en algunos sitios especificos, explicaria por qué los fumadores tienen
mas tendencia a tumores en el piso de la boca. La preferencia de localizacion del CCEB

en el borde de la lengua, asociado o no al consumo de tabaco, estaria asociada a la relacion
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anatémica con la superficies dentarias y en consecuencia al trauma dental cronico. La
cercania también con la mucosa yugal de las superficies oclusales y el efecto irritante
sobre la mucosa, también explicaria la prevalencia de tumores en esas zonas[46]. Con
relacion a estos postulados, en este estudio los tumores de piso de boca se asociaron a
pacientes muy fumadores y los tumores de borde de lengua y mucosa yugal estuvieron en
su mayoria asociados a IMCO.

En el grupo de UTC, el borde de la lengua fue la localizacion anatomica de mayor
frecuencia por la presencia de lesiones traumaticas, al igual que en el grupo de CCEB.
Estas observaciones, coinciden con el trabajo de Perry y cols [46]. Este autor sugiere que
en algunos casos los factores de riesgo condicionarian el sitio de ubicacion de las lesiones.
La presencia de tumores de borde lingual en pacientes fumadores podria estar asociada a
la presencia de IMCO como un facilitador de la absorcion de otros carcindgenos. Ademas,
el vinculo entre la prevalencia de IMCO y CCEB de borde de lengua (y no de mucosa
yugal), podria estar asociado a que la lengua es un drgano que presenta multiplicidad de
movimientos durante funciones estomatognaticas como la masticacion y la fonacion lo
que permite mayor contacto y persistencia entre superficies defectuosas y la misma
mucosa bucal[46,445].

El segundo lugar de mayor frecuencia de localizacién del CCEB difiere segun los
estudios. En Estados Unidos es el piso de la boca[438], mientras en las regiones del
Sudeste Asiatico, especificamente en la India es la mucosa yugal debido a la alta
frecuencia de FOS. Mummudi y cols, mostré en su estudio que la regién gingivoyugal
fue el sitio de mayor frecuencia de tumores de CCEB [446,447].

Dentro del grupo de pacientes con UTC, la ubicacion del fondo de surco fue el
segundo lugar mas prevalente debido a la asociacion de este sitio con IMCO de origen
protético (flancos sobreextendidos de protesis desadaptadas).

En el grupo de DPM, fue notable la gran variabilidad de sitios de localizacion de
estas lesiones. La presencia de multiples localizaciones asi como la diversidad de las
mismas obedece a la inclusion de pacientes con LVP, cuyas lesiones tienden a ser
multifocales[329,339].
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Habitos de riesgo, Irritacion Mecanica Cronica y VPH

En relacion con los factores de riesgo estudiados, se pudo determinar que el
consumo de tabaco e IMCO, estuvieron asociados a los grupos de estudio establecidos
en esta investigacion.

El habito de fumar tabaco es el principal factor de riesgo conocido para el CCEB
y el desarrollo de DPM, lo que se ha evidenciado en numerosos estudios epidemioldgicos
y constituye un factor de riesgo clasico para CCEB, siendo el mas frecuentemente
registrado[50]. En general, se ha demostrado que las personas que fuman presentan mayor
riesgo de desarrollar CCEB que aquellos que no fuman. El rol del tabaco en la
carcinogénesis bucal ha sido también identificado en diferentes estudios donde se aborda
la relacion no solo con CCEB sino con DPM [230,298,448]. En este estudio, el grupo de
DPM fue el que mostrd6 méas porcentaje de pacientes fumadores (75%). Sin embargo,
individualmente mostraron menos consumo acumulado que los individuos de la misma
subcategoria del grupo de CCEB. Coincidentemente con los resultados obtenidos,
diferentes trabajos, como el de Balsaraf y cols, han demostrado que el tabaco, el alcohol
y algunos otros habitos nocivos como la masticacion de betel son frecuentes en pacientes
con DPM y a medida que el habito perdura en el tiempo, aumenta la severidad clinica de
las lesiones[449,450].

En los Gltimos afios, el CCC, y entre ellos el CCEB asociado a VPH mostro un
aumento de la incidencia, mientras que el CCEB asociado a factores clasicos mostro
disminucion en sus cifras[3]. En el trabajo de Al Feghali y cols, en una cohorte de
pacientes con CCEB, se observé que el 66% eran fumadores y con tumores de
caracteristicas histopatoldgicas de mal pronostico en comparacién con los pacientes no
fumadores[451]. En este estudio solo un tercio de los pacientes del grupo de CCEB
presentd asociacion con factores de riesgo clasicos. La importancia del tabaco como
factor de riesgo de CB varia entre paises de acuerdo a los habitos locales de consumo, de
manera que la fraccion de riesgo atribuible al tabaco varia también segun la localizacion
geografica donde se haya realizado la investigacion [185,452]. En un estudio de tesis
doctoral realizado sobre la misma poblacion que el presente estudio, mostré que casi la

mitad de los pacientes con CCEB no fumaron nunca[51].
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A través de estudios de casos y controles, se ha demostrado que el consumo de
alcohol representa un riesgo de presentar CCEB, observandose que los pacientes
bebedores presentan entre 1,8 y 3,46 veces mas posibilidad de desarrollo de CCEB que
no bebedores o0 ex bebedores[90,453]. En esta investigacion, los pacientes no bebedores
estuvieron presentes en porcentajes homogéneos en los tres grupos de estudio (un
promedio de 45%), mientras que el grupo de CCEB fue el que mas individuos registr6 en
la categoria de bebedores usuales o cronicos. En el estudio de Gupta y cols, se demostrd
que el consumo de tabaco y alcohol, en conjunto con mal estado periodontal y escasas
visitas a la consulta odontoldgica, estuvo asociado a un riesgo incrementado de CCEB
[454].

Es de destacar que las UTC, en pacientes alcoholistas, se localizaron en sitios
similares a los tumores observados en pacientes bebedores, como son el piso de boca,
borde de lengua y mucosa yugal. La similitud de distribuciones de las lesiones de UTC y
CCEB en pacientes alcoholistas podria deberse, entre otras cosas, al efecto solvente y
atrofiante que genera el alcohol sobre la mucosa bucal. La mayoria de los estudios
sugieren que el alcohol tiene un efecto especial en zona ventro-lateral de lengua y piso de
boca[96,97], generando un incremento de la permeabilidad de la mucosa [49,96] asociada
a atrofia epitelial y efecto solvente sobre la membrana fosfolipidica celular. Ademas,
frente a una mucosa atrofica y al ser subsitios proclives a IMCO, podria facilitarse el dafio
generado durante la friccibn mecanica. La disminucion del espesor del epitelio de la
mucosa bucal facilitaria la penetracion de carcindgenos hacia la capa basal del mismo en
donde se ubican las células con capacidad mit6tica, y por lo tanto mas susceptibles a la
accion de éstos. La alteracion de las células basales asociadas a la facilitacion de la
penetracién de otros carcindgenos al interior epitelial por efecto del alcohol podria
generar minusvalia en los procesos de reepitelizacion y cicatrizacion de las heridas.

En relacién con las otras variables estudiadas, como el consumo de agua
arsenical o la herencia morbida de cancer, no se mostraron asociaciones significativas.
Los resultados en la literatura cientifica sobre la historia familiar de cancer y su asociacion
con CCEB, no son concluyentes, ya que algunos estudios indican exceso de riesgo, para
otros el riesgo es leve pero significativo y otros no detectan aumentos significativos del
riesgo[152]. Al ser el HACRE una condicion frecuente en nuestro medio[198], deberia

ser siempre una variable estudiada en investigaciones que abordan CCEB y DPM.
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El consumo de mate caliente ha sido considerado por la OMS como un probable
factor de riesgo de céncer bucal[105]. En Argentina, un estudio de casos y controles
realizado por Castelletto y cols., encontrd una relacion positiva entre riesgo de cancer de
esdfago y consumo de tabaco y alcohol, pero no con la ingesta de mate. Sin embargo, el
riesgo se incrementd para los individuos donde se registré el consumo de mate con agua
a temperatura caliente o muy caliente [115]. En el presente estudio, el dato que resulto
diferente fue la temperatura del consumo de la infusion: el 36% de los pacientes con
CCEB consumian mate a temperatura muy caliente (mayor a 80°C). El registro de la
temperatura suele ser un dato arbitrario y subjetivo que esta determinado por una
percepcion individual relacionada al umbral de sensibilidad térmica de cada paciente.

La presencia de IMCO ha sido un factor de riesgo de CCEB escasamente
estudiado en comparacion con otros factores como tabaco y alcohol. Sin embargo, en los
ltimos afios se han generado mas estudios que abordan posibles factores como los
dentarios que podrian ser causa de IMCO y del desarrollo de CB[152]. En este trabajo se
observo una asociacion significativa entre la presencia de IMCO y CCEB.

Como cualquier investigacion donde se aborda la IMCO, existen implicancias
éticas en donde la primer medida terapéutica més alla de los propositos de la investigacion
es la supresion del estimulo traumatizante que origina la lesion[179]. En el tratamiento
de las ulceras traumaticas de piel con potencial de transformacion maligna (UM), latoma
de biopsia es aconsejada en forma inicial, con el objetivo de descartar un
carcinoma[295,296]. Estas medidas preventivo-terapéuticas fueron aplicadas al grupo de
UTC, y especificamente a aquellas UTC sin tendencia a cicatrizar una vez removido las
fuentes de IMCO.

La mayoria de los pacientes que presentaron UTC y que fueron sometidos a
biopsias de diagndstico, tuvieron factores traumatizantes dentarios y/o combinados con
algun habito parafuncional y de ubicacion en el borde de la lengua. La no respuesta a la
eliminacion y control del factor traumatizante podria estar ligada a la imposibilidad de
controlar factores parafuncionales. Estos factores funcionales (deglucién disfuncional,
interposicion lingual, etc.) son dificilmente controlables en forma inmediata y a veces
requieren un tratamiento de reeducacion muscular fono-estomatolégico que puede llevar
mas tiempo. Los factores dis o parafuncionales asociados a IMCO descriptos en el trabajo
de Lazosy cols, fueron los mismos que los observados en este estudio. Para estos autores,

el factor funcional facilita la invasion del plano mucoso sobre el plano dentario,
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aumentando la intensidad del contacto entre estas superficies y en consecuencia
permitiendo la persistencia de la injuria mecénica[241]. Ademas, Kimy cols, observaron
que la posicion del eje lingual del segundo molar inferior y un espacio lingual reducido
podrian aumentan el riesgo de cancer de borde de lengua en un grupo de pacientes jovenes
[425]. En relacién con los factores funcionales se ha descripto que el sistema motor
orofacial puede afectarse con la edad: aumento de movimientos orofaciales y
movimientos disfuncionales de la lengua durante la deglucién. La causa estaria asociada
a una atrofia que sufren los fasciculos musculares de la lengua con el paso del
tiempo[455].

En concordancia con lo expuesto hasta el momento, en una revision[456] se
concluyo que IMCO podria ser considerada un factor de riesgo para el desarrollo de
CCEB, conjuntamente con otros factores como localizaciones de alto riesgo como borde
de lengua y asociacion con el género femenino. Como anteriormente se menciond, en las
Gltimas décadas el CCEB se ha incrementado en menores de 45 afios. En los trabajos de
investigacion que abordan esta problematica, la IMCO no es registrada; sin embargo, en
este trabajo fue el factor de riesgo mas frecuente en estos casos.

Existen escasos trabajos epidemiologicos en el area de CCEB, donde se registran
sistematicamente los factores parafuncionales asociados a una mayor persistencia y
posibilidad de irritacion de un elemento traumatizante sobre la mucosa bucal. En el
trabajo de Lazos y cols, como asi también en esta investigacion, los factores funcionales
(asociados a un factor dentario) fueron prevalentes en el grupo de UTC y CCEB [241].

Los resultados de los estudios de Lockhart, Rosenquist, Vacarezza, Rotundo,
Piemonte, Lazos y Behnoud, sugieren que la IMC del epitelio escamoso bucal, puede
promover, con el tiempo, cambios a nivel tisular como displasia y, en conjunto con otros
factores de riesgo, ser causante de malignizacion celular de lesiones bucales
[151,153,160,241,457,458]. Este efecto puede producirse sobre la mucosa bucal con
mayor facilidad si esta previamente iniciada por algun otro factor carcin6geno[51].
Ademas, cuando IMCO actGa sobre una mucosa previamente iniciada o con
modificaciones clinicas asociadas a DPM, aumenta significativamente la presencia de
displasia epitelial, facilitando la concentracion de carcindgenos y su penetracion a la

mucosa[459].
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Uno de los mecanismos propuestos sobre el rol de la IMCO en la carcinogénesis
bucal, es la permisibilidad para el ingreso de carcindgenos (tabaco, alcohol, etc.) al
epitelio de la mucosa bucal[179]. Se ha observado que IMCO genera en estudios
experimentales, un estado hiperproliferativo epitelial y un microambiente inflamatorio
que promueve el crecimiento de células germinativas[239,460]. Ademas de permitir la
absorcién de carcindgenos con capacidad mutagénica, IMCO puede condicionar la
historia natural de la infeccion por VPH[129], la cual se da en forma exitosa cuando se
produce la unidn del virus con la célula epitelial del estrato basal, caracterizadas por ser
células indiferenciadas con alta capacidad mitética[121,132,409,461-466]. EI VPH
infecta las células basales o SC a través de micro erosiones o microinjurias epiteliales,
para luego poner en marcha diferentes mecanismos de evasion inmunoldgica, los cuales
permiten que el sistema inmune permanezca en forma remota y lejana a esta situacion.
Sin embargo, el 90% de las infecciones por VPH son «cleared» (resueltas) a los dos afios

a partir de una respuesta celular [118].

Una vez que el virus ingresa al epitelio favorecido por IMCO, la union del VPH
a las superficies epiteliales de las células basales se da en forma preferencial con proteinas
de membrana. Las mas estudiadas hasta el momento son los receptores syndecan-1, los
cuales conforman los receptores epiteliales de una familia proteoglicanos de heparan-
sulfato (PGsHS)[467,468]. Syndecan 1 es la PGsHS mas predominante de los epitelios
de mamiferos y su expresion aumenta durante la diferenciacion epitelial y la cicatrizacion
de heridas. También fueron propuestas algunas integrinas estudiadas in vitro: a6, B1y p6.
Muchos de estos receptores son sobreexpresados en respuesta a estimulos mecanicos
sobre la superficie epitelial[129,469], lo que soportaria la necesidad de la existencia de
IMCO previa a la infeccion viral. Las células blanco del VVPH serian células basales con
un fenotipo de SC, posiblemente reclutadas a partir de los mecanismos pro-cicatrizales

puestos en marcha luego de una injuria tisular[470].

En un estudio sobre conejos, la herida creada tres dias antes de la inoculacion con
ADN viral de Papiloma Virus, aumento significativamente la eficiencia de la infeccion,
ayudando a comprender que el microambiente que se forma en torno a traumatismo
facilitaria los mecanismos infecciosos[471]. Una vez que el virus es internalizado, puede
generar una infeccion activa o bien permanecer latente en las células basales del epitelio

bucal. Existen condiciones locales que pueden generar la reactivacion viral a expensas de
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la estimulacion de la proliferacion celular de las células infectadas. Las limitaciones que
genera estudiar la latencia de VPH en humanos, llevé a los investigadores a poner en
marcha modelos experimentales sobre animales[472]. La reactivacion viral de un VPH
latente a partir de IMCO, pudo detectarse en el cancer de vejiga del ganado asociado al
BVP4 (Virus del Papiloma Bovino), tumores de piel equina asociados al BVP 1y 2, el
ROPV (Virus del Papiloma Oral de Conejo), COPV (Virus del Papiloma Oral del Canino)
y el CRPV (Cotton Tail Rabbit Papiloma Virus). En experimentos realizados en ratones
Mastomys natalensis se pudo observar, luego de repetidas irritaciones mecéanicas de la
piel del raton, un marcado incremento de copias virales en estas zonas en comparacion
con las zonas no irritadas mecénicamente[122]. Estos hallazgos sugirieron que la
estimulacion celular y la induccion mecanica de la irritacion traumatica sobre el epitelio
son suficientes para activar al papiloma virus latente. Esto también se demostro en el
CRPV[123,473]. La evidencia cientifica de la latencia del VPH y del posible rol de los
diferentes factores capaces de generar la reactivacion estdn basadas en observaciones
clinicas y siempre son anecddticas debido a aspectos éticos sustentados en la
imposibilidad de la toma de biopsias de mucosa clinicamente sana, en nuestro pais, pero

que molecularmente pueda llegar a albergar ADN viral.

En el presente trabajo, se registrd una marcada frecuencia de IMCO en CCEB y
DPM VPH positivos. Todos los casos de CCEB -VPH positivo y un 82% de los casos de
DPM-VPH positivo estuvieron asociados a IMCO, siendo en la mayoria de estos casos
lesiones ubicadas en el borde de la lengua. Si bien no existe evidencia clinica sobre
humanos al respecto, y seria dificultoso poder demostrarlo, un traumatismo agudo podria
ser suficiente para facilitar el ingreso del virus a células basales expuestas al
microambiente bucal. Sin embargo, la irritacidbn mecanica como reactivador del virus
latente, deberia darse de forma mas prolongada y persistente permitiendo la generacion
de un microambiente replicativo asociado a un aumento de la proliferacion de células
germinativas que albergan el ADN viral. Este mismo escenario fue planteado en la

carcinogénesis del cuello de utero ligada al VPH [128].

En este trabajo, la frecuencia de VPH (por PCR) encontrado en CCEB fue del 18%,
siendo los genotipos 16, 6 y 11 los de mayor prevalencia entre estos pacientes. EIl genotipo
16 fue el mas frecuente de todos. Algunos estudios originarios de América del Sur (Chile

y Colombia especificamente) informan tasas similares: 11% y 23%

Od. Gerardo M. Gilligan
127



Biomarcadores de Diferenciacion y Proliferacion Celular en Irritacion Mecéanica Croénica Oral y su
relacion con factores biolégicos potencialmente carcinogénicos

respectivamente[474,475]. En un trabajo realizado en nuestro medio, Criscuolo y cols,
informdé un 42% de CCEB -VPH positivo (30/72) siendo el VPH16 el mas frecuente[476].
En relacién con los genotipos, el VPH16, en concordancia con la mayoria de los autores,
fue el mas frecuente. Es de destacar el hallazgo de CCEB asociados a genotipo 6 y 11,
informados como de bajo riesgo. Este mismo hallazgo fue reportado por autores como
Syrjénen y cols, los cuales destacaron que frente a la presencia de VPH de bajo riesgo en
DPM y CCEB, estos genotipos no serian completamente benignos, mas aun cuando se
trata de carcinogénesis del epitelio de cabeza y cuello[130]. La multiplicidad de
interacciones del VPH con otros factores de riesgo e inflamacion crénica presentes en la
mucosa bucal podria contemplar la posibilidad que el VPH de bajo riesgo pueda, bajo
ciertas condiciones, comportarse de forma diferente. Las tasas de deteccion de VPH por
PCR en CCEB, son muy diferentes entre las publicaciones, debido a distribucion
geogréafica del virus, factores de riesgo diferentes entre las poblaciones estudiadas,
mecanismos virales como la teoria del Hit & Run, técnica de obtencion del material y la

inclusion de casos en localizaciones orofaringeas [465].

En la relacién de la infeccion por VPH vy otros factores de riesgo, Venezuela y
cols describieron que los pacientes fumadores tenian tres veces mas posibilidades de una
infeccion por VPH [477]. Este riesgo incrementado estaria asociado a un aumento de la
persistencia viral por disminucion de células de Langerhans[478]. En un estudio realizado
en la India se encontré un considerable porcentaje de CCEB asociados a VPH en
pacientes residentes en zonas arsenicales, sugiriendo un vinculo entre estas condiciones
y un posible sinergismo durante los procesos de carcinogénesis bucal[203,479]. En
relacién a lo anteriormente expuesto, en este trabajo se evidencid que los pacientes con
DPM-VPH positivos, fueron frecuentemente fumadores, mientras que no se pudo obtener
algun vinculo entre la presencia de VPH en aquellos pacientes provenientes de zonas
arsenicales como en la experiencia de la India.

En el grupo de DPM, ain con signos histopatoldgicos y sospecha clinica de
infeccion por VPH, solo 16 casos demostraron albergar ADN viral (PCR positiva).
Algunos autores determinaron que, durante la infeccion por VPH de la mucosa bucal,
existe menos cantidad de copias virales en comparacion con la infeccion de la mucosa de
cuello de dtero. El mecanismo de “hit & run” propuesto por diferentes autores[480],

sugiere que un virus puede infectar su 6rgano blanco, gatillar en el huésped una respuesta

Od. Gerardo M. Gilligan
128



Biomarcadores de Diferenciacion y Proliferacion Celular en Irritacion Mecéanica Croénica Oral y su
relacion con factores biolégicos potencialmente carcinogénicos

inmunoldgica, actividad mutagénica y activacion o silenciamiento de genes supresores de
tumor o de reparacion de ADN. De esta forma, las células pueden transformarse,
independientemente a la presencia viral[481,482]. Este mecanismo, también descripto en
la carcinogénesis mediada por VPH, podria explicar que las tasas de deteccion viral sean
mas altas en los DPM que en el CCEB.

La ventaja por la cual PCR es la técnica de deteccién mayormente utilizada para la
basqueda de ADN viral en DPM y CCEB, es la alta sensibilidad. Sin embargo, esta
técnica se remite a detectar solo el genoma viral, pudiendo ser biol6gicamente
intrascendente a la carcinogénesis. Las ventajas del uso de p16 para estudiar la infeccion
por VPH, se basa en la evidencia que avala a la sobreexpresién de esta proteina como un
marcador alternativo de una infeccién por VPH bioldgicamente relevante, aunque menos
especifico [483,484]. La utilizacion simultanea de dos técnicas de deteccion de VPH
podria permitir un mejor analisis de los resultados. Weinberger y cols, clasificaron en
cuatro grupos: Grupo I: VPH- / p16-, Grupo II: VPH+ / p16-, Grupo I1I: VPH+/pl16+,
Grupo 1V: VPH- / p16+[483,485]. Esta ultima clasificacion fue utilizada en este trabajo
para subdividir al grupo de DPM, observando que el 50% de las lesiones de DPM fueron
VPH-/p16- y solo un 13% de los casos fueron VPH+/p16+. La expresion de p16 y VPH+
se asocio a lesiones de cara ventral de lengua y a mujeres sin otros factores de riesgo. En

consonancia con Woo Y cols, la localizacién fue similar, no asi el género[148].

Biomarcadores

Citogueratinas

Desde hace mas de tres décadas las citoqueratinas han sido utilizadas como
marcadores de integridad, estabilidad y diferenciacion del epitelio, y en condiciones
patoldgicas la expresion de sus 20 subtipos pueden ser modificados permitiendo
identificar cambios en el epitelio afectado[486]. En este estudio, cuyo objetivo principal
estuvo centrado en identificar marcadores de diferenciacion y proliferacion celular, se
seleccionaron como marcadores a las Cks 5, 6 y 19. La eleccién de estas se realizd a
través de una busqueda en la literatura cientifica identificando Cks con potencial
implicancia clinica, y que pudieran ser indicadoras de cambios tempranos de malignidad.
La expresion de Ck19 en estratos suprabasales de mucosa bucal se correlaciona con

cambios displasicos premalignos; sin embargo su significancia clinica para deteccion de
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CCEB no ha sido confirmada aun[487]. La Ck 5 ha sido identificada como un marcador
diagndstico de carcinomas; igualmente que la Ck 6; que presenta una inmunoexpresion
fuerte en CCEB de diferentes sitios anatémicos. Es por eso, que Ck5/6 son utilizados

como marcadores de carcinomas escamosos[488].

La deteccién de Ck19 en CCEB y DPM responderia a la presencia de células
inmaduras y por lo tanto, algunos autores la consideran un marcador de SC epiteliales in
vivo e in vitro[398,400-402], como también un biomarcador de carcinogénesis bucal
temprana[399] ya que fue detectado en estratos suprabasales de lesiones displasicas y en
canceres ya establecidos. Kale y cols, encontrd una expresion suprabasal de Ck19 en
mucosa clinicamente normal adyacente a CCEB, sugiriendo que Ck19 podria estar
asociada a la cancerizacion de campo, reflejando no solo un estado hiperproliferativo,
sino un marcador asociado a premalignidad [489]. Es por eso que las muestras de
pacientes con CCEB. fueron las Unicas que evidenciaron scores altos de Ck19. Esto
también pudo ser observado por Safadi y cols [490]. Un estudio realizado en carcinomas
bucales y orofaringeos mostro una relacion directa entre el aumento de la expresion de
Ck19 y estadios tumorales mas avanzados, asi como también con mayor profundidad de
invasion tumoral. Ademas, los scores méas altos de Ck19, estuvieron asociados a la
presencia de DEO adyacente al tumor [486]. En otra investigacion, en carcinomas de
células escamosas en lengua, la inmunomarcacién positiva de Ck19 se observo
relacionada a una peor tasa de sobrevida en comparacion con los tumores negativos a
Ck19[491]. Asimismo, otras investigaciones han mostrado que un aumento en la
inmunoexpresion de Ck19 estaba relacionada a CCEB semi o indiferenciados, sugiriendo

un peor prondstico[492].

Cuando se compararon los grados de inmunomarcacion entre los diferentes grupos
de estudio, la expresion de Ck19 observada en CCEB correspondid con scores medianos
y altos y se localizd en los estratos suprabasales. Contrariamente, los scores fueron
significativamente menores en el grupo de DPM. Esta diferencia se deberia
principalmente a la escasa presencia de lesiones displasicas severas y/o moderadas en el
grupo de DPM vya que la expresion de Ck19 aumenta en relacion al grado de displasia
[402,405,487,493,494].

Es relevante destacar que la mayoria de los casos de DPM Ck19 positivos con

scores medianos, estuvieron asociados a infeccion por VPH. Algunos estudios han
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encontrado resultados similares, sugiriendo que este vinculo podria estar mediado por un
mecanismo de inmortalizacion de queratinocitos (células més indiferenciadas) que ejerce
el virus sobre las células epiteliales infectadas. Santoro y cols, encontr6 patrones
suprabasales de Ck19 en areas peritumorales asociadas a infeccion con VPH, similares a
los patrones encontrados en los pacientes de este trabajo del grupo de DPM-VPH-Ck19
positivos. Ademas, Ck19 cuando aparece en estratos suprabasales sugiere una demora en
el proceso de diferenciacion terminal, probablemente indicando un estado
hiperproliferativo y la adquisicién de cambios premalignos[493,495]. Este status per se
de mayor recambio celular de la mucosa bucal, al igual que en la mucosa del cuello de
Utero, estaria asociado a la exposicion frecuente a irritaciones y fricciones locales.
Kellokoski y cols observaron una asociacion entre tumores bucales asociados a VPH y
Ck19 [496].

En relacion con el patron inmunohistoquimico de Ck19 en niveles suprabasales
de UTC con scores medianos, similares a los observados en el grupo de CCEB, podria
estar asociado a la migracion de células inmaduras con un fenotipo proliferativo similar
a los patrones observados en el grupo de CCEB. La fase de cicatrizacion de una injuria
cronica involucra la migracion y la generacion de un estado hiperproliferativo de los
queratinocitos en los margenes de la herida, que conlleva finalmente al cubrimiento total
de la region dafiada con un epitelio sano. La reepitelizacion en heridas crénicas, involucra
procesos similares a los que se suscitan durante la embriogénesis humana, donde las
células epiteliales adquieren un estado hiperproliferativo para migrar hacia la zona dafiada
y asi lograr la cicatrizacién[258]. Este mecanismo también pudo evidenciarse de manera
exagerada e incontrolada en el desarrollo de algunos carcinomas [497]. Si bien las SC se
encuentran presentes durante la autorrenovacion epitelial, estas células podrian ser el
blanco de carcindgenos ambientales llevando a la acumulacion de cambios genéticos,
pudiendo generarse condiciones que alteren las vias biologicas de regulacion de esta
renovacion[407].

Las SC son necesarias para comenzar cualquier proceso cicatrizal y Ck19 ha sido
previamente propuesta como un marcador, aunque inespecifico, de SC[401,498],
estudiada en relacion a lesiones de CCEB [408], DPM y DEO [402—-405]. En un estudio
de SC utilizando como marcador CD44, se encontrd que las células xenoimplantadas en

lenguas de animales provenientes de cultivos celulares de CCEB CD44 positivos,
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tuvieron una marcada inmunomarcacion con Ck19, sugiriendo su empleo como marcador
de SCC[406].

La CK5 es parte del citoesqueleto de células basales normales de la mucosa bucal,
y que a medida que se va diferenciando, va modificando el componente del citoesqueleto
a citoqueratinas con otro peso molecular y en consecuencia distintas a Ck5. En este
trabajo, fue relevante encontrar a niveles suprabasales, células que expresan Ck5/6 en las
tres patologias, reflejando el grado de alteracién de la diferenciacion de los epitelios.
Ademas, se encontraron discrepancias marcadas en el mismo grupo de CCEB, cuando se
comparo la expresion de Ck19 y Ck5/6 entre CCEB clasicos y CV. Esta diferencia
significativa de inmunoexpresion de Cks 19-5/6, permitié destacar la naturaleza de
considerar al CV como una variante absolutamente diferenciada del CCEB. Estos
hallazgos coinciden con otros trabajos como el de Frohwitter y cols [499]. Estos autores
sugieren la presencia de dos patrones de marcacion de Cks diferentes del CCEB: de bajo
peso molecular (Ck19) y de alto peso molecular (Ck5/6). Ellos observaron que los
tumores Ck19 positivos, eran mas indiferenciados, hipdxicos y con un alto grado de
desregulacion del ciclo celular, mientras que los Ck5/6 positivos, eran mas diferenciados,
escasamente hipdxicos y con bajo grado de desregulacion del ciclo celular[499]. Los
resultados de la inmunoexpresion de este marcador permitieron advertir que la
sobreexpresion evidenciada en la mayoria de los grupos esta en consonancia con la
marcada alteracion en la diferenciacion epitelial de la mucosa bucal cuando esta asociada

con cambios de premalignidad o malignidad.

En el grupo de UTC, el 50% de los casos mostraron scores medianos y altos de
Ck5/6 y en algunos casos se observaron células en estratos suprabasales y superficiales
positivas. Teniendo en cuenta que las células mitéticamente activas del estrato basal o
germinativo presentan marcacion incrementada de Ck5, podria sugerirse que esta
expresion observada en los estratos suprabasales de los bordes de las UTC, podria
asociarse a la migracion de queratinocitos en un contexto de reparacion y cicatrizacion.
La mayoria de los casos de UTC Ck5/6 positivas también fueron Ck19 positivas, por lo
que, en esa migracion de células basales con funcion posiblemente reparativa del dafio,
también pueden estar incluidas células mas indiferenciadas que expresan Ck19, quizas
SC. Este patron epitelial de alteracion en la distribucion normal de citoqueratinas en un

epitelio sometido a IMCO, refleja el grado de alteracion en la diferenciacion epitelial.
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Ki67

Ki67 es el marcador de eleccion para proliferacion, ya que su expresion nuclear
durante el ciclo celular representa una ventaja como marcador biol6gico de la actividad
mitética[412,415]. Ki67 es utilizado como un marcador predictivo en el monitoreo de
DPM ya que destaca a las células activamente implicadas en fendmenos proliferativos
[416,500]. Este marcador de proliferacién ha demostrado ser identificador de progresion
de malignizacion en pacientes con CCEB o DPM. EI aumento del indice proliferativo y
la distribucion de dichas células dentro del tejido, pueden revelar algunos mecanismos
regulatorios que se desequilibran durante la carcinogénesis[413]. También Ki67 ha sido
ampliamente utilizado en diferentes investigaciones para evaluar el grado de proliferacion
epitelial en displasias epiteliales bucales y CCEB [501,502].

Los queratinocitos basales de la mucosa bucal son capaces de migrar y regenerar
el epitelio despues de una lesion, y en normalidad, son positivos para algunos marcadores
de proliferacion epitelial. Dicha proliferacion incluye SC asociadas a la cicatrizacion de
heridas epiteliales[410]. EI aumento de la proliferacion celular generada por IMCO,
podria ser uno de los tantos mecanismos que vinculan la inflamacion crénica y el
cancer[411]. Nuestras observaciones determinaron que los scores bajos de Ki67
predominaron en el grupo de UTC (81%), mientras que los scores medios se mostraron
con mayor porcentaje en el grupo de CCEB (61% de los tumores) y en el grupo de DPM
(57,9%). Contrariamente solo el 18% de las UTC mostraron un score medio de
inmunomarcacion con Ki67. En el presente trabajo, solo el grupo de CCEB mostré los
scores mas altos de Ki67, y el grupo de DPM, presentd mas de la mitad de las
inmunomarcaciones Ki67 con scores medianos y similares al CCEB. En la mayoria de
los casos de DPM Ck19 positivo, pudo observarse ese patron proliferativo suprabasal

(Ki67 positivo) y una correlacion con la forma clinica.

En relacion con otros DPM, los diferentes trabajos concuerdan con un aumento
de Ki67 en LPB[418], leucoplasias[413,416] y lesiones displasicas[503]. Kdvesi y
Szende reportaron en su estudio que a medida que el aspecto clinico de leucoplasias se
agravaba, también se registraba un aumento de la marcacién de Ki67[504]. En el trabajo
de Mandal y cols [505], la tnica variable clinica que tuvo correlacién estadisticamente
significativa con un aumento del indice de Ki67 fue el consumo de tabaco, mientras que

la edad, el género, la localizacién, el tamafio de la lesion, y la clinica no tuvieron
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correlacion estadistica con las tasas de proliferacion celular [505]. Dwivedi y cols, en
consonancia con los resultados de Takeda y cols, reportd que las células que proliferan
en lesiones displasicas evaluadas con Ki67, se encuentran principalmente en los estratos
parabasales mas que en los basales, pudiendo ser células derivadas de SC presentes en
epitelios normales, que hayan experimentado fendmenos de divisiones celulares
asimétricas. Los hallazgos de Dwivedi y cols, demostraron que las marcaciones de Ki67
se distribuyeron en estratos suprabasales en concordancia con la gravedad de las lesiones.
Estos hallazgos, permitieron hipotetizar que existiria un pool de células parabasales
altamente proliferativas con capacidad de dar origen a subclones celulares con capacidad
invasiva y que el aumento de la proliferacion de estas células seria importante en la
generacion de un nicho precanceroso tumorigénico[503]. En este trabajo el aumento de
Ki67 en estratos suprabasales y en concordancia, el aumento de los scores de proliferacion

celular en el grupo de DPM, estuvieron correlacionados a la severidad de la lesion clinica.

Existen trabajos que evaluaron indices proliferativos mediante la utilizacion de
Ki67 en la FOS, condicion de precancer prevalente en la India[506,507].
Independientemente del contenido carcinogénico de los productos masticados (nuez de
betel) durante el habito, la IMCO que se genera, fue indicada como otro posible
mecanismo carcinogenico[459,508]. En el trabajo de Ranganathan, la expresion de Ki67
fue significativamente mayor en FOS que en la mucosa normal, pero menor que en
CCEB, similar a lo informado por otros autores cuando evaluaron otros DPM[509] y a

los resultados de este trabajo.

En el grupo de UTC, Ki67 fue expresado con scores medios en casi el 20%, siendo
los scores bajos los méas frecuentes. Es esperable encontrar aumento de la proliferacion
celular en los margenes de un tejido dafiado en proceso de reepitelizacidn y cicatrizacion.
Sin embargo, estos hallazgos en relacion con la evidencia disponible demostraron la
presencia un patron suprabasal de células Ki67/Ck19 positivas en los méargenes de
aquellas UTC sin tendencia a la cicatrizacion. La expresion aumentada de estos
biomarcadores, aun habiendo eliminado previamente los estimulos mecanicos que
generaron las lesiones, podrian estar asociada a mecanismos exagerados de replicacion
celular y reepitelizacion en respuesta a un evento traumatico y la consecuente instalacion
de un microambiente inflamatorio persistente e incontrolado o incluso una alteracion en

los mecanismos de autolimitacion del dafio. Algunos de estos eventos descriptos en
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situaciones de cicatrizacion (angiogénesis, fibrogénesis, etc) son similares a los
observados en procesos neoplésicos [258]. El hallazgo de este perfil proliferativo en UTC
sin cicatrizar, fue también reportado en estudios experimentales, donde destacaron que la
UTC podria reunir los requerimientos para actuar como cofactor promotor de la
transformacion maligna [152,239].

Es relevante, la correlacion positiva entre las Ck19 y Ck5/6 (CS=0,57; p=0,0136)
en las muestras de pacientes con CCEB; y correlaciones positivas entre las Cks entre si y
con Ki67 en las muestras de pacientes con UTC. Este patrén inmunohistoquimico podria
reflejar mecanismos moleculares de una replicacion celular exagerada en un contexto de
inflamacion cronica persistente e inmadurez epitelial. Aunque este trabajo no incluyé
marcadores de inflamacion crénica y stress oxidativo, algunos estudios demostraron
correlacion entre la intensidad de la respuesta inflamatoria y el desarrollo de CCEB,
encontrando intensa inmunomarcacion de areas de CCEB con un proceso inflamatorio
peritumoral[412].

En un reciente trabajo de revision de DEO, Miller reporto que el tejido epitelial
hiperplasico e inflamado en los bordes de UTC, puede mostrar atipias reactivas, dificiles
de diferenciar de “atipias verdaderas” aunque la autora enfatizo la escasez de trabajos que
aborden este tema [238]. Ki67 y Ck19 podrian ser utilizados inicialmente para evaluar la
severidad de estos hallazgos histologicos en los bordes de ulceras sin tendencia a la
cicatrizacion ya que pueden generarse dificultades a la hora de interpretar atipias reactivas
0 verdaderas en tejidos intensamente sometidos a estimulos inflamatorios. Ademas,
recientemente Safadi, indico que Ck19 podria ser un marcador de utilidad para disminuir
la discrepancia interobservador en el diagnostico de displasias de alto y de bajo
grado[510].

Inmunomarcacion y condiciones clinicas
La mayoria de las UTC que mostraron los scores mas altos de Ck19, se ubicaron
en el borde de la lengua y en relacion con un factor traumatico dentario y funcional. En
todos estos casos, ademas se encontrd un patron suprabasal de Ki67. Estos datos, nos
llevan a proponer y relacionar dos postulados, vinculados a la frecuencia de CCEB en el
borde de la lengua:
a) El primero de ellos justifica la prevalencia de CCEB en el borde de lengua debido

a un estado hiperproliferativo per sé que presenta esta region en condiciones normales.
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A proposito, el piso de boca, la cara ventral y el borde de la lengua han sido reportados
como los sitios que fisiolégicamente tienen mayor tasa proliferativa y periodos
prolongados de replicacion de ADN[511] y que ademas, en ausencia de queratina,
podrian tener mayor permeabilidad a los productos carcinogénicos del tabaco y el
alcohol. Otra teoria que apoya una condicion predisponente del borde de la lengua, seria
considerarlo como un epitelio o0 zona de transicion (ZT). En 1990, Andersen y cols,
publicaron un estudio descriptivo de la lengua en relacién a la leucoplasia vellosa por el
VEB y determinaron hallazgos macro y microscopicos de la cara dorsal y ventral de la
superficie lingual. En el mismo estudio, explicaron que los bordes de la lengua presentan
caracteristicas propias y diferenciales al dorso y a la cara ventral y en consecuencia
constituiria un epitelio o zona de transicion (ZT)[512]. Las zonas de transicion en los
humanos son definidas como la union de dos epitelios diferentes. Por ejemplo, la union
entre el esofago y el estdmago, la union entre el estomago y el duodeno, la unién
ileocecal, la unién del endocervix y el ectocérvix, la cornea y la conjuntiva ocular y la
unién entre el canal anal y el recto[513]. Las ZT son sitios que presentan condiciones
que facilitan la instalacion de procesos neoplasicos. Los epitelios escamosos
estratificados poseen mas reservas de SC con capacidad regenerativa del tejido dafiado
debido a una actividad celular incrementada. EI microambiente en el que esta inserto una
ZT es importante, ya que puede condicionar la regulacion del crecimiento celular y
controlar la diferenciacion celular[514]. El epitelio de las ZT naturalmente tendria las
mismas caracteristicas que se encuentran en una epidermis afectada por una herida, por
lo que fisiolégicamente estas areas transicionales se encuentran en continua
desregulacion homeostatica[515]. Para otros autores, las ZT representan un epitelio pre-
lesional debido a la variedad de sefiales presentes en el sitio donde dos epitelios diferentes
se unen. Por Gltimo, constituirian un nicho de SC con capacidad de autorrenovacion y de
dar lugar a células amplificadoras que actian como progenitoras para la reparacion de
dafios y mantenimiento epitelial. La presencia de SC en un lugar frecuentemente
asociado a tumores sugiere que las ZT podrian ser un blanco de stress microambiental
(VPH, inflamacion, carcin6genos quimicos, etc). Este estado natural de mayor
vulnerabilidad, podria llevar a la acumulacion de cambios genéticos desencadenando
transformacion celular[513]. Aunque todavia no exista evidencia cientifica del borde de
la lengua como una ZT en relacion a la evidencia disponible para otras areas anatomicas

mencionadas anteriormente, en un estudio reciente, se encontrd que CD44, un marcador
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de SC, se expresd en mucosa sana de borde de lengua préximo a tumores, sugiriendo que
el borde de la lengua podria albergar nichos de SC descriptos en otras ZT[516]. Todas
estas investigaciones justificarian la alta frecuencia de CCEB en el borde de la lengua.

b) El segundo supuesto, y en relacion con diversos trabajos, la frecuencia de CCEB
en borde de la lengua podria estar asociada a la relacion de cercania anatémica que existe
con las arcadas dentarias y en consecuencia con la IMCO. La incidencia de CCEB en el
borde de la lengua, asociado o no a otros factores de riesgo, estaria vinculada a la
proximidad con superficies dentarias y al trauma dental crénico [46,456]. Para Lazos y
cols, la presencia de habitos parafuncionales asociados a IMCO como la interposicion
lingual explicaria también porqué el borde de la lengua es el sitio mas prevalente de
CCEB [241]. En un trabajo irani, se encontro que el 100% de las UTC se encontraron en
el borde de la lengua, asi como también fue el sitio de mayor prevalencia de CCEB,
sugiriendo por un lado el vinculo entre estas variables (IMCO, UTC y CCEB) y la
consideracion de esta region como un sitio de riesgo[517]. A su vez, en un reciente
metaanalisis se destacd que las leucoplasias que mas transformacién carcinomatosa
mostraron fueron aquellas ubicadas en el borde de la lengua en comparacion con las de
otras localizaciones. Esta mayor tasa de transformacion de leucoplasias en este sitio,
estaria asociada a la presencia de IMCO la cual generaria un incremento en la tasa de
recambio celular[518].

Los resultados de este trabajo permiten considerar que estas dos teorias de la
frecuente localizacion de CCEB en borde de la lengua, lejos de ser antagonicas son
absolutamente complementarias. La presencia de inmunomarcacion intensa con Ck19 en
UTC en pacientes con o sin otros factores de riesgo, es un hallazgo, hasta el momento no
estudiado en la literatura. IMCO podria actuar como un estimulo de proliferacion de
células inmaduras, con caracteristicas fenotipicas de SC, en un sitio donde en condiciones
normales ya exista per se, un estado replicativo aumentado.

La presencia de scores medianos de Ck19/Ki67 suprabasal en un grupo de UTC
ubicadas en el borde de la lengua, sin tendencia a cicatrizar y con similitudes al patrén
encontrado en CCEB estaria en relacion con lo expresado en 2018 por Panta y cols. Este
grupo de la India propuso que las mutaciones al azar tienden a aumentar frente a la
replicacion de SC y que, en la lengua, existe un compartimento activo de SC donde
fisiolégicamente hay mayor turnover que en otros subsitios. La IMCO de baja intensidad

puede iniciar la proliferacion de este compartimiento[250]. A su vez, la inestabilidad
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genomica de SC en este sitio podria estar condicionada por otros productos
carcinogénicos provenientes del consumo de tabaco y alcohol o ROS asociada a
inflamacion crénica.

En resumen, partiendo de un concepto multifactorial de CCEB, la frecuencia de
carcinomas de borde de la lengua podria deberse al sinergismo existente entre estos
postulados: la presencia en condiciones de normalidad de un nicho de SC en el borde de
la lengua, su estado natural hiper replicativo y la proximidad anatomica a diferentes
fuentes de IMCO.

En el vinculo fisiopatogénico de IMCO como modificador de la historia natural
de la infeccion por VPH es importante el analisis de los siguientes hallazgos. Algunos
trabajos mostraron que el VPH tiene capacidad de infectar células suprabasales y
queratinocitos del estrato espinoso ya diferenciados. En estos casos, la infeccion es solo
transitoria ya que por sus caracteristicas estas células se descaman fisiol6gicamente[519].
Este estudio permitié encontrar celulas inmaduras (conocidas por ser blancos del
VPH)[409], Ck19 positivas ligadas a IMCO en estratos suprabasales. El andlisis de las
variables clinicas sobre IMCO y VPH permitio establecer que el 100% de los CCEB -
VPH+ y el 80% de los DPM-VPH+ estuvieron asociados a IMCO explicando el vinculo
anteriormente descripto. Sin embargo, la baja frecuencia de scores de Ck19 en DPM no
permitio reflejar esta relacion mediante los marcadores inmunohistoquimicos. Esta
observacion sugiere que existen otras variables no registradas en este trabajo, que podrian
estar interviniendo en la infeccion bucal por VPH. Tezal propuso que luego de un evento
traumatico que resulta ser facilitador para el acceso del virus hacia los estratos basales, la
presencia de un microambiente asociado a la liberacion de citoquinas inflamatorias
jugaria un rol clave para la persistencia del virus. La evidencia actual determind que
algunas bacterias periodontales pueden viajar por medio de la saliva, desde los tejidos
afectados, generando injuria tisular en sitios distantes y de esta forma promover
condiciones permisivas a la infeccidon por VPH[520-522]. En los trabajos que abordan el
estudio de la biologia de la infeccion por VPH de la mucosa bucal, ademas de registrarse
la presencia de IMCO, deberian utilizarse variables periodontales con el fin de evaluar el

microbioma bucal y su papel en la infeccion por VPH.
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Las principales limitaciones de este trabajo estdn asociadas a las restricciones
éticas que implica cualquier trabajo que aborde trauma dentario (IMCO) en humanos y
su relacion con CCEB y precéncer. No seria concebible dejar factores traumaticos
asociados a una lesion estomatoldgica, solo para estudiar su evolucién. Cuando el factor
causal de una lesion traumatica es eliminado, las lesiones tienden a cicatrizar suprimiendo
las sefiales inflamatorias y otras condiciones asociadas a la carcinogénesis bucal. Es por
eso0, que existen trabajos que abordan la UTC como factor promotor de la carcinogénesis
multietdpica en animales de experimentacion. Estos estudios tratan de recrear los
mecanismos fisiopatogénicos implicados y dan un sustento bioldgico a los resultados de
los trabajos epidemioldgicos[179].

En este trabajo, la eliminacion de los agentes irritativos asociados a la patogenia
de la UTC en los diferentes casos, llevaron a la curacion de méas de la mitad de los
pacientes de este grupo, imposibilitando el anlisis inmunohistoquimico de esos casos.
Ademas, la intervencion terapéutica podria haber modificado parcialmente el estado
genuino e inicial del tejido y en consecuencia modificar la inmunoexpresion de los

marcadores celulares de las UTC biopsiadas.
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CONCLUSIONES

e Los patrones obtenidos mediante el andlisis de los scores de inmunomarcacion de
los biomarcadores celulares, permitieron evidenciar alteraciones en la diferenciacion y
proliferacion los bordes epiteliales de Ulceras crénicas asociadas a un agente
traumatizante y sin tendencia a la curacion, aun con una intervencion terapéutica previa.
El CCEB y una parte de los DPM estudiados, mostraron patrones inmunohistoquimicos
similares. La alteracién de la diferenciacion celular y el establecimiento de un
microambiente proliferativo en UTC serian dos eventos importantes en la carcinogénesis
bucal, siendo ain de mayor relevancia si se considera que éstos se generan en un contexto
de inflamacion croénica.

e Los casos de mayor expresion de los marcadores estudiados estuvieron asociados
a lesiones ubicadas en el borde de la lengua, por lo que debe ser un sitio rutinariamente
examinado por profesionales del &rea. Ademas, los resultados del presente estudio
destacan la consideracion del borde de la lengua como un sitio de alto riesgo de CCEB.

e Laasociacion clinica entre IMCO y VPH fue registrada en CCEB y DPM, por lo
cual IMCO podria ser una condicion facilitadora de la persistencia del VPH en la cavidad
bucal. Ademas, la presencia de IMCO deberia ser siempre registrada en cualquier trabajo
de investigacion que aborde CCEB, DPM e infeccion por VPH.

e EIl presente trabajo es el primer estudio de biomarcadores celulares en UTC
vinculables con el proceso multifactorial y multietapico de la carcinogenesis bucal. En
este contexto, un epitelio inmaduro e hiperproliferativo de una Ulcera sin tendencia a la
curacion, podria ser un escenario indicativo de cambios neoplésicos tempranos. Sin
embargo, se deben realizar mas estudios que aborden el rol de IMCO en la carcinogénesis
bucal para considerar la posibilidad de incluir a la UTC como un DPM. Los hallazgos
aqui obtenidos, podrian ser el punto de partida de diferentes trabajos que investiguen los

mecanismos fisiopatogénicos que podrian vincular a la IMCO vy el desarrollo de CCEB.
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Perspectivas futuras

Los resultados de este trabajo permiten establecer pautas iniciales para
investigaciones futuras que aborden el rol de IMCO en la carcinogénesis bucal. El rol de
la investigacion clinica y su articulacion con los hallazgos histopatolégicos e
inmunohistoquimicos obtenidos es fundamental cuando se abordan mecanismos

patogénicos tan complejos y dinamicos como es IMCO.

La investigacion de UTC mediante bloques celulares (obtenidos de células
mediante frotis o raspado para luego ser incluidas en parafina), podrian ser alternativas
de investigacion no invasivas en estas condiciones patoldgicas. A partir de ellas, se
podrian desarrollar estudios con otros biomarcadores de riesgo implicados en la
carcinogeénesis bucal. La obtencion de material bioldgico mediante técnicas no invasivas
permitiria obtener el material en la primer sesion, reflejando el estado genuino de los

marcadores.

El estudio de la relacién entre IMCO y VPH en el contexto de la carcinogénesis
bucal, debe seguir generando aportes ya que son dos factores de riesgo emergentes. Su
investigacion permitira promover medidas preventivas de mantenimiento de la salud
bucal en la poblacidn, sobre todo en pacientes jovenes. Por un lado, el control profesional
de las fuentes de inflamacidn cronica presentes en la mucosa bucal, minimizarian el riesgo

de la instalacion de una infeccidn viral persistente.

La generacion de mayor evidencia cientifica y su utilizacion en la docencia de
grado y posgrado permitira mejorar la capacitacion de profesionales en la deteccién
precoz de DPM y CCEB. Ademas, podria enriquecer la confeccién de protocolos de
seguimiento y diagndéstico temprano de DPM y CCEB vy la posibilidad de intervenciones

tempranas en el control de las fuentes de IMCO y la prevencion de patologias asociadas.
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ANEXO

HISTORIA CLINICA

HISTORIA CLINICA N° ...ooceeeee

I.DATOS FILIATORIOS

ILMOTIVO DE LA CONSULTA

II1.1 Lesiones estomatoldgicas

Breve descripcion de la lesion:

REGISTRO FOTOGRAFICO: SI / NO Camara:

III. ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICO

RN ' [-Y' ) Tor Tof 14 1 N,

HERENCIA MORBIDA DE CANCER HACRE
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IV. HABITOS TOXICOS
Edad de comienzo Promedio Diario Aiios de fumador ESTIMACION
Tabaco
THC
Tipo de bebida Tipo de Alcoholista (Crénico/Social)
Alcohol
MATE:
V. IRRITACION CRONICA DE LA MUCOSA ORAL
DENTARIO PROTETICO FUNCIONAL OBSERVACIONES
TIPO DE
TRAUMA
HISTORIA DE
TRAUMA
(EN MESES)
OBSERVACIONES
OBSERVACIONES:
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

INFORMACION Y FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO PARA EL PACIENTE DEL ESTUDIO

Titulo del Estudio: BIOMARCADORES DE DIFERENCIACION Y PROLIFERACION CELULAR EN IRRITACION
CRONICA DE LA MUCOSA ORAL Y SU RELACION CON FACTORES BIOLOGICOS POTENCIALMENTE
CARCINOGENICOS

Investigadores responsables del estudio: Dra. Mgter. Mabel N Brunotto, Dr. Eduardo Piemonte, Od. Gerardo
Marcelo Gilligan. Nimeros de telefono: 3543-15538594; 351-156740744; 351-155118419.

Se lo invita a participar de un estudio de investigacion. Este formulario describe el estudio para ayudarlo a que decida si desea
participar. Antes de decidir si desea participar en el estudio, es importante que entienda por qué se realiza la investigacion, como se utilizard
la informacion sobre usted, los posibles beneficios, riesgos e inconvenientes que implica. Lea atentamente la informacion de este
cuestionario; también puede leer la informacion disponible en el Ministerio de Salud (INFORMACION PARA LA PERSONA QUE HA
SIDO INVITADA A PARTICIPAR EN UNA INVESTIGACION).

Disponible en el sitio web: http://www.cba.gov.ar/vercanal.jsp?idCanal=65473. O bien solicitar leer el protocolo de
investigacion y los datos de los profesionales involucrados en el estudio.

¢(CUALES SON LOS ANTECEDENTES Y EL OBJETIVO DEL ESTUDIO? Se solicita que participe en este estudio
porque presenta sintomas que presumen que tiene una enfermedad que es crénica y compleja. Estas enfermedades tienen compromiso de
muchas variables: clinicas, bioquimicas y socio culturales; y en ocasiones no permiten un diagndstico temprano y/o preciso. E| objetivo de
este estudio es recabar informacién que permita establecer el conjunto de variables que pueden diagnosticar con mayor exactitud o
tempranamente la enfermedad; y permitir que se establezcan las pautas adecuadas de tratamiento (protocolos de atencién), que conduzcan
a mejorar la calidad de vida de los pacientes afectados por estas patologias.

Este estudio no esta relacionado directamente, ni afecta, al tratamiento o diagnéstico que haga su médico u odontélogo, sélo recogera
material bioldgico mediante técnicas indoloras por cepillado; datos clinicos médicos u odontolégicos (por examen y ficha clinica recabados
por el médico u odont6logo) y datos sobre habitos u factores considerados de riesgo (mediante encuesta). Las muestras biolégicas seran
almacenadas en condiciones adecuadas hasta su procesamiento, el tiempo que se estima es de un afio aproximadamente. Los resultados de
las muestras pueden ser utilizados con fines educativos para capacitar a otros profesionales en la identificacion temprana de signos y
sintomas de las patologias bajo estudio. A los efectos de promocionar el beneficio directo o indirecto de participar en una investigacion, en
el caso que durante la recopilacién de los datos, se advirtiera de una enfermedad severa, se le pondra en conocimiento, salvo que
expresamente indique que prefiere no conocer acerca de ello.

En caso, que durante el transcurso de la investigacion, se detecten enfermedades graves, relacionadas al campo en estudio, Ud sera
debidamente notificado y la atencién médica y los estudios para diagndstico seran gratuitos, ya que se encuentran incluidos dentro de los
protocolos de diagnostico de la Catedra de Estomatologia “A”.

Es importante que Ud tenga conocimiento que este Trabajo de Investigacion cuenta con un seguro SMG Péliza n°: 424930-0.

:COMO SE USARAN MIS DATOS PERSONALES? Al firmar este formulario de consentimiento informado, usted autoriza
al Od. Gerardo Gilligan y al personal del estudio “BIOMARCADORES DE PROLIFERACION Y DIFERENCIACION CELULAR EN
IRRITACION MECANICA CRONICA DE LA MUCOSA ORAL Y SU RELACION CON FACTORES BIOLOGICOS
POTENCIALMENTE CARCINOGENICOS” a recolectar y utilizar su informacién personal. La confidencialidad de los archivos en los
que se identifique al participante sera resguardada, asignandole un N° a cada historia clinica y encuesta y a los datos del participante
(“codigo™), eliminando nombres y direcciones. El responsable del estudio o cualquier persona asignada por éste tendra control de acceso
al cadigo, el cual es necesario para relacionar los datos del estudio con UD. Si se le presenta alguna duda en relacién al estudio en el que
consiente participar UD puede comunicarse con:

Od. Gerardo M. Gilligan — Catedra de Estomatologia “A”. Facultad de Odontologia UNC Hayas de la Torre SN.
Ciudad Universitaria. Tel: 0351-4333032.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO Y AUTORIZACION DEL PACIENTE He recibido
informacion verbal acerca del estudio mencionado y he leido la informacién adjunta. He tenido la posibilidad de hablar
acerca del estudio y hacer preguntas. Doy mi consentimiento voluntario para participar en el estudio. Acepto
voluntariamente permitir que el personal del estudio recopile, use y comparta mis datos de salud segun se especifica en este
formulario y autorizar el acceso por parte de cualquier persona designada por el responsable de este estudio. Comprendo
que yo o mi representante legal, si corresponde, recibiremos un original firmado y fechado de esta informacion y este
formulario de consentimiento y de cualquier otra informacion que se me proporcione. Al firmar este formulario, no renuncio
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a ninguno de mis derechos como participante de la investigacion. El participante es libre de negarse a participar, o tendrd la
libertad de retirarse de la investigacion en cualquier momento.

Firma del paciente Fechay Hora de la firma

Nombre del paciente con letra de imprenta (manuscrito)

DNI

Certifico que el participante mencionado anteriormente tuvo suficiente tiempo para considerar esta informacion, tuvo
oportunidad de hacer preguntas y aceptd, voluntariamente, participar en este estudio.

Firma del investigador o persona delegada que lleva a cabo el proceso de consentimiento informado

Nombre del investigador o persona delegada que lleva a cabo el consentimiento informado con letra de imprenta (manuscrito) DNI y nimero de matricula del
investigador o persona delegada que lleva a cabo el consentimiento informado

Segun la disposicién 06/2008 emitida por la Direccién Nacional de Proteccion de Datos Personales (DNPDP), usted podria
ser contactado para dar informacion sobre el proceso de consentimiento informado.

Firma del testigo imparcial paciente Fechay Hora de la firma

Nombre del testigo imparcial (si corresponde) DNI y domicilio del testigo (si corresponde)
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VPH — por PCR en CCEB

Autores Afo Casos PCR+ % Genotipos frecuentes
Maitland y cols 1980 50 25/50 50% 16

Chang y cols 1990 40 11/40 28%  16,18,6
Palefsky y cols 1991 25 8/25 2% -

Watts y cols 1991 23 16/23 70%  6/11, 16/18
Shroyer y cols 1993 49 27149 55%  16/18
Brachman y cols 1992 11 1/11 9% -
Noble-Topham y cols 1993  25(CV) 12/25 48%  6/11, 16/18
Woods y cols 1993 18 14/18 78% 6,11,16,18
Ostwald y cols 1994 26 16/26 62%  16,18,6,11
Balaram y cols 1995 91 67/91 74%  6,11,16,18
Gonzales Moles y cols 1996 37 11/37 30% -

Snijd y cols 1996 32 7132 22% 16

Cruz y cols 1996 35 19/35 55% 16

Mineta y cols 1998 14 3/14 21% 16
Wilezynsky y cols 1998 21 14/21 64% 16, 33,59
Miguel y cols 1998 27 2/27 8% 16

Elawin y cols 1998 28 14/28 50% 16,6
D’Costa y cols 1998 100 15/100 15% -

Kojima y cols 2002 53 35/53 66% 38
Sugiyama y cols 2003 86 30/86 35% 16

Kanksy y cols 2003 59 5/59 8% 11,16,31
Chang y cols 2003 103 52/103 50%  16,18,33
Hansson y cols 2005 131 47/131 36%  16,6,11

Da Silva y cols 2007 50 37/50 74% 16
Araya-Saavedra y cols 2008 62 26/62 43% 16,18
Llamas-Martinez y cols 2008 33 13/33 39% 16
Tachezy et afi 2009 86 37/86 43%  (Alto Riesgo)
Angiero y cols 2010 11 3/11 27%  (Alto y Bajo Riesgo)
Mathew y cols 2011 45 33/45 73% 16,18
Elango y cols 2011 60 29/60 40% 16
Kaminagakuray cols 2012 47 22/47 19% 16,18
Jalouli y cols 2012 155 54/55 3B% -
Reuschenbach y cols 2013 275 69/275 25% -

Akhter y cols 2013 34 1/34 3% 16 6 18
Quintero, y cols 2013 175 42/175 23,9% 16,18
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Patel y cols 2014 97 0/97 0% -
Kruger y cols 2014 88 5/88 6% 16, 18
Gany cols 2014 200 55/200 27%  16,18,6
Ramshankar y cols 2014 167 85/167 51% 16
Nasher y cols 2014 60 0/60 0% -
Reyes y cols 2015 80 9/80 11% 16,18
Liuy cols 2015 185 73/185 39%  (Alto Riesgo)
Rodriguez-Santamarta 'y cols [RAUKKERSEN L) 0/125 0% -

Gotz y cols 2016 201 7/201 3% -
Phusinghe y cols 2017 80 14/80 17% 16
Zil-E-Rubab y cols 2018 100 46/100 46% 16,18
de Abreu y cols 2018 101 3/101 39% 16
Emmett y cols 2018 40 2/40 5% -

Palve y cols 2018 153 9/153 6% -
Sundberg y cols 2019 13 5/13 38% 16

Gilligan 2019 7/38 16,6,11

Trabajos de Ck19 en CCEB y DPM

Ao Conclusiones

1989 CK19 SB no es solo un estado hiperproliferativo, sino también un
marcador de premalignidad.

Autor

Lindberg

Kellokoski 1991  Descripcion de un patrén suprabasal CK19+ asociada a infeccién con
VPH. Sugiere que el virus ejerce un potencial proliferativo en las

células basales.

Xiao-Chumxu 1995 Ck19 podria ser un marcador temprano de Carcinogénesis.

Crowe 1999 Ck19 jugaria un rol clave en la reorganizacion del citoesqueleto de los
gueratinocitos con capacidad migratoria

Fillies 2007 En concordancia con otros autores, Ck19 + es un evento frecuente en
las displasias y es un marcador de diferenciacion celular anémala.

Lai-ping Zhong 2007 La marcacion suprabasal en tejido distante al tumor, podria ser
predictivo de recurrencia tumoral.

Ning Li 2008  CKk19 negativa en FOS indicando una disminucion de la renovacion
epitelial mediada por stem cells asociada al Areca Nut y su irritacion
quimica.
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Safadi 2010

Kyoko Yoshida 2015

Santoro 2015

Frohwitter 2016
Gesche

Bombeccari 2018

Cuanto mas indiferenciados los tumores, méas proliferacion, mas
expresion de Ck de células progenitoras como Ck19. Ck19 aumenta
en relacion al grado de displasia

Ck 19 como marcador de transformacion de displasia a cancer,
aunque las opiniones estén divididas.

Ck19+ fue interpretado como un signo morfolégico de una
desregulacion de la diferenciacion epitelial e inmortalizacion de los
queratinocitos suprabasales ligada a VPH+.

Existen interacciones complejas aun no dilucidadas entre:
Citoqueratinas — Grado de diferenciacion tumoral — Subsitio de
localizacion.

La expresion aberrante y localizacion suprabasal en Ck19 es una
progresion aumentada en relacion a la distribucion de Stem Cells.
Resultados consistentes en el aumento de Ck19 en relacion al grado
de diferenciacion y su frecuencia en borde de lengua.
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Publicaciones

- Could chronic mechanical irritation facilitate entry of Human Papilloma
Virus (HPV) facilitating Oral HPV infection? Gilligan, G; Galindez Costa, MF,
Moine, L; Panico, R; Piemonte, E. TROO (Translational Res in Oral
Oncology) Dec 2017 Volume 2:1-6.

- Displasia Epitelial Oral asociada a VPH: serie de casos. Gilligan, G; Piemonte,
E; Talavera, A; Panico, R. Rev. Fac. Odont Marzo 2018. Vol 28 N°1:23-30.

- Comment on Chronic traumatic ulcer of lateral tongue — an underestimated
oral potentially malignant disorder? Lazos, J; Panico, R; Gilligan, G; Piemonte,
E. Oral Oncol. Feb 2019 Vol 89:155-156.

Presentaciones de Resultados preliminares y trabajos afines en Congresos

Hallazgos inmunohistoquimicos en lesion asociada a irritacion mecéanica.
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Oral carcinogenesis biomarkers in Oral Chronic Mechanical Irritation- associated
lesions.

Autores: Gilligan, G; Piemonte, E; Panico, R; Di Tada, C; Brunotto, M. 44° Congresso
Brasileiro de Estomatologia e Patologia Oral — XV Reunién de la Academia Iberoamericana

de Patologia y Medicina Bucal — XI1 Congresso Brasileiro de Cancer Bucal. Rio de Janeiro,
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HPV-associated epithelial dysplasia: series of cases with clinical features.

Autor/es: Panico, R; Piemonte, E; Talavera, A; Gilligan, G. Congresso Brasileiro de
Estomatologia e Patologia Oral — XV Reunion de la Academia Iberoamericana de Patologia
y Medicina Bucal — XII Congresso Brasileiro de Cancer Bucal. Rio de Janeiro, Brasil. 2018.

Diferenciacion y Proliferacion epitelial en lesiones asociadas a Irritacion Mecanica
Cronica Oral y cancer bucal.

Autores: Gilligan, G; Panico, R; Di Tada, C; Brunotto, M, Piemonte E. 51° Reunion
Cientifica Anual SAIO. Los Cocos, Pcia de Cordoba, 2018.

Infeccion por Virus de Papiloma Humano en leucoplasias bucales de pacientes adultos
de Cordoba.

Autores: Gilligan, G; Panico, R; Lucca, A; Moine, L; Galindez-Costa, MF; Lazos, J;
Piemonte, E; Brunotto, M. 51° Reunidn Cientifica Anual SAIO. Los Cocos, Pcia de Cordoba,
2018.

Carcinomas de Células Escamosas de la mucosa oral asociados a Irritacion Mecanica
Cronica Oral y VPH: serie de casos.
Autores: Gilligan, G; Panico R; Lucca, A, Piemonte, E.

Congreso Internacional de Oral Pathology of the oral mucosa. Santiago de Chile, Chile. 2019

Immunohistochemical biomarker profile in Chronic Traumatic Ulcers could be
associated with early carcinogenesis.
Autores: Gilligan, G; Panico, R; Di Tada, C; Piemonte, E; Brunotto, M.

International Academy of Oral Oncology. Roma, Italia. 2019

Clinicopathological features of oral squamous cell carcinoma in young adults of

Cordoba, Argentina: a retrospective study.

Od. Gerardo M. Gilligan
184



Biomarcadores de Diferenciacion y Proliferacion Celular en Irritacion Mecénica Cronica Oral y su relacion
con factores bioldgicos potencialmente carcinogénicos

Autores: Gilligan, G; Moine, L; Panico, R; Brunotto, M; Piemonte, E.

International Academy of Oral Oncology. Roma, Italia. 2019

Financiacién Cientifica

“IRRITACION MECANICA CRONICA Y HPV DE LA MUCOSA BUCAL:
BIOMARCADORES DE RIESGO DE CARCINOGENESIS” PROYECTO
CATEGORIA “B” SECYT UNC 2016-2017. Director: Prof. Dr. Eduardo Piemonte.
Miembro del equipo de trabajo como Investigador.

“EVALUACION DE MODELOS DE PREDICCION DE RIESGO DE CANCER
BUCAL EN PACIENTES ADULTOS DE ARGENTINA” Proyecto de Investigacion
Cientifica y Tecnoldgica 2016. Agencia Nacional de Promocién Cientifica y Tecnologica.
FONCYT. Miembro del equipo de trabajo como Investigador. Investigadora Responsable del

Proyecto: Prof. Dra. Mabel Brunotto.
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Renovacion Afio 2018, 20109.

Od. Gerardo M. Gilligan
185




