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ABREVIATURAS

AAOMP: Asociacién Americana de Patologia Oral y Maxilofacial
CCE: Carcinoma de Células Escamosas

CIN: Neoplasia Cervical Intraepitelial

CMH: Complejo Mayor de Histocompatibilidad
CMV: Citomegalovirus

CPA: Célula presentadora de Antigenos
DPM: Deso6rdenes Potencialmente Malignos
DEO: Displasia Epitelial Oral

EICH: Enfermedad Injerto contra Huésped
HSP: Proteinas de Choque Térmico

LLO: Lesiones Liquenoides Orales

LPO: Liquen Plano Oral

LVP: Leucoplasia Verrugosa Proliferativa
MMP: Metaloproteinasas de la Matriz

MO: Microscopio Optico

OMS: Organizacién Mundial de la Salud
TCMH: Trasplante de Células Madre Hematopoyéticas
TNF: Factor de Necrosis Tumoral

VEB: Virus del Epstein Barr

VHB: Virus de la Hepatitis B

VHC: Virus de la Hepatitis C

VHH-6: Virus del Herpes Humano tipo 6
VHS-1: Virus del Herpes Simple tipo 1
VPH-AR: Genotipos de alto riesgo

VPH-BR: Genotipos de bajo riesgo

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa
VPH: Virus del Papiloma Humano

WB: Western Blot
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RESUMEN

El correcto diagnéstico de Liquen Plano Oral (LPO) y Lesiones Liquenoides
Orales (LLO) genera mas controversias que certezas. Se debe a que en algunos
estudios, la confirmacion diagnéstica se basa Unicamente en la presentacion
clinica sin la ratificacion histopatolégica o solo con la confirmacion
histopatoldgica sin tener en cuenta los aspectos clinicos. Objetivo: Estudiar en
liquen plano y lesiones liqguenoides orales, marcadores apoptoticos, de
proliferacién celular y su asociacién con la infeccién del Virus del Papiloma
Humano (VPH). Materiales y Métodos: Se realizé un estudio de tipo retrospectivo
observacional descriptivo y transversal. Se conformaron dos grupos; LPO (n: 13)
y LLO (n: 32), con tacos de biopsias de pacientes. Se aplicaron los criterios de
van der Meij y van der Waal, y se describieron las caracteristicas clinicas e
histopatolégicas de ambas lesiones. Se analizaron biomarcadores de
proliferacién celular (Ki67) y de apoptosis (Bax y Bcl-2) con técnicas de
inmunohistoquimica. Se determiné por PCR la presencia de VPH, se identifico el
genotipo mediante RFLP y se realiz6 el andlisis filogenético del VPH 16.
Resultados: En el LPO, la bilateralidad y forma en red de las lesiones estuvieron
presentes todos los casos, por ser criterios diagndsticos, mientras que en las
LLO en el 50% (estadisticamente significativo). Las lesiones elementales mas
frecuentes, seleccionadas como sitio de toma bidpsica, fueron; la erosion en el
LPO (38%) y la queratosis en las LLO (47%), p=<0,002. En el 38% de los casos
de LPO y en el 13% de los casos de LLO, se observo la presencia de cuerpos
apoptéticos de Civatte, OR 4,38 (1,01-18,89), p=0,05. En LPO, el 100% de los
casos presentaron degeneracion hidropica e infiltrado inflamatorio en banda vy
ningun caso presentd displasia epitelial (estadisticamente significativo), por ser
criterios diagnésticos, mientras que en las LLO el 41% de los casos presentaron
degeneracién hidrépica, el 69% infiltrado inflamatorio en banda y el 75%
displasia epitelial (p=<0,0001). El porcentaje promedio de Ki67, fue mayor en
LLO (26%) que en LPO (24%). Al aplicar el score de Nakagawa, los casos de
LLO mostraron mayor porcentaje score 1 en la capa parabasal (p=0,005). Los
pacientes con LLO y VPH positivos, que consumian alcohol, demostraron mas
inmunomarcacion positiva de Bcl-2. El porcentaje de positividad de Bax, fue
mayor en la capa basal en LPO (92%) que en las LLO (87%). Las LLO
presentaron un mayor porcentaje de infeccion por VPH (71%) que el LPO (33%).
Los genotipos predominantes fueron el VPH 16 en LPO, el VPH 6 y 53 en LLO.
Conclusiones: El VPH 16 (genotipo AR) predominé en LPO y el VPH 6 (genotipo
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BR) y 53 (genotipo AR) los mas predominantes en LLO. Los VPH 16 hallados
correspondieron al linaje; Europeo prototipo (LPO) y Europeo Asiatico (LLO).
Cuando las LLO se infectan por el VPH, en pacientes que consumen alcohol, se
observa mas antiapoptosis en la capa basal, parabasal e infiltrado, que favorece
el acimulo de mutaciones, junto a un indice de proliferacion celular aumentado,

podria estar indicando una mayor posibilidad de transformaciéon maligna.
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SUMMARY

The correct diagnosis of Oral Lichen Planus (OLP) and Oral Lichenoid Lesions
(OLL) generates more controversy than certainties, which is due to the fact that in
some studies the diagnostic confirmation is based solely on the clinical
presentation without histopathological ratification or only with histopathological
confirmation without taking into account the clinical aspects. Aim: To study
apoptotic markers, cell proliferation and its association with infection with Human
Papilloma Virus (HPV) in lichen planus and oral lichenoid lesions. Materials and
Methods: A descriptive and cross-sectional observational retrospective study was
conducted. Two groups were formed; OLP (n: 13) and OLL (n: 32) with paraffin
blocks from biopsies of patients. The criteria of van der Meij and van der Waal
were applied and the clinical and histopathological characteristics of both lesions
were described. Biomarkers of cell proliferation (Ki67) and apoptosis (Bax and
Bcl-2) were analyzed with immunohistochemical techniques. The presence of
HPV was determined by PCR, the genotype was identified by RFLP and the
phylogenetic analysis of HPV 16 was performed. Results: In the OLP, the
bilaterality and the red shape of the affected lesions present in all the cases, due
to the diagnostic criteria while in the OLL in 50% (statistically significant). The
most frequent elementary lesions, chosen as the biopsy collection site, were;
erosion in the OLP (38%) and keratosis in the OLL (47%), p=<0.002. In 38% of
the cases of OLP and in 13% of the cases of OLL, the presence of apoptotic
bodies of Civatte are presented, OR 4.38 (1.01-18.89), p=0.05. In OLP, 100% of
the cases indicated with liquefaction degeneration and inflammatory band
infiltrate and no case presented with epithelial dysplasia (statistically significant),
as they are diagnostic criteria, while in OLL, 41% of the cases with liquefaction
degeneration, 69 % inflammatory band infiltrate and 75% epithelial dysplasia
(p=<0.0001). The average percentage of Ki67 was higher in OLL (26%) than in
OLP (24%). When applying the Nakagawa score, the OLL cases showed a
higher percentage score 1 in the parabasal layer p=0.005. Patients with OLL and
HPV positive, who consumed alcohol, demonstrated more positive
inmunostaining for Bcl-2. The percentage of Bax positivity was higher in the basal
layer in OLP (92%) than in the OLL (87%), it was not significant. The OLL
presented a higher percentage of HPV infection (71%) than the OLP (33%).The
predominant genotypes were HPV 16 in OLP, HPV 6 and 53 in OLL.
Conclusions: HPV 16 (HR genotype) predominated in OLP and HPV 6 (LR
genotype) and HPV 53 (HR genotype) predominated in OLL. The HPV 16 found

Ramiro Alejandro Tomasi
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corresponded to the lineage; Prototype European (OLP) and Asian European
(OLL). When OLL are infected by HPV, in patients who consume alcohol, more
antiapoptosis is observed in the basal, parabasal layer and in the infiltrate, which
favors the accumulation of mutations, together with an increased cell proliferation

index, could be indicating a greater possibility of malignant transformation.
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INTRODUCCION

En el campo de la patologia oral, ninguna enfermedad genera mas controversias
que certezas que el Liguen Plano Oral (LPO) y las Lesiones Liquenoides Orales
(LLO).

Se ha invertido mucho esfuerzo en la préactica clinica, como en estudios de
investigacion en estas patologias. Los resultados inconsistentes y opiniones
diversas todavia dejan muchas preguntas sin respuestas sobre aspectos
relacionados con el diagndstico, la etiologia, la patogenia y el potencial de
malignizacion. Si bien esta situacion genera la necesidad de realizar mas
investigaciones sobre LPO y LLO, un diagnéstico confiable de ambas patologias
constituye un reto, fundamentalmente por los desacuerdos entre patélogos y
clinicos.

Este debate sobre el correcto diagnostico de LPO y LLO (1) se debe a las
siguientes razones:

a) En algunos estudios, la confirmacion diagndstica se basa uUnicamente en la
presentacion clinica sin la ratificacion histopatoldgica. Por lo tanto, es dificil
determinar si los casos son diagnosticados con exactitud.

b) Muchas otras enfermedades orales pueden mostrar sintomas clinicos y
caracteristicas microscopicas similares a las encontradas en LPO como
Leucoplasia Verrugosa Proliferativa (LVP), y en LLO: aspectos liquenoides en
Displasia Epitelial Oral (DEO) y en Carcinomas de Células Escamosas (CCE) en
particular sus estadios iniciales.

c) Los subconjuntos de células inflamatorias en el infiltrado pueden ser
influenciados por el tipo clinico (reticular vs erosivo), el sitio anatomico (mucosa
bucal vs gingiva), o por otro proceso inflamatorio concomitante, por ejemplo; en
la forma erosiva del LPO, existe la presencia de neutrofilos relacionada con la
pérdida de sustancia que podria alterar las caracteristicas microscépicas; y del
mismo modo, ocurre en lesiones gingivales de LPO que a menudo presentan
sobreagregado de células plasméaticas ya que los procesos de gingivitis y
periodontitis se asocian a biofilm o al calculo dental.

d) Otro punto importante es la etiologia del LPO. Esta es desconocida, y
presenta posibles factores desencadenantes y contribuyentes incluyendo
factores locales y sistémicos (que actian como inductores de hipersensibilidad
mediada por células), estrés, respuesta autoinmune a antigenos epiteliales y

microorganismos.

Ramiro Alejandro Tomasi
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Sobre la asociacion de estas dos patologias con microorganismos, existen
evidencias sobre la relacion del LPO y LLO con el Virus Papiloma Humano
(VPH) pero aun se discute sobre la etiopatogenia del VPH en el desarrollo del
LPO, segun diversos autores (2-10).

Sobre el potencial maligno de estas lesiones, existen eventos moleculares y
mecanismos implicados en la carcinogénesis tales como actividad de la
telomerasa, anomalias citogenéticas, expresién de p53, MDM2, p21, pequefio
modificador parecido a la ubiquitina-1 (SUMO-1), antigeno nuclear de células en
proliferaciéon (PCNA), region organizadora del nicleo tefidas con plata (AgNOR),
Ki-67, Bcl-2, Bax y pérdida de heterocigosidad en el gen supresor de tumores.
Sin embargo, los resultados de los estudios no muestran evidencias claras
sobre su transformacion maligna (1).

En el presente estudio, ademas de la aplicacion de los criterios de diagnéstico
para LPO y LLO, modificados de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
propuestos por van der Meij y van der Waal (11), se realiza una observaciéon y
descripcién de las caracteristicas clinicas e histopatolégicas, un analisis de
biomarcadores de proliferacion celular y apoptosis por medio de
inmunohistoquimica en ambas patologias, una descripcibn de citologias
exfoliativas (en aquellos casos que tienen realizada biopsia) y se determina por
biologia molecular la presencia de VPH en estas lesiones, identificando el

genotipo y se completa con el analisis filogenético del VPH16 detectado.

Ramiro Alejandro Tomasi
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MARCO TEORICO

LIQUEN PLANO ORAL

Concepto, Prevalenciay Epidemiologia

La designacion del LPO fue presentada por primera vez por el médico inglés
Erasmus Wilson en 1866. En 1892, Kaposi informé la primera variante clinica de
la enfermedad, el liquen rubé pemphigoides. Luego en 1895, Wickham observa
las lineas blancas reticuladas hoy reconocidas como estrias de Wickham (12).
En la actualidad el LPO es considerado una enfermedad inflamatoria, crénica y
posiblemente autoinmune (1,13) que afecta la piel y las mucosas (mucocutanea).
Su prevalencia es del 1 al 2% de la poblaciéon general, con mayor frecuencia en
adultos de 30 a 70 afios, y marcado predominio en el género femenino (13).

La presentacion en nifios es rara. Afecta a todos los grupos raciales. Sin
embargo, segun la literatura, los individuos blancos tienen cinco veces y media
més probabilidades de desarrollar esta enfermedad en comparacion con otras

razas (12).

Etiologia y Patogénesis
La etiologia exacta del LPO es incierta pero algunos factores estan asociados:

e Caracteristicas genéticas: los casos familiares son raros. Se ha
observado una asociacion con el Antigeno Leucocitario Humano (HLA);
A3, All, A26, A28, B3, B5, B7, B8, DR1 y DRW9 (12).

e Infecciones virales: recientemente se consideran a los agentes virales:
Virus del Herpes Simple-1 (VHS-1) (14,15), Citomegalovirus (CMV)
(12,14), Virus de Herpes Humano-6 (VHH-6) (12,14,15), Virus de
Epstein Barr (VEB) (12,15), Virus del Papiloma Humano (VPH) (12, 15,
16), Hepatitis C (VHC) (12,17-19) y Hepatitis B (VHB) (12,19).

e Estrés y factores psicoldgicos: los factores responsables del desarrollo de
LPO son: ansiedad, estrés y depresion (12,18). En el estudio realizado
por Chaudhary, se estudiaron factores psicolégicos mediante Ila
realizacion de cuestionarios en pacientes que presentaban LPO y se
compararon con pacientes sin lesiones. Los pacientes con LPO
presentaron estrés, ansiedad y depresién comparados con los pacientes
que no presentaron lesiones en sus mucosas, lo que fue

estadisticamente significativo (20).

Ramiro Alejandro Tomasi
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e Diabetes e hipertension: estudios demuestran que tanto la presion
sanguinea alta y la diabetes mellitus estdn asociados a LPO lo que
conforma el Sindrome de Grinspan (12).

e Patrén vascular: un mayor didmetro o aumento del patrén vascular,
podria jugar un rol en la etiopatogenia del LPO, sobre todo en la forma
queratosica (21,22).

Otro factor descripto, en algunos estudios, es el habito de fumar. Aunque no
existe una asociacion entre el consumo de tabaco y el LPO, en algunas
comunidades de la India se ha sugerido como posible factor etioldgico ya que el
LPO se observa con mayor frecuencia en pacientes que mastican nuez de betel
(23,24).

En la patogénesis del LPO existen evidencias que los mecanismos involucrados
(14, 25,26) son:

1. Respuesta inmune mediada por células especificas de antigeno.

2. Mecanismos no especificos.

3. Respuesta autoinmune.

4. Inmunidad humoral.

1-El antigeno de LPO es desconocido, aunque podria ser un autopéptido; lo que
definiria al LPO como una verdadera enfermedad autoinmune. El antigeno
podria ser el queratinocito o bien estar inducido por drogas sistémicas, alérgenos
de contacto en materiales de restauracion o pastas dentales (reaccion de
hipersensibilidad de contacto), traumatico (fenébmeno de Koebner), infeccion
bacteriana o viral, o bien un agente ain no identificado (14,25).

Las proteinas de choque térmico (HSP), estan consideradas como probables
antigenos en la patogénesis del LPO, pero su sobreexpresién puede ser una via
final comun de una variedad de agentes exdgenos (drogas sistémicas, contacto
con alérgenos, trauma, infeccion bacteriana o viral). En este contexto, el calor de
las HSP expresadas por queratinocitos orales podria ser autoantigénico.

Existen discusiones sobre el nUmero (uno o dos) de antigenos involucrados en el
proceso de patogénesis (14,22). Ambas células (T auxiliares CD4+ y citotdxicas
CD8+) se activan cuando moléculas del Complemento Mayor de
Histocompatibilidad (CMH) clase |y Il respectivamente presentan antigenos.

Los antigenos que son presentados por el CMH clase Il son procesados a través
de una via celular endosomal y los presentados por CMH clase | son procesados
a través de una via celular citosélica. Por lo tanto, el antigeno presentado por el

CMH clase Il a células T auxiliares CD4+ puede diferir del presentado por CMH

Ramiro Alejandro Tomasi
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clase | a células T citotéxicas CD8+.Alternativamente, un solo antigeno puede
ingresar en ambas vias celulares de presentacion de antigenos (14,25).

La inmunidad mediada por células parece jugar un papel importante en la
patogenia del LPO ya que la mayoria de células T adyacentes a los
gueratinocitos basales dafiados son CD8+ (14,25).

La respuesta inmune especifica en esta patologia implica los siguientes pasos:

)] La migracion de los linfocitos T hacia el epitelio donde; al respecto se
han propuesto dos hipétesis (14, 25,26): la hipétesis del encuentro
fortuito (antigeno pionero), en la cual las células T especificas CD8+
citotoxicas entran de rutina a vigilar el epitelio encontrando el
antigeno de casualidad; y la hipétesis de la migracién dirigida, en la
cual las citoquinas secretadas por los queratinocitos dirigen a las
células T a migrar hacia el epitelio.

1)) La activacion de los linfocitos T: el infiltrado de linfocitos se compone
casi exclusivamente de linfocitos T. La mayoria de linfocitos T dentro
del epitelio y adyacentes a los queratinocitos basales dafiados son
linfocitos CD8+ activados. La union del antigeno al CMH-1, en el
gueratinocito, activa directamente las células T CD8+ citotoxicas. La
presentacién de antigeno CMH-2 puede estar mediada por células de
Langerhans o gueratinocitos y la union del antigeno a CMH-2 junto a
la secrecion de interleuquina 12 (IL-12) activan las células T CD4+
auxiliares. Estos a su vez, activan las células citotéxicas CD8+ por
interaccion del Receptor de Actividad Citotoxica (RAC), la secrecién
de IL-12 e interferén gamma (INF-y) (14,25).

1)) La “matanza” de los queratinocitos: las células T citotoxicas activadas
matan a los queratinocitos basales y estas secretan Factor de
Necrosis Tumoral alfa (FNT- a).El mecanismo preciso no esta claro
pero hay posibles mecanismos de apoptosis de los queratinocitos: a)
la unién de FNT- a, secretado por células T, al receptor R1 del FNT-a
en la superficie del queratinocito; b) la superficie de CD95L (Ligando
Fas) se une a CD95 (Receptor Fas) en la superficie del queratinocito
y; ¢) Granzima B, secretada por células T, ingresa al queratinocito a
través de los poros de la membrana inducido por las perforinas.
Todos estos mecanismos activan una cascada de caspasas lo que da

como resultado la apoptosis de los queratinocitos (14,25).
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2-Mecanismos no especificos: algunas de las células T del infiltrado no son
especificas. Estos mecanismos estan dirigidos al movimiento de linfocitos dentro
del epitelio para causar destruccion de los queratinocitos. Los diversos factores
propuestos responsables de la respuesta no especifica son: la membrana basal
epitelial, las metaloproteinasas de la matriz (MMP), quimiocinas y mastocitos (14,
25,26).

Los gqueratinocitos contribuyen a la estructura de la membrana basal epitelial;
secretan colageno tipo IV y laminina V en la zona de la membrana basal, sin
embargo los queratinocitos apoptéticos ya no pueden realizar esta funcién
(Figura 1) por lo que; se desencadena la apoptosis del queratinocito que es
provocada por las células T citotoxicas CD8+ intraepiteliales y resulta: en la
ruptura de la membrana basal epitelial; esto permite la presencia de linfocitos T
no especificos por debajo de la zona epitelial para migrar hacia el epitelio
(14,25).

Tanto la apoptosis queratinocitaria como la interrupcién de la membrana basal
podrian estar involucradas en la patogénesis del LPO; por ejemplo: la ruptura de
la membrana basal puede desencadenar la apoptosis de los queratinocitos y los
gueratinocitos apoptéticos son incapaces de reparar la membrana basal rota.
Este mecanismo ciclico, puede ser la base de la cronicidad de la enfermedad
(14, 25,26).

Las MMP tienen por funcién la degradacion de las proteinas de la matriz del
tejido conectivo. Las gelatinasas (MMP-2 y -9) escinden colageno tipo IV y las
estromelisinas (MMP-3 y -10) colageno tipo IV y laminina (14,25).

La protedlisis de las MMP estad regulada por la accion de los inhibidores
enddgenos, incluyendo los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (ITMP),
que forman complejos estables inactivos enzimas-inhibidores con MMP o
zimogenos latentes (proMMP). Las MMP-9 liberadas de la célula T activan a
proMMP-9 provocando como resultado la ruptura de la membrana basal (14,25).
Un miembro de la familia de quimiocinas CC (quimiocinas beta) llamada
guimiocina ligando 5 (CCL5) es producida por varias células como linfocitos T
activados, queratinocitos orales y mastocitos, y juega un papel critico en el
reclutamiento de linfocitos, monocitos, células NK, eosindfilos, basodfilos, y
mastocitos, que posteriormente sufririan degranulacion y se liberaria: FNT-a y
Quimasa que a su vez regulan la secrecién de CCL5 pudiendo tal mecanismo

ser ciclico y explicar la cronicidad del LPO (14,25).
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Los mastocitos también podrian estar involucrados en la patogenia del LPO. La
degranulacion de estos libera una gama de mediadores proinflamatorios como el
FNT-a, quimasa y triptasa. EI FNT-a puede regular la expresion de moléculas de
adhesion celular endotelial (CD62E, CD54 y CD106), que se requieren para la
adhesion a la superficies luminales de los vasos sanguineos y extravasacion
posterior de los linfocitos, y regular la expresion de receptor-1 de quimiocinas
(CCR1) por un variedad de células inflamatorias (incluyendo células T y
mastocitos).

La secrecion de CCL5 por células T lesionadas atrae a receptores de
guimiocinas (CCR), mastocitos y células inflamatorias desencadenando mas
degranulacion de los mastocitos. Por otro lado, Quimasa (que es una proteasa
de mastocitos) es un activador conocido de gelatinasas (MMP-9) por lo tanto la
ruptura de la membrana basal puede ser mediada directamente por proteasas de
mastocitos o indirectamente a través de la activacibn de MMP-9 secretada por
Células T (25).

Tanto el FNT-a como la Quimasa estimulan la secrecién de CCL5 por los
linfocitos T y estos estimulan mastocitos para liberar FNT-a y quimasa. Esta
actividad ciclica es la responsable de la cronicidad del LPO (14, 25,26).
3-Autoinmunidad: se presume que el LPO es una enfermedad autoinmune por
muchas caracteristicas como la cronicidad de la enfermedad, la aparicién en
adultos, la predileccion por el género femenino, la asociacion con otras
enfermedades autoinmunes y la presencia de clones de células T de
autocitotoxicas. Por estas razones, se han propuesto cuatro hipétesis (14):

a) Inmunosupresion deficiente (antigeno-especifico) de Factor de Crecimiento
Transformante beta-1 (TGF-B1) (14): la cronicidad LPO podria deberse a un
numero insuficiente de reguladores Th3 de células T secretoras de TGF-B1,
bloqueo de la secrecion de TGF-B1, secrecibn de TGF-B1 no funcional,
expresion del receptor TGF-B1 inadecuada, sefializacion intracelular defectuosa
de los receptores de TGF-B1. La sobreproduccion local de Interferon-c (IFN-c)
por células T CD4+ Thl afecta negativamente el efecto inmunosupresor de TGF-
B1 y positivamente la expresion de CMH clase II, queratinocito y la actividad de
células T citotoxicas CD8+.

b) Ruptura del privilegio inmunoldgico (14): el LPO podria resultar de una falla de
los queratinocitos residentes que desencadenan la apoptosis de células T. La
actividad de la enfermedad puede ser determinada por el equilibrio entre la

apoptosis queratinocitaria disparada por infiltracion de células T y apoptosis de

Ramiro Alejandro Tomasi

11


https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=TNF%CE%B1&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=TNF%CE%B1&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=TNF%CE%B1&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=TNF%CE%B1&action=edit&redlink=1

Estudio histopatolégico e inmunohistoquimico de liquen plano oral y lesiones | 2020
liquenoides orales y su asociacion con el Virus Papiloma Humano.

células T desencadenada por queratinocitos residentes. La mucosa oral normal
puede ser un sitio inmunoldgico privilegiado, mediado por el CD95L, expresado
por células estromales, que dispara apoptosis de células inflamatorias infiltrantes
que expresan CD95. El queratinocito oral, el CD95L o FNT-a desencadenan la
apoptosis de células T a través de CD95 o receptor-1 del factor de necrosis
Tumoral (TNF-R1), respectivamente, y pueden prevenir la infiltracion excesiva de
células T en la mucosa oral normal, mientras que la falla de tal mecanismo podia
resultar en el desarrollo del LPO y posiblemente de otra enfermedad oral
autoinmune.

¢) Apoptosis de los queratinocitos y la maduracion de las células de Langerhans
(CL) estimulos para la maduracion de células dendriticas (CD) y de CL incluye:
citoquinas inflamatorias (IL-1b, FNT-a ), ligando del grupo de diferenciacién 40
(CD40L) expresado por células T activadas, células necroticas, proteinas de
choque térmico (HSPs), nucledtidos, oxigeno reactivo intermedio,
neurotransmisores, MMP-9, productos extracelulares de degradacion de la
matriz, trauma, varios alérgenos, bloqueo del canal i6nico, receptor de
agregacion Fc, ARN viral y lipopolisacarido bacteriano (14). En circunstancias
normales, las Células Presentadoras de Antigenos (CPA) portadoras de
autopéptidos, no reciben un estimulo de maduracién y por lo tanto no activan
una respuesta autoreactiva de células T. Los queratinocitos basales apoptoticos
se endocitan seguido de la maduraciéon de las CPA y esto puede activar en
forma autoreactiva células T CD4+ que se diferencian en Thl o Th2 y promover
células o anticuerpos mediados por reacciones autoinmunes contra los
gueratinocitos basales.

d) Proteinas de choque térmico: los queratinocitos en el LPO muestran aumento
de expresion de HSPs. La regulacién positiva puede ser desencadenada por
drogas, infecciones, productos bacterianos y trauma. Las células T proliferan en
respuesta a estas proteinas y se sospecha que las proteinas de choque térmico
son autoantigénicas para el LPO, aunque el antigeno exacto todavia es
desconocido (14).

4-Inmunidad Humoral: se identificaron autoanticuerpos contra desmogleina 1y 3

gue indicaria el papel de la inmunidad humoral en LPO (25).
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Figura 1. Rol de la membrana basal en la supervivencia de los queratinocitos
(Roopashre et al., 2010).

Presentacion clinica

De acuerdo con la literatura, el 50% de todos los pacientes con LPO presentan
simultaneamente lesiones en piel y mucosas, mientras que el 25% soélo tiene
lesiones orales (26,27).

Puede afectar cualquier sitio de la cavidad bucal pero mas comunmente al
sector medio y posterior de la mucosa yugal, asi como lengua y encias, mientras
que la localizacion palatina es poco comun (28,29).

Las lesiones en el LPO son simétricas, bilaterales o multiples y tiene una gran
variedad de presentaciones clinicas, incluidas las formas reticulares con estrias
de Wickham, en placa, atr6ficas, ampollares y erosivas (13, 27,30-33). Las
formas reticulares son las no cancerizables mientras que las en placa, atroficas,
ampollares y erosivas corresponden a formas consideradas cancerizables (12).
La forma reticular es la mas frecuente y esta ubicada en el sector posterior de la
mucosa yugal en forma bilateral y generalmente asintoméatica. La forma erosiva
no es tan frecuente como la anterior, pero es mas significativa para los pacientes
ya que las lesiones son comUnmente sintométicas mientras que la forma
ampollar es rara (12). Algunos pacientes pueden presentar areas de

pigmentacion y mas de un subtipo simultaneamente. (30,33).

Histopatologia

Dubreuilh en 1906, por primera vez, describe la histopatologia del LPO y luego
Shklar identifica la presencia de paraqueratosis, acantosis, engrosamiento del
estrato granular, degeneracion hidrépica (licuefaccion) de las células basales y
crestas epiteliales romas, que en piel se llaman en “diente de sierra o serrucho” y

describe las tres caracteristicas microscopicas clasicas del LPO (34):
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gueratinizacion suprayacente, una banda de infiltrado cronico en el tejido
conectivo subyacente y degeneracion hidropica (licuefaccion) de las células
basales. Posteriormente, se describen las células de Langerhans y cuerpos
apoptoticos de Civatte presentes en la capa basal (redondos, eosindfilos).

La OMS en 1997 describié las caracteristicas histoldgicas halladas en el LPO:
hiperqueratosis (ortoqueratinizacion o paraqueratinizacién), acantosis, atrofia
epitelial, degeneracion de licuefaccion de células basales, una banda amorfa
eosinofilica subepitelial y una densa bien definida de infiltrado de linfocitos en la
lamina propia superficial (35).

La degeneracion de los queratinocitos basales y la alteraciéon de los elementos
de anclaje de la membrana basal epitelial (hemidesmosomas, filamentos,
fibrillas) debilitan la interfaz del tejido conectivo epitelial y como resultado pueden
formarse fisuras histologicas (espacios de Max-Joseph) que en la clinica se
observan en las presentacion de LPO del tipo ampollar (12).

La Academia Americana de Patologia Oral y Maxilofacial (AAOMP) actualmente
describe la presencia de hiperortoqueratosis, hiperparaqueratosis o ambas vy
estas caracteristicas se observan histopatolégicamente en las formas reticulares
mientras que en las otras formas clinicas, se puede observar acantosis, atrofia e
incontinencia de melanina (1).

Sapp menciona las caracteristicas histopatolégicas segun el tipo de LPO. EI LPO
reticular presenta areas focales de hiperplasia epitelial que en cuya superficie
existe una gruesa capa de ortoqueratina o paraqueratina, acantosis, crestas
epiteliales cortas y puntiagudas (en dientes de sierra), algunas areas con atrofia,
cuerpos amorfos, eosindfilos, redondos u ovalados (cuerpos apoptéticos de
Civatte) y en el tejido conectivo un acumulo denso de linfocitos T que atraviesa la
membrana basal observandose en la capa basal y parabasal del epitelio (13). El
LPO erosivo muestra atrofia epitelial, infiltrado denso de linfocitos T, licuefaccion
y vacuolizacion de la basal con destruccion de células basales (13). El LPO
queratdtico muestra histopatologia similar al reticular con areas de
hiperortoqueratosis e hiperparaqueratosis combinadas con acantosis y sin areas
de atrofias epiteliales (13).

En el trabajo de Aguas y Lanfranchi, se describen caracteristicas
histopatoldgicas del LPO: hiperqueratosis, degeneracion hidrépica de la basal,

cuerpos de Civatte, infiltrado dérmico yuxtaepitelial (22).

Ramiro Alejandro Tomasi



Estudio histopatolégico e inmunohistoquimico de liquen plano oral y lesiones | 2020
liquenoides orales y su asociacion con el Virus Papiloma Humano.

Nuestro equipo en el afio 2012, observé la presencia de acantosis,
hiperqueratosis, granulosis, degeneracion hidropica de los queratinocitos,

infiltrado con dispersion liquenoide y en banda (29).

Diagnésticos diferenciales

El principal diagnostico diferencial debe realizarse con las LLO debido a sus
similares caracteristicas clinicas como histopatolégicas (1,11). El proceso
inflamatorio crénico en el LPO puede conducir a la apariencia de trastornos
celulares similares a los observados en la displasia epitelial oral (DEO), lo que
hace el diagnéstico aun mas dificil. Existen otras condiciones clinicas e
histopatologicas similares a LPO como lupus eritematoso discoide (LED),
candidiasis cronica, penfigoide benigno de las mucosas, eritema multiforme,
leucoplasias, eritroplasia, LVP, algunos CCE con aspecto liquenoide (1,14).
Krutchkoff y Fitzpatrick, consideraban que los casos de displasia epitelial tenian
hallazgos histopatol6gicos similares al LPO y era llamada “displasia liquenoide”
(35,37). Esta se describia como una condicién precancerosa con caracteristicas
liquenoides y la presencia de displasia es la caracteristica principal que

diferencia ambas entidades. (36).

Diagnéstico
Algunos autores consideran que las lesiones orales tipicas junto a otras
manifestaciones extraorales, como son la afeccion de la piel o de las ufias,
suelen ser suficientes para realizar un diagndstico clinico de la LPO. Sin
embargo, aunque cambios citoldgicos pueden detectarse en LPO, se
recomienda la realizacion de una biopsia ya que es el procedimiento de certeza
diagnéstica para diferenciarlo de otras lesiones (12,22).
Los criterios de clasificacion para LPO propuestos por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) en 1978 (38) son los siguientes:

» Criterios clinicos:
*Presencia de papula blanca, reticular, lesiones tipo placa anular, lineas grises
blancas que irradian de las papulas.
*Presencia de una red similar a un cordén de lineas blancas grises ligeramente
elevadas (patrén reticular)
*Presencia de lesiones atréficas con o sin erosion, también ampollas.

» Criterios Histopatoldgicos:
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*Presencia de capa ortoqueratinizada o paraqueratinizada en sitios normalmente
gueratinizados y si el sitio esta normalmente queratinizado esta capa puede ser
muy fina.

*Presencia de cuerpos de Civatte en la capa basal, epitelio y parte superficial del
tejido conectivo.

*Presencia de una banda bien definida como zona celular de infiltraciéon que es
confinada a la parte superficial del tejido conectivo, que consiste principalmente
en linfocitos.

*Signos de licuefaccion-degeneracion en la capa basal.

Rad et al., sugiere el uso de los criterios de clasificacion de la OMS modificados
por van der Meij y van der Waal para el correcto diagnostico de LPO y LLO (39)
y la AAOMP indica que existen mayores acuerdos entre clinicos y patdlogos
cuando se utilizan estos criterios (1).

Para el diagnéstico de LPO, muchas veces se puede realizar
inmunofluorescencia (22). En la inmunofluorescencia directa, los depdésitos de
inmunoglobulina G y M (Ig G e Ig M) o complemento 3 (C3) no son una
caracteristica constante en el LPO (12). En algunos casos, el fibrindgeno y la
fibrina se depositan en un patron lineal en la zona de la membrana basal
(12,13).En cambio, la Inmunofluorescencia indirecta resulta negativa y no es una
técnica util para el diagnéstico de LPO (1).

Por otro lado, la microscopia electrénica (ME) se utiliza principalmente como

herramienta de investigacion pero no de diagndstico (12,33).
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LESIONES LIQUENOIDES ORALES

Concepto, Prevalenciay Epidemiologia

Las interacciones farmacoldgicas que dieron lugar a lesiones orales
(clinicamente similares a LPO) fueron mencionadas por primera vez en la
literatura por Almeyda y Levantine en 1971 (40). El uso de antimaléricos,
guinacrina y metacrina durante la Segunda Guerra Mundial dio lugar a muchos
informes del desarrollo de estas lesiones.

El término “reaccion liquenoide” fue acufiado por Lind en 1986 y lo asocié al uso
de materiales dentales de restauracion. El oro se consideraba como el precursor
de estas lesiones (41).

Las LLO se asemejan clinica e histolégicamente al LPO y se denominan de
manera variable como "lesiones liquenoides orales", "reacciones liquenoides
orales", "reacciones liquenoides" y "reacciones liquenoides inducidas por
farmacos orales" (42) pero el término "Lesiones Ligquenoides Orales" parece ser
el mas adecuado (41).

En las LLO, las mujeres se ven afectadas en el 80,4% y en el rango de los 47 a
55 afios (43).

Etiologiay Patogénesis

Los factores asociados a las LLO son:

1. Materiales dentales de restauracion (1,41,44,45)

2. Drogas y medicamentos (1,13, 41,45).

3. Enfermedad Injerto Contra Hospedador (EICH) (1,41)

4. Otros factores (41)

1-La biocompatibilidad de los materiales dentales depende de su biodegradacion
y liberacion de elementos que pueden o no incitar una reaccion adversa (41). Se
han postulado dos mecanismos principales para la aparicion de estas reacciones
adversas:

A. Reacciones electroquimicas: la interaccién entre los materiales dentales,
especialmente la amalgama y los fluidos orales, resulta en una
degradacion estructural de los materiales (41, 44,45). La liberacién de
subproductos de estas degradaciones desencadena una reaccion
adversa. La corrosibn mas severa de las restauraciones de amalgama
tiene lugar en fosas y fisuras de los elementos dentarios restaurados
(41).

B. Degradacién mecanica de la fuerza: las fuerzas de masticacion inducen

un desgaste considerable en los materiales dentales. Abrasiones y
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fracturas de componentes estructurales de materiales dentales, liberan
subproductos que incitan a las reacciones de los tejidos de la mucosa
oral generando sinergismos entre las fuerzas electroquimicas y
mecanicas (41).
Las reacciones adversas, en los tejidos de la mucosa oral, pueden deberse a la
naturaleza toéxica-irritativa del material o alergias. Las lesiones causadas por la
naturaleza toxica o irritante del material dental son una forma de inflamacién
local inducida por el contacto primario con productos quimicos y no estan
mediadas por linfocitos. Se puede establecer una reaccion téxica cronica debido
a la influencia repetida o constante de agentes toxicos en bajas concentraciones
durante largos periodos de tiempo.
Dichas reacciones se localizan con mayor frecuencia en la zona de contacto con
el agente toxico y pueden observarse en areas de la mucosa oral en contacto
directo con las restauraciones (41, 44,45).Por otro lado, las lesiones alérgicas de
contacto representan un tipo de reaccién de hipersensibilidad retardada mediada
por linfocitos que requiere una sensibilizacion previa al mismo producto quimico.
El dicromato de niquel, cobalto y potasio fueron informados por algunos autores
como los tres sensibilizadores mas comunes (41, 44,45).
La literatura informa que la amalgama dental es el material restaurador mas
relacionado a la induccion de LLO, aunque también se describen casos
asociados a composite, cromo, cobalto, oro y sustancias usadas en odontologia
como el eugenol (1,41, 44,45). Los eventos biolégicos como la disolucion,
evaporacion, corrosiébn u otra forma de degradacion causan liberacion de
mercurio de las aleaciones de amalgama, que es absorbido por los tejidos
blandos orales, causan efectos toxicos o alérgicos en individuos sensibilizados
(41) aunque se ha reportado la desaparicion de las lesiones después de la
eliminacion de las restauraciones de amalgama (41,45).
Por lo tanto, la etiologia de las LLO podria ser una irritacién crénica en algunos
pacientes o una reaccion de hipersensibilidad retardada en otros. Para
reacciones de tipo alérgicas, los iones de sales de mercurio como otros metales
se liberan, penetran el revestimiento epitelial uniéndose con proteinas de
superficie  del queratinocito y se genera una respuesta dirigida a los
gueratinocitos basales.
La fisiopatologia de la hipersensibilidad tipo IV es compleja. Las células T
citotoxicas CD8+ y las células T auxiliares CD4+ reconocen el antigeno

(elementos metélicos en este caso) en un CMH de tipo | o Il. Las CPA
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normalmente son macrofagos que secretan interleucinas que estimulan la
proliferacién de méas células T CD4+ y estas activadas inducen aiun mas a la
liberacion de otras citoquinas tipo 1, mediando asi la respuesta del sistema
inmune (44).

2- Los primeros casos notificados de LLO, estuvieron relacionados e inducidos
por farmacos. Los farmacos mas relacionados a la apariciéon de estas lesiones
son los antiinflamatorios no esteroideos y los inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (12,45-48).

Los medicamentos sistémicos como los antimalaricos (1, 12,49) y los farmacos
antihipertensivos (1, 12,50) también estan implicados. Los diuréticos, los agentes
hipoglucemiantes orales, las sales de oro, la penicilamina (producto de
degradacion de la penicilina) y los betabloqueantes también se relacionan con el
desarrollo de LLO (1, 12, 41,45).En muchos casos, estos medicamentos se usan
combinados, lo que sugiere la posibilidad de efectos sinérgicos entre ellos (41).
La patogenia de las LLO inducidas por farmacos aldn se desconoce, aungue se
presumen diferentes rutas de presentacion de (51).

3-La EICH es la complicacion mas comun del trasplante alogénico de células
madres hematopoyéticas (TCMH) y se produce cuando las células inmunitarias
de los donantes reaccionan a los tejidos del paciente (hospedador) y tratan de
destruirlos (41, 52,53).

Un reciente estudio demuestra que las CPA derivadas del hospedador, en lugar
de las derivadas del donante, inician la EICH (52) y como consecuencia de esta
accion, los organos del paciente afectan su capacidad para funcionar y
aumentan la susceptibilidad del paciente a la infeccibn (41).La EICH
generalmente se divide en dos sindromes: agudo y crénico. El agudo ocurre
dentro de los tres meses posteriores al trasplante, y el cronico generalmente se
desarrolla después del tercer mes posterior al TCMH; los pacientes pueden
desarrollar una, ambas o ninguna reaccion. Ambos sindromes difieren en sus
sintomas, signos clinicos y tiempo de inicio. La forma aguda afecta
principalmente la piel, el higado, la mucosa oral y el tracto gastrointestinal. En
contraste, la forma crénica presenta un cuadro clinico mucho mas variado que
incluye disfuncién hepatica, fibrosis pulmonar, cambios en la piel, cambios en la
mucosa gastrointestinal como en la oral y una disminucién en la secrecién de
lagrimas y saliva (41, 52,53).Las manifestaciones orales ocurren entre un 33 al
75% en los pacientes con EICH aguda y hasta en un 80% en los pacientes con

EICH crdnica (53) y son lesiones similares al LPO (41).
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4- La aparicion de LLO en pacientes sin evidencia de asociacion con alguno de
los factores mencionados anteriormente, se citan factores como célculo dental,
acumulacién de biofilm y Candida albicans (54). El papel de los microorganismos
en el desarrollo de las “reacciones liquenoides” adn no estan claras y tienen
muchos aspectos en comuin con la reaccién de hipersensibilidad retardada que
pueden ser provocadas por microorganismos como Candida albicans. Este
hongo es parte del héabitat oral normal en aproximadamente el 40% de la
poblacion y puede ser incluso mayor en pacientes con hiposalivacion causada

por medicamentos (54).

Presentacion clinicay localizacién

Las LLO presentan caracteristicas clinicas similares al LPO y se ven como
placas, erosiones con presencia de “estrias de Wickham”. Se conoce que las
LLO se asemejan a todas las variedades clinicas observadas en el LPO como la
reticular, atrdfica, erosiva, ampollar y gueratdsica (41,45).
Las LLO generalmente son unilaterales (45,55) y se describen cuatro tipos (55):
1) Asociadas topograficamente con restauraciones de amalgamas.

2) Relacionadas con farmacos.

3) Lesiones liquenoides en enfermedad de injerto contra hospedador (EICH)

4) Lesiones eritematosas en encia u otros sitios de la cavidad bucal que tienen
un aspecto de liquen plano, pero que les falta uno o méas aspectos clinicos
caracteristicos, como por ejemplo la bilateralidad.

Las LLO se presentan en el sector posterior de la mucosa bucal (12) y rara vez

se observan en sitios como el paladar y la lengua (41,56).

Histopatologia

El infitrado en las LLO es mas difuso y extenso con presencia de células
plasméticas, eosindéfilos y linfocitos. Hay una tendencia a la conglomeracion
perivascular de las células inflamatorias, como se observa en muchas
reacciones de tipo alérgicas (41,57).

Los cambios epiteliales descriptos por Juneja et al., incluyen paraqueratosis
focal, interrupcién focal de la capa granular y presencia de cuerpos citoides en
las capas granular y cornea (58).

No presentan aumento de la vascularizaciéon y aumento de la positividad al acido
Peryddico de Schiff (PAS) en la membrana basal (59).
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Diagnésticos diferenciales

Diversos estudios demuestran que el principal diagnéstico diferencial de las LLO
es el LPO, debido a sus similitudes clinicas como histopatolégicas (1, 12,43-
45,60-63), y con otras lesiones similares como lupus eritematoso sistémico (LES)
o discoide (LED) que pueden presentar caracteristicas clinicas como

histopatoldgicas similares a las formas atréficas y erosivas del LPO (1,44).

Diagnéstico

Un examen clinico completo de la mucosa oral en el sitio de la lesiéon y la prueba
de parche epicutaneo, para algunos autores, son importantes a la hora de
realizar el diagndstico de LLO (41,57).

La mayoria de los autores destaca que es recomendable realizar una biopsia
para el diagnéstico de certeza y asi poder diferenciarla de otras lesiones (12,
22,61).

Algunos autores sugieren el uso estricto de los criterios de clasificacion de la
OMS modificados por van der Meij y van der Waal, teniendo en cuenta las
caracteristicas clinicas como histopatol6gicas para el correcto diagnéstico de
LLO (1,39).
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FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS ALPO Y LLO

Son muchos los factores de riesgo que se asocian a LPO y LLO. Entre los méas
estudiados se encuentran el fumar tabaco, consumir alcohol, y la infeccion con el
VPH.

La combinacion de tabaco y alcohol sumado a una deficiente nutricion,
microtraumatismos, sepsis bucal y asociacion con VPH son factores de riesgo
convencionales para la posible transformacion de LPO (64).

En el trabajo de tesis doctoral de Alberdi-Navarro (65), se describié un mayor
porcentaje de consumo de tabaco en el grupo LPO (21,1%) en relacién al grupo
LLO (17,6%) aunque no fue estadisticamente significativo (p=0,554).

Aghbari et al, en su metaandlisis, concluyen que existiria una alta incidencia de
transformacién maligna en pacientes que fuman y beben alcohol (66).

Lanfranchi et al, indican que el trauma cronico produce irritacion continua y
puede llegar a provocar una solucién de continuidad lo que favorece la accion
de otros agentes como tabaco, alcohol, Candida albicans y VPH (21).

El trauma croénico de la mucosa bucal es un factor actualmente en debate y que
se encuentra bajo estudio. Puede definirse como el resultado de una irritacion en
forma permanente por parte de un agente que puede ser el borde de un
elemento dentario en mala posicion o con un borde filoso, defectos en la
superficie de las protesis o habitos parafuncionales, capaces de generar lesiones
intrabucales. Este factor puede actuar como promotor en el proceso de
transformacién maligna, especialmente en localizaciones favorables como borde
de lengua y en asociacion con otros carcindégenos (67).

En relacion a la infeccién de la mucosa oral por VPH, el estudio realizado por
Syrjanen et al., demostré una fuerte asociacion entre VPH y LPO debido a las
alteraciones que presentaba el epitelio: erosiones o atrofias, que lo hacen ser
mas susceptible para la infeccion por VPH (4).

La prevalencia de VPH en LPO, en algunos estudios, es del 15% hasta un 75%,

detectandose positivo en las formas erosivas (8,68-72).
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MARCADORES MOLECULARES DE APOPTOSIS, PROLIFERACION
CELULAR Y POTENCIAL DE CANCERIZACION

Lanfranchi et al., definia como lesiones cancerizables, a los actuales Desordenes
Potencialmente Malignos (DPM), como aquel tejido de morfologia alterada con
mayor predisposicion a la cancerizaciébn (superior al 5%) que el tejido
equivalente de apariencia normal, independientemente de sus caracteristicas
clinicas o histologicas, reversible y que no implica necesariamente el desarrollo
de una neoplasia (21).

Actualmente, la OMS emplea el término DPM a las presentaciones clinicas que
conllevan un riesgo de desarrollo de cancer en la cavidad oral (71).

Los DPM reconocidos por la OMS, en su ultima publicacion, son: Eritroplasia,
Eritroleucoplasia, Leucoplasia, Fibrosis Oral Submucosa (FOS), Disqueratosis
congénita, Candidiasis crénica, LPO, LES, Glositis sifilitica, Queratosis actinica
en labio. No reconoce a las LLO como DPM (71).

Warnakulasuriya propone, ademas de los DPM mencionados por la OMS, otras
entidades como EICH, epidermdlisis bullosa y LLO (30).

El riesgo de desarrollo de cancer en estos pacientes es estimado entre 0,4-
6,25% (72-74); siendo los factores decisivos para el desarrollo de cancer las
alteraciones en los mecanismos y porcentajes de la proliferacion celular y
apoptosis, por lo que podria definirse con la siguiente ecuaciéon: porcentaje (%)
de células acumuladas =% de proliferacién celular-% muerte celular (75).

El desarrollo de cancer se evidenciaria en el aumento de la tasa de proliferacion
celular en células epiteliales de LPO y en el aumento de la apoptosis, como de la
proliferacién celular simultdneamente (76).

Las técnicas modernas de inmunohistoquimica utilizan anticuerpos
monoclonales y policlonales para poder detectar marcadores tisulares que
informan: el porcentaje de proliferacion como la presencia de apoptosis existente
en una determinada muestra de tejido perteneciente a una lesion potencialmente
maligna (75, 77,78).
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Familia Bcl-2

El gen Bcl-2 codifica una familia de proteinas que se localizan en la membrana
externa mitocondrial, en la envoltura nuclear y en el reticulo endoplasmico de las
células (79,80). La familia de Bcl-2 se divide en dos grupos: proteinas,
proapoptéticas como Bax, Bad y Bak, y antiapoptéticas como Bcl-2, Bcl-xL, MCL-
1y Al. (81-83).

Las proteinas proapoptoticas y antiapoptéticas forman heterodimeros en los que
se produce la inhibicibn de la actividad del otro respectivamente. Esta
dimerizacién se ve influenciada por la fosforilacion de los residuos terminales de
aminoacidos de los miembros proapoptéticos, Bax, Bak y Bik. Asi pues, la
apoptosis esta muy relacionada con la fosforilacién de las proteinas de la familia
Bcl-2 (81).

El protooncogén Bcl-2 bloquea una via comun de apoptosis, impidiendo que el
ADN dafnado actiue como una sefial de activacion de muerte celular programada
o0 mediante el bloqueo de los propios productos de los genes implicados en la
muerte celular programada. Por lo tanto, su accion es prevenir la muerte
prematura de las células mitéticas y prolongar la supervivencia celular para
favorecer la aparicion de mas mutaciones (84).

Li et al., encontré una sobreexpresion de Bcl-2 en el infiltrado linfocitico de LPO y
un aumento en la expresiéon de Bax en los gueratinocitos basales epiteliales
comparado con el del grupo control (que incluia pacientes sin lesiones
orales).Estas observaciones sugieren un vinculo entre alteracion de la apoptosis
y carcinogénesis (85).

En el estudio de Pigatti et al., el 92% de los casos de LPO analizados tenian una
expresion positiva para Bcl-2 en el infiltrado inflamatorio (86) y en el trabajo de
Arreaza et al., concluyeron que Bcl-2 se expresa tanto en LPO como LLO (87).
En la investigacion realizada por Leyva-Huerta et al., la inmunoexpresion de Bcl-
2 fue negativa en todos los casos de LPO (88).

En relacién a la proteina Bax, Bascones et al., obtienen como resultado que el
biomarcador se expresa en LPO fuertemente positivo (+++) en un 50%, 45,5% y
65% en las capas parabasal, basal e infiltrado respectivamente, lo que fue

estadisticamente significativo a nivel de la capa parabasal e infiltrado (89).
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Ki-67

Ki-67 es una proteina nuclear no histénica expresada en las células durante las
fases activas del ciclo celular (G1, S, G2, M), y ausente en las células en estado
de reposo (GO0) (77,90). Por lo tanto, Ki-67 puede ser empleada para medir la
fraccion de crecimiento en tejidos normales y en neoplasias malignas (75).

La capa basal del epitelio oral es la zona donde en condiciones normales se
ubica el compartimento celular en proliferacion mientras que la capa suprabasal
incluye las zonas de maduracion celular, por lo tanto la deteccion de Ki-67 en la
capa suprabasal es un indicador objetivo de la presencia de displasia epitelial
oral (91).

Desde hace varios afios, el LPO es propuesto como modelo inflamatorio
preneoplasico. EI modelo sugiere que los cambios en las células epiteliales
(queratinocitos) es el resultado de la alteracion en la replicacién celular, el dafio
al ADN vy la desorganizacion de la integridad epitelial (secundaria al estrés
oxidativo), las citoquinas inflamatorias y sefiales de factores de transcripcion,
gue se originan en el infiltrado inflamatorio (76).

Acay et al., detectaron en el 50% de las células de LPO y LLO, la expresion de
Ki-67 (90).

Zargaran determiné que la expresién Ki-67 en LPO es mayor que en la
hiperplasia epitelial y similar a la displasia leve (92).

Una revision realizada sobre marcadores que puedan predecir el potencial
maligno de LPO, sugiere que el proceso de malignizacion se basa en el aumento
de la proliferacién de las células de la capa basal bajo la influencia de los
mediadores liberados del infiltrado inflamatorio que activa diferentes vias y
puede conducir al desarrollo tumoral (93).

Se describen dos vias principales de la apoptosis (Figura 2): la intrinseca
(mitocondrial) y la extrinseca (receptor de muerte) (93).

Ciertos estimulos, como la hipoxia o los radicales libres, desencadenan el inicio
de la via intrinseca que induce un aumento de la permeabilidad de los poros
mitocondriales seguido de la liberacibn de moléculas proapoptéticas (como el
citocromo C y el Factor Inductor de la Apoptosis), desde las mitocondrias hasta
el citoplasma celular (93).

El citocromo C activa la procaspasa 9 y da como resultado la formacion del
apoptosoma. Esta via esta modulada por la familia de proteinas Bcl-2 y proteinas
proapoptoéticas: Bax, Bak, Bad, Bid y antiapoptéticas: Bcl-xl, Bcl-w, MCL-1 (93).

La via extrinseca implica la unién de receptores de transmembrana (llamados
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receptores de muerte), principalmente FNT, receptor Fas y sus correspondientes
ligandos: el Factor de Necrosis Tumoral alfa (FNT-a) y Ligando Fas (FasL) (93).
Después de la conexién del ligando al receptor, se reclutan los dominios de
muerte: asociado a FNTR (TRADD) y asociado a Fas (FADD). Los complejos
formados y asociados con procaspasa 8, resultan en la formacién del complejo
de sefializacion que induce la muerte (DISC) y posteriormente activacion de la
caspasa 8 (93).

El punto final de ambas vias es la activacion de las caspasas, lo que lleva a la

destruccion celular (93).

Caps |

Figura 2. llustracién esquematica de la apoptosis
(Tampa et al., 2018).

Bcl-2 participa en la inhibicion de la apoptosis de los linfocitos, mientras que Bax
participa en la inducciéon de la apoptosis de los gueratinocitos. La expresion
elevada de Bcl-2 promueve la supervivencia de células malignas que predispone
a un mayor riesgo de desarrollar nuevas mutaciones (93).
En relacion al proceso de apoptosis en el LPO del tipo reticular, un estudio de
analisis metabdlico (94) muestra que las expresiones anormales de ciertos
metabolitos pueden contribuir a este proceso (Figura 3):

1. El aumento en la concentracion de serotonina por p-clorofenilalanina

puede conducir a la apoptosis.
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2.

El PE, que es un miembro de fosfatidiletanolaminas, puede causar
apoptosis a través de la via Bcl-2 / Bax.

La L-histidina puede inducir apoptosis en el caso de lesién por estrés
oxidativo celular.

Ademas de la lesiébn de ADN, la deficiencia de colina también provoca
altas tasas de apoptosis en el organismo.

La desregulacién de la S-etil isotiourea puede inducir el proceso de
apoptosis al aumentar la produccion de éxido nitrico.

La sobreabundancia de 6,8-dihidroxipurina y L-serina asi como la
deficiencia de didimina pueden estar involucradas en los procesos de
apoptosis.

Taurina puede inhibir la apoptosis.
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PE LGutamina |
) ‘. Didimina L_Seri i Ac.
7 | -Histidina \
P-CLOROFENILALANINA T eiaion \ Y il MY \ | &
2 Proceso de £Epaico \ |
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Figura 3: Red patolégica asociada a LPO de tipo reticular
(Yang et al., 2018).

Ostwald et al., afirman que la infeccion por VPH, sobre todo por los genotipos 16

y 18, estd asociada con el indice de proliferacion celular debido a la interaccién

con proteinas del ciclo celular (70).

Ramiro Alejandro Tomasi

27



Estudio histopatolégico e inmunohistoquimico de liquen plano oral y lesiones | 2020
liquenoides orales y su asociacion con el Virus Papiloma Humano.

VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH)

Resefia historica

La comprension actual de la investigacion del VPH es el resultado de una larga
historia que consiste en importantes innovaciones y contribuciones de cientificos
del pasado y del presente.

La historia en la investigacion de VPH consiste en investigacion béasica de
virologia y en una creciente conciencia del VPH como una causa importante de
enfermedades humanas emergentes desde finales de los afios 70 (95).

En 1942, Parsons y Kidd publicaron su estudio de hitos demostrando que la
papilomatosis oral de conejos era una enfermedad viral y describieron los sitios
mas probables, de la mucosa oral, que podian ser infectados con Virus
Papiloma (95).

En 1949, Ayre y Ayre (96) describen la morfologia de las "células halo”, en
técnica de Papanicolaou, frotis y biopsias cervicales, denominandolas
originalmente como un complejo de células precancerosas que luego en 1956
Koss y Durfee pudieron confirmar y cambiar su nombre por el de “atipia
coilocitotica” (97).

Gissmann et al., en 1982 lograron el aislamiento del virus papiloma de una
laringe, que hoy recibe el nombre de genotipo VPH 11. Luego Dirst et al., en
1983 logran la caracterizacion de un nuevo tipo de VPH del cancer cervical: el
genotipo VPH 16, y en 1984, se aisla el genotipo VPH18 caracterizandolo a
partir de un carcinoma cervical (95).

La posible asociacion de las lesiones orales premalignas y del cancer oral con el
VPH son comunicadas por Syrjanen et al.,, en 1983. Luego comienzan un
numero indefinido de estudios sobre esta asociacion (98).

En 1985, el ADN del VPH se encuentra en muestras de cancer. Loning et al.,
(95) reportaron ADN del genotipo VPH 11 y VPH 16 en el 50% de los
carcinomas orales, y de Villiers et al., reportan el genotipo VPH 2 y VPH16 en
carcinomas de lengua (99).

Desde principios de la década de 2000, los estudios sobre el VPH y el cancer de
cabeza y cuello aumentaron abrumadoramente con diferentes tipos de
muestreos como citologias orales o biopsias con técnicas de diferente
sensibilidad y especificidad (95).

En la ciudad de Cérdoba, Argentina en los Ultimos afios se han realizado

estudios en relacién a la presencia de VPH en lesiones orales que detectan
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genotipos de VPH de alto y bajo riesgo en DPM (100,102) y estudios de
prevalencia de este virus, en nuestro medio, que hallan coinfecciones (101).
Caracteristicas Generales

Papillomaviridae es una familia de virus pequefios, no envueltos con doble
cadena de Acido desoxirribonucleico (ADN), alrededor de 8.000 pb que infectan
los epitelios (epiteliotropicos) y las mucosas (mucosotropicos). En la actualidad

alrededor de 200 tipos, estan secuenciados (103-105).

Estructura genémica

El virus del papiloma tiene un diametro de 55-60 nm y una capside viral que
consta de 72 capsdmeros, ordenados de forma icosaédrica (106).

Las secuencias codificadoras de las proteinas se encuentran en una Unica hebra
de ADN y se denominan tempranas o tardias, debido a que indican el momento
de su expresion en el ciclo celular (figura 4).

La hebra simple codificadora del ADN viral del VPH tipo 16, el mas conocido, se
puede dividir en tres regiones (107):

e Region temprana (E), contiene 8 fragmentos de lectura abierta (ORF),
responsables de la regulacién de la replicacion viral. Los genes E6 y E7
tienen potencial transformador.

e Regidn tardia (L), consta de dos genes (L1 y L2) cuya expresién genera
las proteinas para el ensamblaje de la capside viral.

e Region no codificante (LCR) o también denominada URR, que no codifica
proteinas, pero contiene elementos necesarios para la regulacion de la
expresion de los genes, la replicacion del genoma y su ensamblaje en
particulas virales (108) (Figura 4).

La regién temprana representa aproximadamente un 45% del genoma viral, la

tardia un 40% y un 5% la region no codificante.
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Organizacion del genoma del VPH

URR E6 E7
URR ‘\
Elementos
promotores y “’

potenciadores

E1

Genes Tempranos

E1-Replicacion
E2-Replicacion y transcripcion
E4-Liberacion viral

E4 E5-Evasion inmune
’ E6-Se une a p53
E7-Se une a pRB
E2

L1: Proteina mayor de la capside E5
L2: Proteina menor de la capside

Figura. 4: Organizacién genémica del VPH 16
(Stanley, 2012)

Los genes de expresion temprana difieren notablemente en la secuencia, entre
los diferentes tipos de VPH y los genes de expresion tardia presentan notables
similitudes entre ellos. Esta particularidad convierte a estos genes,
especialmente a L1 (proteina mayor de la capside), en la diana principal de la
detecciéon de ADN viral por los métodos “consenso”, al contrario de la deteccion
“tipo especifica” que utilizara los genes con alta variabilidad intertipo como E6 y
E7 (109).

A continuacion, se destacan las principales funciones de cada region (Tabla 1):
Tabla 1: Funciones de cada ORF

Regién Funcién
El Es la unica enzima viral esencial para la replicacion del ADN

viral y la amplificacién del cromosoma viral en el ndcleo de
células infectadas(92,100)

E2 Es el regulador maestro del ciclo de vida viral y desempefa
papeles clave en la regulacion transcripcional, el inicio de la
replicacion del ADN vy la division del genoma viral (103).
Reprime a los promotores p97 (VPH 16) y pl05 (VPH 18),
encargados de la transcripcibn de las proteinas E6 y E7
(oncogenes virales), reduciendo la sintesis de estas. Interfiere

en la sintesis de la proteina p53, lo que produciria finalmente la

Ramiro Alejandro Tomasi

30



Estudio histopatolégico e inmunohistoquimico de liquen plano oral y lesiones | 2020
liquenoides orales y su asociacion con el Virus Papiloma Humano.

E3

E4

ES

E6

E7
E8

L1

L2

LCR

Los genes E6 y E7 de VPH16 y 18 son considerados como potentes oncogenes
virales, ya que sus productos interactian con numerosas proteinas celulares lo
que induce a la proliferacion celular, inmortalizacién y transformaciéon maligna de
las células infectadas (116). Una constante actividad de las oncoproteinas E6 y
E7, durante la infeccién viral provoca una inestabilidad cromosémica severa, la

acumulacién de mutaciones en oncogenes, pérdida del control de crecimiento

detencion del ciclo celular en G1y la apoptosis (111).

Su funcidén no es conocida, solo esta presente en algunos tipos
de VPH (112)

Detiene el ciclo celular (113).Interviene en el ciclo celular en G2,
a través de la union a ciclinas y quinasas dependientes. Por
blogueo de E7, lo que altera el soporte estructural del
citoesqueleto y produce dafio mitocondrial y apoptosis.

Induce a la proliferacion celular; inhibe la apoptosis y la
migracion de CMH a la superficie celular (114).

Induce a la sintesis de ADN y evita la diferenciacion celular
(112,114).

Induce a la proliferacion celular no programada (112,114).
Mantenimiento de la latencia viral (115) en las células del
epitelio infectado.

Proteina estructural mayor de la cépside viral. Interacciona con
receptores celulares.

Proteina estructural menor. Facilita el ensamblaje de viriones y
puede interactuar con receptores de las células. Participa en
todo el proceso infeccioso (103).

No codifica proteinas pero contiene elementos cis necesarios
para la regulacion de la expresion de los genes, la replicacién

del genoma y su ensamblaje en particulas virales (108).

celular y finalmente cancer (117).
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Ciclo de vida

El VPH es un virus altamente epiteliotrépico; solo puede causar infecciones
productivas en los epitelios estratificados de la piel, tracto anogenital y la cavidad
oral.

El establecimiento de la infeccion por el virus del VPH se realiza segun las
siguientes etapas (Figura 5):

1-Infeccién y descubrimiento: la infeccion inicial requiere acceso de particulas
infecciosas en las células de la capa basal. Para algunos tipos de VPH se cree
que requiere una ruptura en el epitelio estratificado (118) (leve abrasién o
microtrauma).

Aln no se identificd el receptor especifico que permite la unién inicial del virus a
las células, aunque recientes trabajos sugieren que la internalizacion de los
viriones es un proceso lento y que ocurre mediante la endocitosis de vesiculas
recubiertas de clatrina (118). Dentro de las vesiculas de endocitosis se desarrolla
el desencapsulamiento del virus y la posterior liberacién del ADN viral, proceso
en el que interviene la proteina menor de la capside viral (119).

2-Mantenimiento del genoma: después de la infeccion, se cree que el virus
mantiene su genoma con un bajo numero de copias en las células basales del
epitelio. Aprovecha la maquinaria celular para replicarse, y cuando alcanza las
células basales, puede permanecer en ellas en forma episomal (no integrado en
la célula), en estado latente, o bien abandonar esa latencia y aprovechar la
maduracion celular propia del epitelio (118)

De este modo, paralelamente a la maduracion del epitelio, los VPH expresaran
sus genes de forma secuencial: en primer lugar, los genes tempranos (E1- ES8),
en las capas basales; y posteriormente sus genes tardios (L1 y L2), en las capas
superficiales del epitelio mas diferenciado, formaran la capside y permitiran el
ensamblaje de nuevas particulas virales que repetiran el ciclo (95,118).

3-Fase proliferativa: una serie de acontecimientos ocurren durante este proceso
de integracion viral, entre los cuales se destaca el bloqueo de proteinas con
funciones importantes en el ciclo celular como p53 y retinoblastoma (pRB).
Como consecuencia, se producen alteraciones en el crecimiento normal y
diferenciacion del epitelio, seguidas de un cumulo de errores genéticos
(clastogénesis) que pueden ser la base de la transformacion tumoral (118).

El estado fisico del ADN del VPH dentro del ndcleo de las células infectadas
predice el curso biolégico de la lesion inducida por el virus. EI ADN viral se

encuentra en forma episomal en las lesiones intraepiteliales de bajo grado

Ramiro Alejandro Tomasi

32



Estudio histopatolégico e inmunohistoquimico de liquen plano oral y lesiones | 2020
liquenoides orales y su asociacion con el Virus Papiloma Humano.

(LSIL), mientras que en las lesiones de alto grado (HSIL) y en el cAncer invasor,
se encuentra integrado formando parte del genoma celular (120).

La integracion del ADN del VPH al genoma celular ocurre en cualquier lugar
donde existe fragilidad cromosémica, es decir, no existe un locus especifico de
integracién (121). Sin embargo, se conoce que, durante la integracion, la
secuencia genodmica del VPH se interrumpe en la region E1/E2; esto hace que
pierda su capacidad de actuar sobre la region control del genoma viral,
responsable de que se mantenga reprimida la expresiéon E6/E7, lo que aumenta
asi la expresién de estos genes transformantes (122).

Hasta la fecha, las interacciones mejor caracterizadas se producen con las
proteinas pRB y p53, las cuales constituyen moléculas fundamentales en el
control del ciclo celular.

El producto del gen E6 de los VPH de alto riesgo (AR) interfiere con varias
proteinas reguladoras del ciclo celular (116); la mas conocida es la unién a la
proteina celular E6AP que regula la transcripcion en las células proliferantes, lo
gue ocasiona una degradacion proteolitica del gen p53 mediada por la
ubiquitina. La union de E7 a la proteina pRB activa el factor de transcripcién E2F,
gque desencadena la expresion de las proteinas necesarias para la replicacion
del ADN (95,116). En condiciones normales, la fase S no programada conduciria
a la apoptosis mediada por p53; sin embargo, en las células infectadas por VPH,
este proceso se bloquea por la proteina viral E6, que provoca la degradacion
proteolitica de p53 (123).

Como consecuencia, se anula la dependencia del control del ciclo celular y se
retrasa la diferenciacion normal de los queratinocitos (115).

El proceso de bloqueo de p53 y Rb por los genes virales E6 y E7, conduce a una
inmortalizacién celular; la célula no solamente es incapaz de eliminar el ADN
viral, sino que también se ve imposibilitada para corregir errores intrinsecos al
ADN celular, de modo que va acumulando alteraciones genéticas de forma
progresiva y se convierte en una célula con fenotipo neoplasico (119).Ademas,
E6 también se asocia con otras proteinas proapoptéticas como Bak y Bax (118).

4-Amplificacion del genoma: para la produccion de viriones infecciosos, deben
amplificar sus genomas virales y empaquetarlos en particulas infecciosas. Para
VPH de tipo 16,11 y 2, esto ocurre en la parte media o superior de las capas
epiteliales, tras un aumento de la actividad del promotor tardio (112)

(dependiente de la diferenciacion).
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Se piensa que la regulacioén positiva del promotor tardio conduce a una mayor
expresion de proteinas involucradas en la replicacion del ADN viral (es decir, E1,
E2, E4 y Eb5) sin afectar directamente la expresion de proteinas E6 y E7 que son
necesarias para la entrada de la fase S (124).

La amplificacién de genomas virales comienza en un subconjunto de células en
el compartimento proliferativo y requiere expresion de todos los productos
génicos tempranos virales, incluido E4 y E5, cuyos roles en la replicacién ain no
estan completamente comprendidos. Los modelos actuales sugieren que un
incremento modesto en la activacion del promotor durante la diferenciacién
puede llevar a un aumento en el nivel de E1 y E2 (también de E4 y E5), y un
aumento posterior en el nimero de copias del genoma (118).

5-Sintesis del virus: los papilomavirus codifican dos proteinas estructurales que
son expresadas en las capas superiores del tejido infectado una vez que el
genoma viral ha sido amplificado. L2 es producido en un subconjunto de células
que expresan E4. La principal proteina de la capside L1 se expresa después de
L2 lo que permite el ensamblaje de particulas infecciosas en las capas
superiores del epitelio (125).

Los papilomavirus no son liticos y no se liberan hasta que las células infectadas
alcanzan la superficie epitelial; la supervivencia extracelular puede mejorarse si
se eliminan dentro de una superficie epitelial cornificada. Se ha sugerido que
la proteina viral E4 puede contribuir directamente a la salida del virus en la capa

epitelial superior por perturbar la integridad de la queratina (118).
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Figura 5. Organizacién y ciclo de vida del VPH
(Adaptado de Doorbar, 2006)
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Clasificacion del VPH

Los VPH pertenecen a la familia Papillomaviridae, la cual se divide en 39
géneros diferentes, designados cada uno de ellos por una letra del alfabeto
griego. Tomando como referencia la secuencia L1 del genoma viral, se define
como un género a las secuencias que tengan una identidad nucleotidica mayor o
igual al 60%. Dentro de un género, aquellas secuencias gendémicas que
comparten 60 a 70% de identidad, se denominan especies. Ademas, dentro de
una especie, aquellas con 71-89% de identidad de secuencia L1 se consideran
un tipo (126).

Las diferencias entre un 2% y un 10% definirian un subtipo, y las inferiores al
2%, una variante (103).

A partir del afio 2016, se identificaron 205 tipos diferentes de VPH, que fueron
incluidos en cinco de los géneros ya definidos: 65 Alphapapillomavirus, 51
Betapapillomavirus, 84 Gammapapillomavirus, 4 Mupapillomavirus y un solo
Nupapillomavirus. A su vez, se identificaron al menos 19 tipos adicionales que
estan actualmente pendientes de clasificacion (126).

El género clinicamente mas importante es el Alphapapillomavirus, que contiene
la mayoria de los VPH asociados con lesiones mucosas y genitales. Dentro del
género Alphapapillomavirus existen diferentes especies, entre las que se
destaca la especie 7 que incluye el VPH 18 y la especie 9 que incluye el VPH 16
ambos genotipos oncogénicos (126).

Con respecto a las variantes del VPH, existe un numero limitado para cada tipo
de VPH y presentan una divergencia maxima cuando pertenecen a grupos
étnicos diferentes. EI mejor ejemplo para las variantes lo constituye el tipo VPH
16, del cual se conocen cuatro variantes ampliamente estudiadas en su
distribucion mundial: E (europea), As (asiatica), AA (asidtica-americana) y Af
(africana) (127).

En el estudio de Mosmann et al., en el afio 2015, en el arbol filogenético de las
secuencias de LCR se encontraron las variantes Europeas (E):54% Ep y 46%
Ea, 7% a variantes AF-1 como AF-2 y no se encontraron muestras del linaje AA.
En el arbol filogenético de las secuencias E6, las variantes encontradas fueron:
E (77% Ep, 33% Ea), 7% variantes AF-1, 7% variantes AF-2 y no se
encontraron muestras del linaje AA. En el arbol filogenético de las secuencias
LCR-ES®, las variantes encontradas fueron: E (77% Ep, 33% Ea), 7% variantes

AF-1y 7% variantes AF-2 y no se encontraron muestras del linaje AA (128).
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La clasificacion en géneros es Uutili ya que agrupa virus relacionados
filogenéticamente, pero biologicamente distintos. A su vez, la especie reune tipos
virales préximos no solo en su filogenia, sino también en sus propiedades

biolégicas y patogénicas.

Clasificacion segun riesgo oncogénico
Los VPH se clasifican epidemiol6gicamente segun su riesgo oncogénico (4, 103,
108, 118,129) en:
A. VPH de alto riesgo (VPH-AR).
B. VPH de probable alto riesgo.
C. VPH de bajo riesgo (VPH-BR).
Dentro del género Alphapapillomavirus existen diferentes especies de VPH de

alto y bajo riesgo oncogénico (Tabla 2).

Tabla 2: Riesgo oncogénico de las especies del género alfa de VPH

Especie alfa de VPH Genotipo de VPH Riesgo oncogénico

9 VPH52 Alto
VPH67 Indeterminado

VPH33 Alto

VPH58 Alto

VPH16 Alto

VPH31 Alto

VPH35 Alto

11 VPH34 Bajo

VPH73 Bajo

7 VPH59 Alto

VPH18 Alto

VPHA45 Alto

VPH70 Alto

VPH39 Alto

VPH68 Alto

VPHS85 Alto

5 VPH26 Alto

VPH69 Alto

VPH51 Alto

VPH82 Alto

6 VPH30 Alto

VPH53 Alto

VPH56 Alto

VPHG66 Alto

10 VPH6 Bajo

VPH11 Bajo

VPH13 Bajo
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VPH74 Bajo
VPH44 Bajo
VPH55 Bajo

8 VPH91 Indeterminado
VPH7 Bajo
VPH40 Bajo
VPH43 Bajo

1 VPH32 Bajo
VPH42 Bajo

13 VPH54 Bajo

4 VPH57 Indeterminado
VPH2 Indeterminado
VPH27 Indeterminado

14 VPH71 Indeterminado
VPH90 Indeterminado

3 VPH61 Bajo
VPH72 Bajo
VPH62 Indeterminado
VPH81 Bajo
VPH83 Indeterminado
VPHB89 Bajo
VPH84 Indeterminado
VPHB86 Indeterminado
VPH87 Indeterminado

2 VPH28 Indeterminado
VPH3 Indeterminado
VPH10 Indeterminado
VPH29 Indeterminado
VPH77 Indeterminado

Infeccién en mucosa oral y asociacién con LPOy LLO

Hasta la fecha, la mayoria de la informacién sobre la infeccion de VPH en
mucosa, proviene de estudios sobre carcinogénesis cervical uterina, porque los
pacientes con lesiones de cabeza y cuello que contienen VPH-AR generalmente
se presentan con enfermedad avanzada y sOlo raras veces con lesiones
premalignas (130).

Algunos estudios (131,132) detectaron, en mucosa oral normal, los genotipos:
VPH 2, 6, 7, 11, 13, 16, 18, 31,33 y 35. Sin embargo, el significado del VPH en
mucosa aparentemente sana no es conocido aunque pueden tratarse de
infecciones transitorias.

En el estudio de Cab-Sanchez et al., sobre epidemiologia del VPH, se estudiaron
pacientes sanos y se recolectaron muestras de mucosa de pilares amigdalinos,
amigdalas, paladar, carrillos, lengua, piso de boca y labios. En todos los casos

positivos, los pacientes eliminaron el virus espontdneamente (133).
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Algunos estudios han puesto de manifiesto que méas de 50% de las infecciones
son eliminadas antes de los 12 meses; observandose diferencias entre los
genotipos (132,134).

Syrjanen y de Villiers et al., (129,135) afirman que el género alfa del VPH es de
gran importancia clinica ya que este género contiene la mayoria de los VPH de
la mucosa e incluyen los llamados VPH de bajo riesgo y de alto riesgo. Los
VPH-BR de la mucosa, como el VPH 6 y 11, causan papilomas y condilomas, el
VPH 13 y 32 causan enfermedad de Heck, mientras que los VPH-AR, como el
VPH 16 y HPV 18, causan lesiones intraepiteliales que pueden progresar a CCE.
En el estudio de Szarka et al., (136) el VPH se detectd con mas frecuencia en
casos de DPM y estos autores concluyen que los VPH-BR como VPH-AR se
pueden encontrar en DPM.

El metaanalisis realizado por Ma et al., (7) incluye 22 articulos de 12 paises de
Asia, Europa y Norteamérica. En el mismo, varia la asociacion de VPH
significativamente segun la poblaciéon geogréafica. En Asia, la asociacion fue
mayor en la India seguido por Turquia, China, Irdn y Tailandia mientras que en
Europa fue mayor en Alemania seguido por Hungria, Suecia, Inglaterra e Italia.
En el mismo metaanalisis, el genotipo VPH 16 fue el mas frecuente seguido por
el VPH 18 y las formas mas asociadas del LPO fueron erosivas-atroficas.
Sameera et al., (6) registraron asociacién de LPO con VPH en 13 de los 15
casos con un porcentaje del 86.6%.

Syrjanen et al., mostraron que la asociacion del genotipo VPH 16 fue mayor en
LPO y en leucoplasias orales (4).

En el afio 2003, Oflatharta et al., detectaron el genotipo VPH 16 en el 26,3% de
los casos en pacientes con LPO (9) y Campisi et al., indicaron que el rango de
prevalencia de los genotipos VPH 16 y VPH 18 en DPM oscila entre 0% al 85%
).

En nuestro medio (Cdrdoba, Argentina), Venezuela et al.,, estudiaron la
frecuencia de los genotipos circulantes de VPH en lesiones de la cavidad oral e
identificaron los genotipos VPH 6, 11,13, 16, 52 y 61 en DPM. Los genotipos
11,13 y 52 estaban asociados a pacientes con LPO del tipo queratdsico (100).
Luego en el afio 2018, Criscuolo et al., estudiaron la prevalencia del VPH en la
poblacion adulta de Cérdoba, Argentina, y fue del 3% (13/401). Todos los
genotipos identificados fueron de bajo riesgo y el VPH 11 fue el tipo mas
frecuente (101).
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Recientemente, Mosmann et al., detectaron en DPM los genotipos VPH 6, 11,
16, 31, 53,84 y coinfecciones del VPH 6-11, VPH 11-16,y VPH 16 -53 (102).

En relacion con la asociaciéon entre género y VPH, Syrjanen en su estudio sobre
cancer de cabeza y cuello, afirma que la proporcién de hombres sobre mujeres
es 4:1 (137).

Yildirim et al., en el afio 2011, obtuvieron resultados estadisticamente no
significativos sobre la asociacion del VPH y género en casos de LPO (15).

Un trabajo realizado en Tailandia en el afio 2013, que investigo la prevalencia de
VPH en LPO, determiné que la proporcién de hombre sobre mujeres era 12:25
(138).

En el estudio de Kato et al., sobre la asociacion entre VPH y LPO, los
porcentajes positivos en hombres y mujeres fueron de 39% y 43.1%
respectivamente, lo que no fue estadisticamente significativo (5).

En el estudio de Estrada-Pereira et al., tampoco encontraron prevalencia del

VPH en ningln sexo (139).

Métodos de diagndstico para Virus del Papiloma Humano

Los métodos que se utilizan en la actualidad para el diagnéstico de VPH en
general son descriptos desde la ginecologia pero algunos se utilizan para
cavidad oral (140):

1) Deteccién de acidos nucleicos:

e Hibridacion in situ: es una técnica mediante la cual se identifican
secuencias de nucleétidos especificas en las células o secciones de
tejido con morfologia conservada, lo que permite la precisa localizacién
espacial de genomas diana en el espécimen biol6gico. Una gran ventaja
de la hibridaciéon in situ es que puede aplicarse a tejidos fijados y
procesados de forma rutinaria, lo que supera la relativamente baja
sensibilidad analitica de este método.

e Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR): el ADN del VPH se puede
amplificar de manera selectiva mediante una serie de reacciones que
conducen a un aumento exponencial reproducible en las secuencias
virales presentes en el espécimen biolégico. Los protocolos mas
utilizados utilizan cebadores de consenso que se dirigen a la regién
conservada del gen L1, ya que son potencialmente capaces de detectar
todos los tipos de VPH de mucosa. Entre ellos se encuentran los

cebadores consenso GP5/6, su version ampliada GP5 + / 6 +, los
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2)

cebadores degenerados MY09/11 y su versién modificada, PGMY09/11
(100-102,128).

El andlisis de los productos amplificados se realiza generalmente
mediante dot blot, hibridacion de linea y polimorfismo de longitud de
fragmento de restriccion (RFLP) que en Ultima instancia puede acoplarse
con secuenciacion directa del ADN (100-102,128).

PCR en tiempo real (real time PCR): es una variante de la PCR, utilizada
para amplificar y simultaneamente cuantificar de forma absoluta el
producto de la amplificacion de ADN.

Southern o hibridaciéon Southern y Northern Blot o inmunoblot: para el
analisis de genomas de VPH, procedimientos de hibridacion en fase
sélida, como Southern Blot para ADN y Northern Blot para moléculas de
ARN, son excelentes y pueden generar informacion de alta calidad. Sin
embargo, consumen mucho tiempo y requieren grandes cantidades de
acidos nucleicos altamente purificados. Por otra parte, requieren
moléculas de tamafio completo bien conservadas y, por lo tanto, no
pueden llevarse a cabo en todas las muestras bioldgicas, particularmente
en los derivados de tejidos fijjos en los que a menudo se observa
degradacién del ADN. También son técnicamente engorrosos y no son
adecuados para estudios de poblacién a gran escala.

Métodos comerciales de hibridacibn de &cidos nucleicos (Hybrid
Capture): Este es el Unico ensayo disponible comercialmente para la
deteccién del ADN del VPH que ha sido aprobado por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA). Es la prueba
de VPH mas utilizada en entornos epidemiolégicos y clinicos. Se basa en
la hibridacién en solucion de sondas largas de ARN sintético que son
complementarios a la secuencia genémica de 13 tipos de VPH alto riesgo
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68 y cinco tipos de VPH de
bajo riesgo 6, 11, 42,43y 44.

Deteccién de infecciones por ensayos seroldgicos: la respuesta de
anticuerpos a Papillomavirus es un determinante clave de la inmunidad
protectora. La serologia del VPH es también una herramienta
epidemioldgica importante para el andlisis de infecciones pasadas y/o
actuales y para la prediccion de los canceres asociados con VPH y sus

lesiones precursoras.
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e Deteccion de anticuerpos de la capside-ELISA: Detecta anticuerpos en
sueros humanos y secreciones de la mucosa para los tipos VPH 1, 6, 11,
16y 18.

e Deteccion de anticuerpos para E6 y E7: los anticuerpos contra las
proteinas E6 y E7 de los tipos VPH-16 y 18 son marcadores de VPH
asociados.

e Deteccion de anticuerpos para E1, E2, E4 y E5: mediante la realizacion
de ELISA o Western blot.

Tipificaciéon de VPH

Después de realizar la amplificacion, a partir del producto de la PCR de la
secuencia genética del fragmento L1 del VPH, se realiza la digestion enzimatica
con 7 endonucleasas de restriccion (BamHI, Haelll, Hinfl, Rsal, Ddel y Sau3
Al/Mbol) gue genera una serie de fragmentos, que pueden ser analizados en un
gel de electroforesis, lo que produce un patrén de banda particular. Este método

sirve para encontrar mutaciones especificas (140-142).

Analisis de las secuencias de VPH

Los primeros trabajos de variabilidad genética se iniciaron con VPH 16, por ser el
virus de alto riesgo mas prevalente en cancer de cérvix, a nivel mundial.

El genoma del VPH de referencia se secuencié por primera vez por Seedorf et
al., en 1985; fue revisado por Myers et al.,, en 1995 y se encontraron muchas
variantes que ocurrian naturalmente El primer estudio mundial de las variantes
de VPH 16 lo realiza Ho et al., en 1993, quien informd primeramente que las
variantes de LCR VPH 16 (elegida por ser la regién mas variable del genoma)
describen un arbol filogenético con cinco ramas principales: dos africanas (AF-1
y AF-2), asiatica americana (AA), europea (E) y asiatica (AS); el clon referencial
gueda dentro de la rama E (143).

Se ha propuesto que el origen de las distintas variantes del VPH estaria en
concordancia con los patrones de migracion humana; los nombres de estas
derivan del origen geografico de la poblacién en la cual son mas prevalentes.
Asi, las variantes de VPH 16 de la rama asiatica-americana estarian asociadas a
etnias nativas americanas. Por otro lado, las variantes europeas podrian haber
llegado a Sudamérica principalmente durante la colonizacién espafiola (144).

Ho et al., fue quien luego determina que la variante asiatica emerge de la rama

europea y contiene variantes que son frecuentes en las poblaciones del este de
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Asia, por lo que més tarde otros autores (145-147) optan por utilizar un arbol
filogenético con cuatro ramas principales: africana 1 (AF-1), africana 2 (AF-2),
asiatica americana (AA) y europea (E) (la cual incluye a la antes llamada variante
asiatica). Debido a las escasas diferencias entre las secuencias de las variantes
europea Yy asiatica (entre 0.5 a 1%), Smith propone un “sublinaje” dentro de la
variante E (europea), a la que denomina Europea Asiatica (Ea), diferenciando de
esta manera Europea prototipo (Ep) y Europea Asiatica (Ea) (147,148).

El aumento en la calidad de las tecnologias de secuenciacion de ADN permite
una resolucion mas detallada en cuanto a los diferentes linajes. A su vez, la
utilizacion de secuencias cortas provee evidencia sobre la mas fuerte asociacion
de los linajes no europeos con neoplasias de alto grado y cancer de cérvix, en
referencia al linaje europeo (147,149) aunque las bases genéticas que hacen
mas carcinogénicas a las variantes no europeas del VPH 16 no se conocen
(150).

Existen trabajos realizados en Argentina y en otros paises de Sudamérica
donde se detectaron amplios porcentajes de variantes europeas en muestras
cervicales (128, 151,152).

Ramiro Alejandro Tomasi

42



Estudio histopatolégico e inmunohistoquimico de liquen plano oral y lesiones | 2020
liquenoides orales y su asociacion con el Virus Papiloma Humano.

HIPOTESIS

“Liquen plano y lesiones liquenoides orales muestran una expresion diferente de

proteinas Bcl-2, Bax y Ki-67”.
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OBJETIVOS

General

Estudiar en liquen plano y lesiones liquenoides orales, marcadores apopt6ticos,

de proliferacién celular y su infeccién por el VPH.

Especificos

1. Describir y caracterizar la poblacion de pacientes con liquen plano y
lesiones liguenoides orales.

2. Estudiar la presencia de VPH en liguen plano y lesiones liquenoides
orales.

3. Describir los cambios histopatoldgicos, citolégicos en liquen plano oral y
lesiones liguenoides orales, y en los casos asociados a VPH.

4. Describir el riesgo de habitos nocivos (tabaco y alcohol) en los casos de
liquen plano y lesiones liquenoides orales, y en los casos asociados a
VPH.

5. Comparar la expresion de las proteinas Bcl-2, Bax y Ki-67 en liquen plano
y lesiones liquenoides orales, y en los casos asociados VPH.

6. Determinar los diferentes genotipos de VPH presentes en liqguen plano vy
lesiones liguenoides orales.

7. Analizar filogenéticamente el VPH16 presente en liquen plano y lesiones

liguenoides orales.
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MATERIALES Y METODOS
El presente trabajo fue aprobado por el Comité Institucional de Etica en

Investigacion en Salud (CIEIS), de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Nacional de Cordoba.

El mismo fue de tipo retrospectivo observacional descriptivo y transversal. Se
estudiaron muestras de pacientes cuyas biopsias estaban en tacos (material de
archivo) y muestras de citologias exfoliativas recibidos en el laboratorio de
Anatomia Patoldgica, entre los afios 2000 a 2017, que fueron enviadas por las
catedras de Estomatologia A y B de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Nacional de Cérdoba (UNC).

Criterios de inclusion y exclusién:

e Inclusion: tacos de biopsias y citologias (en aquellos pacientes que tenian
realizada la biopsia) de pacientes que presentaban diagndstico clinico e
histopatoldgico de LPO o LLO siguiendo los criterios de Van der Meij y
Van der Waal, entre los afios 2000 a 2017.

e Exclusiéon: aquellos pedidos de examen de anatomia patolégica e
historias clinicas con datos incompletos, tacos de biopsias o citologias
con material insuficiente para su diagnostico, leucoplasias y otras
patologias que presentan manifestaciones clinicas e histolégicas
similares a LPO y LLO.
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MATERIALES
Sobre el total de 192 tacos revisados y una vez aplicados los criterios de
inclusion y exclusion, la muestra quedd conformada por;
e Grupo Liquen Plano Oral: 13 casos (tacos de biopsias de pacientes)
diagnosticados clinica e histopatolégicamente como LPO.
e Grupo Lesiones Liguenoides Orales: 32 casos (tacos de biopsias de
pacientes) diagnosticados clinica e histopatol6gicamente como LLO.
Se conformé un subgrupo con 6 pacientes (1 con LPO y 5 con LLO) que ademas
tenian realizadas citologias exfoliativas.
Los datos de género, edad, sitio de toma de la biopsia, habitos de riesgo
(tabaco y alcohol) sintomas relatados por el paciente y la descripcion clinica de
las lesiones, se obtuvieron a partir del pedido de examen histopatolégico que
adjuntaban las biopsias y citologias (anexo 1) entregadas en el Laboratorio de
Anatomia Patoldgica de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional
de Cérdoba, Argentina y también se consultaron las correspondientes historias
clinicas de los pacientes que acudieron a las Catedras de Estomatologia de la

misma Facultad (anexo 2).

Registros de variables

e Geénero: se considerd femenino (F) y masculino (M).

e Edad: se decidio registrarla arbitrariamente en décadas:
-Primera década: 10 a 19 afios
-Segunda década: 20 a 29 afios
-Tercera década: 30 a 39 afios
-Cuarta década: 40 a 49 afos
-Quinta década: 50 a 59 afios
-Sexta década: 60 a 69 afios
-Séptima década: 70 a 79 afos
-Octava década: 80 a 89 afios
-Novena década: 90 a 99 afios

e Primeros sintomas relatados por el paciente: <6 meses de aparicion,
entre 6 a 12 meses de aparicion, >12 meses de apariciéon y no valorado
(NV) (153).

e Lesiones elementales: se registraron siguiendo la clasificacion de
Grinspan (154).

e Habitos de riesgo:
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-Alcohol: no bebedor (NB), bebedor (B) o ex bebedor (EXB), no valorado
(NV) (153).
-Tabaco: no fumador (NF), fumador (F) o ex fumador (EXF), no valorado
(NV) (153).

Estudios histopatolégicos

Las biopsias fueron fijadas en formol tamponado al 10 % pH 7,0, incluidas en
parafina, cortadas con micrétomo para técnicas histoquimicas; los cortes fueron
de 6 a 8 micrémetros (um) para Hematoxilina-Eosina (H/E) y PAS, mientras que
para inmunohistoquimica (IHQ) fueron; de 5 um en el Laboratorio de Anatomia
Patolégica de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional de
Cérdoba, Argentina.

Las citologias fueron fijadas en alcohol al 96%, se dejaron secar a temperatura
ambiente y luego se les realiz6 coloracion de Papanicolaou (PAP) en el
Laboratorio de Anatomia Patoldgica de la Facultad antes mencionada.
Finalmente, los vidrios de biopsias y citologias fueron observadas a triple ciego
para su diagnéstico al microscopio Optico (MO) en la catedra de Anatomia
Patoldgica A de la Facultad de Odontologia y en la primera catedra de Patologia
del Hospital Nacional de Clinicas (HNC) de la UNC.

Diagnéstico clinico e histopatolégico de LPOy LLO

Los casos de LPO y LLO se diagnosticaron segun los criterios de clasificacion
clinicos e histopatologicos de la OMS modificados (11) por van der Meij y van
der Waal (Tabla 3).
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Tabla 3. Criterios de van der Meij y van der Waal (11)

Criterios Clinicos Criterios Histopatoldgicos

- Presencia bilateral, mas o menos - Presencia de una banda
lesiones simétricas. bien definida como zona

- Presencia de un patrén en red de de infiltrado celular
encaje de lineas blanco-gris linfocitario que se limita a
ligeramente  elevadas (patron la parte superficial del
reticular). tejido conectivo.

-> Lesiones erosivas, atroficas, - Signos de degeneracion
ampollares y tipo placa; seran solo hidrépica en la capa basal.
aceptadas como un subtipo en la = Ausencia de displasia
presencia de lesiones reticulares epitelial.

en otras partes de la mucosa oral.

. Cuando las caracteristicas
En todas las otras lesiones que se

. histopatoldgicas son menos
asemejan a LPO pero que no completen P g

L . evidentes, debe ser utilizado el
los criterios antes mencionados, debe ser

. e término “histopatolégicamente
utilizado el término “clinicamente

compatible con”. compatible con”.
Diagnéstico Final de LPO;
Para lograr un diagnoéstico final clinico como histopatolégico deben ser
incluidos los siguientes criterios:
e LPO (Liquen plano oral): un diagnéstico de LPO requiere el
cumplimiento de ambos criterios clinicos e histopatolégicos.
e LLO (Lesion liquenoide oral): el término LLO se utilizard en las
siguientes condiciones:
1. Clinicamente tipico de LPO pero histopatolégicamente solo “compatible
con LPO”.
. Histopatologicamente tipico de LPO pero clinicamente solo “compatible
con LPO”.
3. Clinicamente “compatible con LPO” e histopatolégicamente “compatible
con LPO”.

N
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Diagnoéstico histopatolégico de Displasia Epitelial Oral
La displasia epitelial, se diagnosticd siguiendo la clasificacion tradicional de la
OMS 2005 (155), dividiendo el epitelio en tres tercios:
A. Leve: alteracién arquitectdnica presente limitada en el tercio inferior del
epitelio acompafada de atipia citolégica.
B. Moderada: alteraciéon arquitecténica que se extiende hasta el tercio medio
del epitelio.
C. Severa: alteracion arquitectonica en mas de dos tercios del epitelio con
atipia citolégica asociada.
Ademas, se utilizé el sistema binario de la OMS 2017 para categorizar la
displasia epitelial (71):
A. Displasia de bajo grado (incluye la displasia leve).
B. Displasia de alto grado (incluye la displasia moderada y severa).
La atipia arquitectdnica y citoldgica, y la arquitectura de la interfaz del tejido
conectivo, aumentaron el grado de displasia. Una marcada atipia en el tercio
basal del epitelio fue suficiente para un diagnostico de displasia severa. Si bien,
actualmente, la OMS considera que el carcinoma in situ es sinébnimo con
displasia severa, en el presente estudio al usar la clasificacion tradicional de tres
categorias; se diferencié la displasia severa del carcinoma in situ.
Los criterios diagnésticos (71) utilizados para la displasia epitelial fueron los
siguientes (Tabla 4):

Tabla 4. Criterios diagnésticos para displasia epitelial (WHO, 2017).

Cambios Arquitectonicos Cambios Citolégicos

e Estratificacion irregular e Variacion anormal del tamafio
epitelial nuclear

e Pérdida de polaridad de e Variacion anormal de la forma
células basales nuclear

e Crestas epiteliales en forma de e Variacion anormal del tamafio
gota celular

e Numero de figuras mitéticas e Variacion anormal de la forma
aumentadas celular

e Figuras mitéticas e Relacion nucleo-citoplasma
superficiales anormales aumentada

e Queratinizacion individual en e Figuras mitéticas atipicas
células e Aumento del tamafio y forma

e Perlas corneas dentro de de los nucléolos

crestas epiteliales
e Pérdida de cohesion de
células epiteliales

Hipercromasia
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Diagnéstico de citologias exfoliativas

Los diagnésticos de las citologias exfoliativas fueron realizados siguiendo el

sistema de clasificacion para los hallazgos citolégicos de Papanicolaou (156):

Grado I: Ausencia de células atipicas o anormales (normal).

Grado II: Citologia atipica pero no evidencia de malignidad (inflamatorio).
Grado llI: Citologia sugestiva, pero no concluyente de malignidad.

Grado IV: Citologia fuertemente sugestiva de malignidad.

Grado V: Citologia concluyente de malignidad.

Cambios histopatologicos

Los cambios histopatol6gicos estudiados fueron los siguientes (13, 31,157):

Hiperqueratosis: aumento del espesor de la capa cérnea con
queratinizacién incompleta con ndcleos picnéticos en la capa cornea
(hiperparaqueratosis) o queratinizacibn completa de las capas
superficiales sin nucleos (hiperortoqueratosis).

Atrofia: disminucion del espesor normal del epitelio. Hay poca
queratinizacién en la superficie y el estrato cérneo tiende a mezclarse con
el estrato espinoso.

Acantosis: aumento del espesor del estrato espinoso.

Granulosis: aumento del espesor de la capa granulosa.

Degeneracion hidropica (licuefaccion) de la basal: degeneracién hidropica
de los queratinocitos.

Cuerpos apoptéticos de Civatte (31): estructuras eosindfilas,
redondeadas o lobuladas que a veces contienen nlcleos picnéticos o
fragmentos nucleares localizados principalmente en la capa basal. Serian
los queratinocitos basales que han sufrido necrosis prematura por la
degeneracién hidrépica de las células basales.

Infiltrado linfocitario en banda (yuxtaepitelial): infiltrado con un patrén “en
banda” a lo largo de la union epitelio-tejido conjuntivo, directamente
debajo de la membrana basal.

Displasia epitelial (71): cambio del epitelio caracterizado por una

combinacién de alteraciones arquitectdnicas y citoldgicas.

En los casos VPH positivos se tuvieron en cuenta especialmente los siguientes

cambios:
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e Papilomatosis: elevacién de la superficie causada por hiperplasia y
alargamiento de las papilas dérmicas (157).
e Imagenes tipo coilociticas: células grandes con nucleos relativamente

pequenios, irregulares e hipercromaticos, con citoplasma claro (95,156).

Recoleccion de las muestras
Se realizo el raspado de la lesion mediante citobrush, la muestra se coloco en
tubo conico estéril con 2-5 ml con solucion buffer fosfato (PBS), y se conservé en

freezer a 4°C.
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METODOS

Las técnicas histoldgicas se realizaron en el Laboratorio de Anatomia Patologica

de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional de Cordoba,

Argentina.

Técnicas Histoquimicas

Para la coloracion H/E (158):

1.

N o o s~ Db

8.

Se desparafinaron las laminas e hidrataron hasta llegar al agua.

Se tifieron en la solucién de hematoxilina de Mayer durante 15 minutos.
Se lavaron con agua corriente apenas tibia por 15 minutos.

Se colocaron en agua destilada.

Se colocaron en etanol al 80% durante 2 minutos.

Se contrastaron en solucion de eosina-floxina por 2 minutos.

Se deshidrataron y aclararon a través de dos cambios cada uno de 95%
de etanol, etanol absoluto y xileno, 2 minutos cada uno.

Se montaron en medio resinoso (balsamo).

Para la coloracion PAS (158):

1.

2 e

9.

Se desparafinaron las laminas e hidrataron hasta llegar al agua destilada.
Se oxidaron en la solucion de acido peryddico durante 10 minutos.

Se enjuagaron en agua destilada.

Se colocaron en el reactivo de Schiff de Coleman durante 15 minutos.

Se lavaron con agua corriente tibia durante 10 minutos.

Se contrastaron con la solucion de hematoxilina de Mayer durante 15
minutos.

Se lavaron con agua corriente durante 15 minutos.

Se deshidrataron y aclararon a través de alcohol etilico al 95%, alcohol
etilico absoluto y xileno. dos cambios, 2 minutos cada uno.

Se montaron en medio resinoso (balsamo).

Para coloracion PAP (156,158):

1.

o gk w DN

Se desparafinaron las laminas e hidrataron hasta llegar al agua destilada.
Se oxidaron en la solucién de acido peryddico durante 10 minutos.

Se enjuagaron en agua destilada.

Se colocaron en el reactivo de Schiff de Coleman durante 15 minutos.
Se lavaron con agua corriente tibia durante 10 minutos.

Se contrastaron con la solucién de hematoxilina de Harris durante 6

minutos
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Se lavaron con agua corriente durante 15 minutos.
8. Se deshidrataron y aclararon a través de alcohol etilico al 95%, alcohol
etilico absoluto y xileno. 2 cambios, 2 minutos cada uno.

9. Se montaron en medio resinoso (balsamo).

Técnicas de Inmunohistoquimica

Las técnicas de inmunohistoquimica se realizaron en forma manual en pasantias
de formacion y entrenamiento realizadas en el Laboratorio de Patologia
Molecular Estomatoldgica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de la
Republica, Uruguay (UDELAR), en el laboratorio de Inmunohistoquimica y de
Patologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad Federal de Minas
Gerais, Brasil (UFMG).

Para las técnicas de IHQ se utilizaron los siguientes anticuerpos (Tabla 5):

Tabla 5. Descripcién de reactivos utilizados para identificar los biomarcadores

celular

estudiados.
Tipo Clon Isétopo  Catalogo Tipo de Ac Dilucion  Localizacién
NO
conejo 3533 IgG A3533 Concentrado 1:50 Citoplasma
policlonal DAKO Membrana
raton 100/D5 lgG/ ACROO3AC | Concentrado 1:50 Citoplasma
monoclonal kappa Biocare
conejo SP6 IgG M3064 Concentrado 1:100 Nuclear
monoclonal Spring
Bioscience

AC: Anticuerpo

En los marcadores Bcl-2 y Bax se utilizé el procedimiento del complejo Avidina-
Biotina con pretratamiento de las muestras, y en el marcador ki-67 el
procedimiento con kit libre de biotina.
Como control positivo para Bcl-2 y Bax, se utilizé un corte de amigdala mientras
que para Ki-67 se utilizé un corte de linfoma. Como control negativo se utilizé la
sustitucion de los anticuerpos primarios con Buffer Fosfato Salino (PBS) o Buffer
Tris Salino (TBS).
Protocolo de IHQ para biomarcadores Bcl-2 y Bax (FO/UDELAR)

1. Las laminas fueron desparafinadas en la estufa a 60°C durante 60

minutos.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Se colocaron en xilol por 5 minutos solamente un bafio.

Las ldminas se hidrataron en un tren de concentraciones decrecientes de
alcoholes (absoluto, 96, 80, 70 y 50 %) mediante quince barfios y fueron
lavados con agua destilada.

Recuperacidon antigénica: se colocaron las laminas desparafinadas e
hidratadas en vasos coplin de plastico con la soluciéon recuperadora de
citrato de sodio 10 milimetros (mm) pH 6,2. Estas fueron colocadas
dentro de una olla a presién con agua destilada durante 5 min y dentro
del microondas a 450 watt (W) durante 6 minutos (esperar el punto de
ebullicion).Luego se dejo enfriar durante 8 a 10 minutos y se dejo
reposar en agua 10 minutos.

Se realizaron tres cambios con agua destilada o PBS durante el lavado
de las laminas.

Peréxido de hidrégeno al 0,9% durante 5 minutos, seguido por tres
lavados con agua destilada.

Montaje de los coverplates y rack: se montaron las laminillas en placas
de cubiertas y se colocaron en bastidores para la realizacion de
inmunohistoquimica por capilaridad.

Blogueo de las peroxidasas con kit durante 5 minutos.

Se coloc6 PBS durante 5 minutos y se incubd el anticuerpo primario
monoclonal por un periodo de 45 minutos.

Se colocod PBS durante 5 minutos y se incubé el anticuerpo secundario
biotinilado

Se coloc6 PBS durante 5 minutos y el complejo streptavidina/peroxidasa
por 30 minutos cada uno.

Se colocé PBS durante 5 minutos y los productos de la reaccion fueron
visualizados con sustrato de 3,3-diaminobenzidina-H,O, (DAB)
controlando en el microscopio 6ptico y colocando agua.
Descontaminacion de mesada y del microscopio 6ptico con Hipoclorito.
Se colocaron las laminillas en canastillas y se realizdé coloracion con
Hematoxilina de Mayer durante 30 segundos.

Se realizé lavado con agua corriente y diez bafios en hidroxido de
amonio.

Se realizaron tres bafios en agua corriente y luego se deshidrataron

hasta llegar al alcohol 100%.
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17.

Se dejaron secar, se montaron en solucion a base de polimeros de

xileno y cubreobjetos.

Protocolo de IHQ para biomarcador ki-67 (FO-UFMG)

1.

10.

11.

12.

13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

Las laminas se colocaron el dia anterior en Xilol overnight durante 15
horas.

Se colocé en un segundo paso en Xilol durante 5 minutos.

Se secaron bien las laminas para no contaminar.

Se pasaron en el tren de alcoholes de concentraciones decrecientes de
alcoholes (absoluto, 96%, 80%, 70% y 50 %).

Se realizaron 5 bafios de agua destilada.

Recuperacion antigénica: se colocaron en bafio maria 96°C y se controlo
con termémetro durante 30 minutos con acido citrico (la temperatura ideal
es de 94-100°).

Se dejaron enfriar en agua durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Se realizaron 5 bafios de agua destilada.

Se prepar6 la cuba humeda (con agua destilada en el fondo), se
delimitaron los cortes con lapiz, se secaron detras de la ldmina con gasa
y adelante, en los excesos, con papel absorbente.

Se incubaron con peréxido de hidrégeno durante 10 minutos .Se colocé
el peroxido de hidrégeno en el area delimitada con el lapiz y se las dejo
en la cuba humeda.

Se realiz6 un bafio con trisaminometano-TRIS HCL (solo se lavd) y luego
se realizaron dos bafios con TRIS HCL durante 5 minutos.

Se colocd la solucion de bloqueo (kit) 10 minutos en cuba humeda
cerrada.

Se realiz6 un bafio con TRIS (solo se lavé) y un bafio con TRIS durante 5
minutos.

Se incubd el anticuerpo primario durante 60 minutos.

Se realizaron tres bafios de TRIS durante 5 minutos.

Se incubd el anticuerpo secundario durante 10 minutos.

Se sec6 el exceso con papel absorbente.

Se Incubd con revelador spring HRP conjugado durante 15 minutos.

Se realizaron tres bafios con TRIS durante 5 minutos

Se coloco la coloracion con DAB Kkit.

Se lavé con TRIS y se realizaron cinco bafios con agua destilada.
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22. Se realiz6 la contra coloracion con hematoxilina durante 30 segundos.
23. Se realizaron cinco bafios de agua destilada
18. Se deshidrataron hasta llegar al alcohol 100%.

24. Se realizé el montaje de las laminas.

Interpretacion de la inmunomarcacion para Ki67

En la interpretacién del biomarcador Ki67 fueron considerados como positivos:
nicleos de células tefiidas de color marrén independientemente de la intensidad
de tincion, siguiendo el método propuesto por Bologna-Molina et al. (159). Se
registré también si las células tefiidas estaban en la capa basal, parabasal o en
el infiltrado de LPO y LLO.

Conteo celular para ki67

Para realizar el conteo celular en Ki67 (159), las fotografias fueron tomadas con
microscopio ZEISS PRIMO STAR y camara AXIOCAM ERc5s ZEISS, en la
primera Catedra de Anatomia Patolégica del Hospital Nacional de Clinicas de la
Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Cérdoba,
Argentina. El conteo celular se realizd en forma manual, por dos observadores
calibrados, en la catedra de Anatomia Patol6gica de la Facultad de Odontologia

de la Universidad Nacional de Cdérdoba.

Cada lamina se colocd en el microscopio Optico y se observé en el objetivo
40x.Se tomaron, de las zonas mas representativas, cinco fotos de cada lamina
y se almacenaron imagenes digitales como archivos jpeg. Cada archivo se abrid
con el programa  Microsoft Office PowerPoint™ (Microsoft Corporation,
Redmond, WA, USA) y se utilizé la funcién “tabla” colocandose una cuadricula
6x6 sobre la imagen. La cuadricula se divide en 36 cuadrados con las mismas

dimensiones.

Para cubrir completamente la imagen inmunohistoquimica, la grilla fue
agrandada y las areas que no pertenecian al tejido de interés fueron visualmente
excluidas. En cada imagen, el recuento de células se inicié en el marco superior
izquierdo y terminado en el marco superior derecho, siguiendo las flechas.
Células negativas y positivas fueron contadas manualmente en cada imagen y

en cada cuadro (Figura 6).

Ramiro Alejandro Tomasi

56



Estudio histopatolégico e inmunohistoquimico de liquen plano oral y lesiones | 2020
liquenoides orales y su asociacion con el Virus Papiloma Humano.

Figura 6: Figura esquematica de la cuadricula utilizada para conteo celular de ki-
67. La flecha verde (arriba a la izquierda) indica el campo de inicio; el conteo
continda siguiendo las flechas negras hasta el marco de la flecha roja (arriba a la
derecha).

(Bologna-Molina et al., 2011).

Los datos obtenidos fueron expresados en porcentajes (labelling index- total de
proliferacién celular del caso), mediante el siguiente calculo: se dividié la
cantidad de nudcleos de células positivas por la cantidad de nucleos de células
totales y a ese resultado se lo multiplicé por 100, como se muestra en la figura 7
(159).

218- = el
e

75/293X100=

Figura 7. Porcentaje de proliferacién celular total
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Para obtener los porcentajes de la capa basal, parabasal e infiltrado se oper6 de
la misma manera: se dividié la cantidad de células positivas de cada capa por el

total de células y se multiplicé por 100, como se mostré en la figura 5.

Los casos con porcentajes de proliferacion celular mayores al promedio de cada
grupo (LPO y LLO) fueron considerados arbitrariamente de alto indice de
proliferacién (AIP) y los menores al promedio de cada grupo de patologias fueron
considerados arbitrariamente de bajo indice de proliferacion (BIP).

Se aplicé también el score de Nakagawa et al., (160) para registrar positividad de
Ki-67 (tabla 6).

Tabla 6. Score para Ki-67 (Nakagawa et al., 1994).

Score Porcentaje Interpretacion

0 <5 Negativo
1 5-25 Leve

2 26-50 Moderado
3 >50 Severo

Categorizacion del indice de proliferacion de Ki67

Se obtuvo la media del porcentaje total en cada grupo de patologias estudiadas.
Un porcentaje igual o mayor a la media del grupo, se lo consideré como alto
indice de proliferacion (AIP) celular total. Cuando el porcentaje fue menor a la
media del grupo, se lo consideré como bajo indice de proliferacion (BIP) celular
total en cada caso.

Interpretacion de inmunomarcacién Bax y Bcl-2

En la interpretacion de los biomarcadores Bax y Bcl-2 en los casos de LPO y
LLO, fueron considerados positivos por la intensidad de tincion de color marron
gue presentaba el citoplasma y membrana celular en la capa basal, parabasal e
infiltrado. Se siguié el método de Hercep-Test™ de Dako que es utilizado para
cancer de mama y fue realizado por dos observadores calibrados previamente

Conteo celular para Bax y Bcl-2

El conteo celular se realiz6 en forma manual usando un microscopio 6ptico a
doble ciego en la Catedra de Anatomia Patolégica A de la Facultad de

Odontologia de la Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina.

Primero se observé el preparado en 4x (para corroborar su marcacion), luego en

10x (para verificar la intensidad e integridad de la marcacion) de las zonas bien

teflidas. En los casos con dudas entre score: 1+ y 2+, se us6 20x o 40x.
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Tabla 7. Score utilizado para Bax y Bcl-2 (Hercep-Test, Dako)

Score Expresion Patron de inmunomarcacion
(Figura 8)
0 Negativo | No se observa marcacion o se observa marcacion de la

membrana en <10% de células.

1+ Negativo Se detecta marcacion débil apenas perceptible en la
membrana en >10% de células. Las células muestran

marcacién incompleta de la membrana.

2+ Débilmente Se observa una marcacion de membrana completa
positivo débil o moderada en >10% de células (aunque las

demas no estén marcadas).

3+ Positivo Se observa una fuerte marcacion de la membrana en

>10% de las células.
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Figura 8. Ejemplos de patrones de inmunomarcacion en tejido
(Hercep-Test, Dako).

Deteccién de VPH

La deteccion de VPH se realiz6 en el Laboratorio de Clamydia y Virus del
Papiloma Humano del Instituto de Virologia Dr. José Maria Vanella (INVIV) de la
Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina.

Se realiz6 una extraccion de ADN genomico utilizando AccuPrep® Genomic
DNA Extraction Kit (Bioneer) a partir de las muestras obtenidas para PCR
usando los cebadores MY11 y MY09 que amplifican un fragmento de 450 pb de

la regidn conservada L1 del virus (142).
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Los productos de PCR se visualizaron por medio de electroforesis en gel de
agarosa. Las bandas correspondientes al producto esperado fueron extraidas
del gel empleando el Kit QIAquick Gel Extraction Kit (Quiagen, Valencia,
California, USA) de acuerdo con las especificaciones del fabricante (127,131).

La genotipificacion del VPH se realizé por RFLP con 7 enzimas de restriccién:
Bam H1, Dde I, Hae lll, Hinf |, Pst I, Rsa I, Sau3 Al. El resultado da un patrén en
banda caracteristico (161).

Se alinearon las secuencias de ADN empleando el programa Clustal X
(162,163). Las secuencias fueron utilizadas para genotipificacibn por método
filogenético o la herramienta de genotipificacion viral del NCBI

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cqi).

Andlisis filogenético

Las secuencias de la region E6 amplificadas fueron alineadas usando el
programa MEGA version 5 (164). Para el analisis filogenético se estimé el
modelo apropiado utilizando el programa jModel Test version 0.1.1 (166); se
construyo6 el arbol por maxima verosimilitud, utilizando el software PhyML version
3.0 (166), el cual fue evaluado bajo el procedimiento de bootstrap con 1000
pseudoréplicas (161).

Las secuencias patrones para la realizaciébn del arbol filogenético fueron
tomadas de Smith et. Al, 2011(147). Los numeros de acceso a GenBank
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) son los siguientes: variante Europea
prototipo (Ep): HQ644286, Europea Asiatica (Ea): HQ644251, Africana 1 (AF-1):
HQ644238, Africana 2 (AF-2): AF472509 y Asiatica Americana (AA): HQ644255
(167).

Andlisis estadistico

Los datos cualitativos se expresaron en porcentajes de frecuencias. Los datos
cuantitativos se describieron utilizando valores medios.

La informacién se procesé utilizando la prueba de Chi-Cuadrado, OR para ver la
intensidad de la asociacion y ANAVA. Se establecié un p <0,05 para diferencias
significativas. Se realizé con Infostat Profesional (http://www.infostat.com.ar)
version 2018 (168).
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RESULTADOS
Se analizaron, entre los afios 2000 a 2017, un total de 6.320 biopsias enviadas

al laboratorio de Anatomia Patol6gica de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina.

Del total de biopsias recibidas en el periodo estudiado, se revisaron
diagnosticaron y clasificaron histopatolégicamente 192 casos: LPO (n: 45) y LLO
(n: 147), siguiendo los criterios de OMS de 1978 (38).

Luego se reclasificaron mediante la aplicacién de los criterios de clasificacion
actuales de clasificacion de Van der Meij y Van der Waal (11) y se aplicaron los
criterios de exclusion, quedando excluidos del presente estudio; 147 casos.

De esos 147 casos excluidos, 6 no fueron clasificados clinicamente como LPO ni
LLO; de los cuales un caso fue diagnosticado clinicamente como queilitis y 5
como CCE. En los 141 casos restantes, el 30% (42/141) eran de género
masculino y el 70% (99/141) de género femenino, con una edad promedio de 56
afos, un rango de 19-90 afios. Presentaron diagnéstico clinico de LPO (n: 36) y
de LLO (n: 105) e histopatolégico de LPO (n: 33) y de LLO (n: 108), pero que al
no poseer fotos clinicas, historias clinicas completas, 96 casos fueron excluidos.
Finalmente, la muestra quedé integrada por 45 casos diagnosticados clinica e
histopatol6gicamente como LPO (13) y LLO (32), en los siguientes grupos:

1. Grupo Liquen Plano Oral (GLPO): 13 (26%), con una edad media de 62
afios y un rango de 31-85 afios; el 85% eran del género femenino.

2. Grupo Lesiones Liguenoides Orales (GLLO): 32 (64%), con una edad
media de 57 afios y un rango de 25-84 afios; el 59 % eran del género
femeninos.

3. Subgrupo de Citologias de LPO y LLO (GC): 6 casos (citologias de
pacientes). Un caso que corresponde al grupo de LPO y cinco que
corresponden al grupo de LLO, con una edad media de 62 afios y un

rango de 41-83 afios; el 83% eran femeninos (Tabla 8).
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Tabla 8. Distribucién de los grupos estudiados segun género y edad

Grupo Género Edad media D.E Total

n % n %

Grupo LPO F 11 85 62 (31-85) 16 13 100
M 2 15

Grupo LLO F 19 59 57 (25-84) 13 32 100
M 13 41

Subgrupo F 5 83 62 (41-83) 14 6 100
citologias M 1 17

Durante el periodo estudiado, en ambas patologias, existieron picos maximos de
casos diagnosticados. En los afios 2012 y 2016, se registraron los picos mas
altos (Gréfico 1). En los casos de LPO podria deberse a que en esos afios, los
pacientes podrian haber sufrido estrés, depresion o problemas socioeconémicos.
Con relacion a la prevalencia de estas patologias, durante el periodo estudiado,
fue menor en el LPO (0,2%) que en las LLO (0,5%).
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Gréfico 1. Distribucion por afios de LPO (n: 13) y LLO (n: 32).
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ANALISIS DE LAS VARIABLES CLINICAS

En el grupo de LPO, el 85% (n: 11) de los pacientes fueron del género femenino
y el 15% (n: 2) del género masculino, mientras que en el grupo de LLO, el 59%
(n: 19) de los pacientes fueron del género femenino y el 41% (n: 13) del género

masculino. Estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Ambas patologias predominaron en el género femenino (grafico 2 y 3).

® Femenino @ Masculino

Gréfico 2. LPO: distribucion por género (n: 13).

® Femenino @ Masculino

Gréfico 3. LLO: distribucion por género (n: 32).
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La edad promedio de los pacientes con LPO fue mayor que en los pacientes con
LLO (62 y 57 afos respectivamente). Liquen Plano Oral afectd pacientes en un
rango de 41-85 afios mientras que para LLO fue de 25-84 afos; estas

diferencias en la edad no fueron estadisticamente significativas.

El LPO fue més prevalente en la sexta década mientras que las LLO fueron en la
quinta década (gréfico 4).

10 LPO
LLO

Casos

10 20 30 40 50 B0 70 &0 an

Décadas

Gréfico 4. Distribucion por edad expresada en décadas
en LPO (n: 13) y LLO (n: 32).

Aparicion del primer sintoma

El primer sintoma relatado en las anamnesis por los pacientes, en ambas
patologias, fue luego de los seis meses. El mismo presenté un menor porcentaje
en el LPO del 73% mientras que en las LLO fue del 90%, estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas. El rango para LPO fue entre 2 meses a 15

afios y para LLO entre un mes a 27 afios.

Sitio de toma de biopsia

Los sitios de toma de biopsia generalmente fueron elegidos por ser clinicamente
las areas més alteradas de las lesiones. En LPO el 85% fue en mucosa yugal
mientras que en LLO el 37% fue en la lengua (mayor porcentaje en el borde de

lengua), el 31% en la mucosa yugal y el 12% en labio (grafico 5y 6).
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Grafico 5. Distribucion de las muestras de LPO segun el sitio de toma
de biopsia en LPO (n: 13).
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Grafico 6. Distribucion de las muestras de LLO segun sitio de toma
de biopsia en LLO (n: 32).
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Lesiones elementales seleccionadas como sitio de toma de biopsia
La erosion en LPO y la queratosis en LLO fueron las lesiones elementales més

frecuentes (gréfico 7 y 8).

La presencia clinica de erosion en LPO fue del 38% mientras que en las LLO fue
del 19% y no fue estadisticamente significativo. La presencia clinica de
queratosis en el LPO fue del 8% y en las LLO del 47% lo que fue

estadisticamente significativo (p=<0,002).

La presencia clinica de mancha blanca en LPO fue del 31% mientras que en las

LLO fue del 34% y no fue estadisticamente significativo.

Casos

EROSION AR CHA B LAR Ca, ATROFIA OUERATOSIS

Lesiones elementales seleccionadas en sitio de toma de biopsia de LPO

Grafico 7. LPO: lesiones elementales clinicas seleccionadas como
sitio de toma de biopsia (n: 13)
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Grafico 8. LLO: lesiones elementales clinicas seleccionadas
como sitio de toma de biopsia (n: 32)

En el LPO (figura 9), la bilateralidad y forma en red de las lesiones (tabla 9),
estuvieron presentes en la totalidad de los casos mientras que en las LLO (figura
10 y 11) la mitad de los casos; fueron bilaterales. Estos resultados fueron
estadisticamente significativos en ambas variables ya que son parte de los

criterios diagnésticos aplicados.

Tabla 9. Criterios diagnésticos clinicos para LPO y LLO

Bilateralidad 13 (100) 17(53) <0,002

Red 13 (100) 16 (50) <0,006

1-OR 11,47 IC (1,86-70,81)

2-OR 13,00 IC  (2,11-80,21)
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Figura 9. Presentacion clinica de LPO
(Fotografias cedidas-Céatedra de Estomatologia B, FO-UNC)

Figura 10. Presentacion clinica unilateral de LLO
(Fotografia cedida -Catedra de Estomatologia B, FO-UNC)
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Figura 11. Presentacion clinica en lengua de LLO
(Fotografia cedida -Catedra de Estomatologia B, FO-UNC)

Andlisis de la asociacion de LPOy LLO a VPH
La presencia de VPH fue estudiada en diez casos (3 LPO y 7 LLO). Seis casos

(60%) resultaron positivos (1 LPO y 5 LLO) y cuatro casos (40%) resultaron
negativos (2 LPO y 2 LLO). La edad media de asociacion fue 58 afios con un
rango de 40-83 afios y el género femenino estuvo mas asociado al VPH.

Las LLO presentaron mayor porcentaje de asociacion (71%) al VPH que el LPO
(33%).

Las presentaciones clinicas reticulares del LPO fueron negativas para el VPH

mientras que solo un caso fue positivo con presentacion escleroatrofica.
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ANALISIS DE LAS VARIABLES HISTOPATOLOGICAS

En el LPO, el infiltrado linfocitario en banda (figura 12 C) y la degeneracion
hidrépica (figura 13 A) estuvieron presentes en el 100% de los casos mientras
gue la displasia epitelial estuvo ausente en el 100% de los casos, obviamente
por ser criterios diagndsticos.

La presencia de cuerpos apoptoticos de Civatte (figura 13 B) en el LPO estuvo
presente en un 38% mientras que en las LLO en un 13%, lo que fue

estadisticamente significativo, como se puede observar en la tabla 10.

Figura 12. Microfotografia que muestra la presencia de
hiperortoqueratosis (A), granulosis (B) e infiltrado en banda (C) (H/E 400X)

Figura 13. Microfotografia que muestra degeneracion hidropica en queratinocitos
(Asterisco-A) y cuerpo apoptotico de Civatte (Flecha B) (H/E 400X)
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Tabla 10. Cambios Histopatolégicos

Cambios LPO LLO Valor de p
histopatoldgicos
n (%) n (%)
Infiltrado en banda 13 (100) 22 (69) 0,02
Degeneracion
: . 0,0003
hidrépica 13 (100) 13 (41)
Displasia epitelial SEVERA
2 (8)
AG
MODERADA
0 (0) 24 (75) 17 (71) 15 (63) <0,0001
BG
LEVE
7 (29) 72(29)
Acantosis 2 (15) 12 (38) 0,09
Granulosis 5 (38) 6 (19) 0,16
Cuerpos apoptéticos 0,05
5 (38) 4 (13) OR. 4,38 (1,01-18,89)
Atrofia
6 (46) 8 (25) 0,16
Hiperqueratosis HP 10 (77) HP 17 (55)
HO 2 (15 HO 8 (26
(15) (26) 051
HP-HO 1 (8) HP-HO 6 (19)

AIP: Alto indice de proliferacién, BIP: Bajo indice de proliferacién

En las LLO, el 75% (24/32) de los casos presentaban displasia epitelial (figura
14). En el 62% de los casos (15/32) predominé la displasia epitelial moderada
(grafico 9). Ademas, el 41% de los casos presentaba degeneracion hidropica
(13/32) y el 69% (22/32) infiltrado linfocitario en banda.
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Figura 14. Microfotografia que muestra la presencia
de displasia epitelial leve (H/E 400X)

@ LEVE @ MODERADA i SEWERA

Grafico 9. Porcentaje de displasia epitelial oral en LLO (n: 24)

La atrofia epitelial estuvo presente en el 46% de los casos de LPO mientras que
en las LLO en el 25%, pero no fue estadisticamente significativo (p=0,16).

Los cambios histopatolégicos relacionados con la presencia de hiperqueratosis,
como se observa en el grafico 10, muestran que en ambas patologias predominé
la presencia de hiperparaqueratosis.
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En LPO la presencia de hiperparaqueratosis fue del 77% (10/13) mientras que

en LLO fue del 53% (17/32) lo que no fue estadisticamente significativo (p=0,37).

20 LPO
LLO

17
15

10

Casos

10

2

Paraqueratosis Ortoqueratosis Mixta

Hipergueratosis

Gréfico 10. Presencia de Hiperqueratosis en LPO (n: 13) y LLO (n: 32)

Hallazgos histopatolégicos

En el 31% (n: 4) de los casos de LPO, se observo la presencia de degeneracion
hidrépica en éareas focales, abundantes melanéfagos cercanos a trayectos
vasculares y crestas elongadas en forma de “dientes de sierra”.

Debido a la cronicidad de las lesiones, en el 23% (n: 3) de los casos de LPO, el
infiltrado en banda (yuxtaepitelial) y la degeneracién hidropica se observaron
disminuidos.

En el 6% (n: 2) de los casos de LLO, se observé duplicacion de la capa basal,
zonas de hiperparaqueratosis con hiperortoqueratosis, centros germinales,

linfocitos en exocitosis.

Cambios Histopatoldgicos en casos VPH positivos
En los casos VPH positivos (1LPO y 5 LLO), también se estudiaron los cambios
histopatoldgicos asociados a la infeccién de este virus.
Las imagenes tipo coilociticas e hiperqueratosis estuvieron presentes en la
totalidad de los casos positivos estudiados, pero solamente las imagenes tipo

coilociticas fueron estadisticamente significativas.
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La acantopapilomatosis y la displasia epitelial estuvieron presentes en el 83% de
los casos estudiados pero solamente el valor de p para acantopapilomatosis fue
estadisticamente significativo (p=0,004).

La variable granulosis solamente estuvo presente en el 33%, con un valor de
p=0,81 estadisticamente no significativo (tabla 11).

La variable infiltrado en banda y degeneracién hidrépica estuvieron presentes
en el 67% de los casos, estadisticamente no significativo.

Los cuerpos apoptoéticos de Civatte estuvieron presentes en el 17% de los casos,

lo que no fue estadisticamente significativo.

Tabla 11. Cambios histopatolégicos en casos VPH positivos y negativos

Cambios VPH VPH negativos | Valor de
histopatoldgicos positivos n (%) p
n (%)
Iméagenes tipo 6 (100) 3 (75) 0,01
coilociticas
Acantopapilomatosis 5(83) 0 (0) 0,003
Granulosis 2 (33) 2 (50) 0,81
Infiltrado en banda 4 (67) 3 (75) 0,78
Degeneracion hidropica 4 (67) 3 (75) 0,78
Cuerpos apoptoéticos 1(17) 1 (25) 0,75
Displasia epitelial 5 (83) 1(25)
Leve BG 1(100) | BG 0,06
1(17) 1 1
(20) (100)
Moderada AG 0 (0) AG
2 (33) 4 0 (0)
Severa (80) 0 (0)
2 (33)
Hiperqueratosis 6 (100) 4 (100) 0,53
Hiperortoqueratosis 1(25)
3 (50)
Hiperparaqueratosis 3 (75)
3 (50)
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Andlisis de muestras de citologias exfoliativas en pacientes con
biopsia (subgrupo)

Se analizaron seis citologias de pacientes con diagnéstico de LPO (n: 1) y LLO
(n: 5). Cinco muestras fueron pacientes del género femenino y una del género
masculino.

La lengua fue el sitio de toma predilecto en un 67% (el borde y cara ventral de la
lengua, fueron los lugares mas elegidos).

El 67% de las citologias presentaron un resultado de grado Il mientras que en
un 33% de grado Il. En la mitad de las citologias exfoliativas (3/6), no se
encontr6 la presencia de displasia epitelial. De los casos que presentaban
displasia epitelial, el 67% (2/3) presentaban displasia leve y el 33% (1/3),
displasia moderada.

La mitad de las citologias presentd leucocitos (3/6), y el 100% (6/6), hematies.
En relacién a la flora encontrada, la presencia de hongos fue del 33% (2/6) y de
cocos en 100% (6/6) en los casos estudiados (tabla 11).El 100% de los casos
que presentaban displasia epitelial (3/3) tenian presencia de leucocitos 2+
mientras que los casos sin displasia epitelial no presentaban leucocitos, esta
diferencia fue estadisticamente significativa p=0,01.

Los hallazgos citoldgicos encontrados, en el 75% de los casos que tenian
realizada citologia exfoliativa y eran VPH positivos, fue la presencia de células
intermedias y superficiales con granulos intracitoplasmaticos, naranjofilia,
anfofilia, células intermedias binucleadas y células paraqueratinizadas,
ortoquertinizadas en colgajos.

Tabla 12. Perfil citopatoldgico de los pacientes

Diag: Diagnostico, DE: Displasia epitelial, Mod: Moderada, Células: O (Ortoqueratinizadas), P
(Paraqueratinizadas), C (Ciandfilas), | (intermedias), P (Parabasales).
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ANALISIS DE LOS FACTORES DE RIESGO

En ambas patologias, el consumo de tabaco fue registrado en el informe
anatomopatolégico solamente en el 31% de los pacientes y el valor de p=0,91 no

fue estadisticamente significativo (grafico 11).

12 LPO
W Lo
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o™

Fumador No fumadaor

Tabaco

Gréfico 11. Consumo de tabaco en pacientes con LPO (n: 8) y LLO (n: 21)

El consumo de alcohol fue registrado en el informe anatomopatoldgico
solamente en el 15% (2) de los pacientes que presentaban LPO y en el 34%
(11) de los pacientes con LLO; el valor de p=0,14 no fue estadisticamente

significativo (grafico 12).
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Gréfico 12. Consumo de alcohol en pacientes con LPO (n: 9) y LLO (n: 21)
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Factores de riesgo en casos VPH positivos

En los casos VPH positivos (1 LPO y 5 LLO), el 17% de los pacientes fumaban
mientras que en los VPH negativos lo hacian en el 25%; esto no fue
estadisticamente significativo (p=0,63).

En los casos VPH positivos, el 50% consumia alcohol mientras que en los casos
VPH negativos consumia alcohol sélo el 25%, esta diferencia estadisticamente
no fue significativa (p=0,35).
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ANALISIS DE VARIABLES INMUNOHISTOQUIMICAS

Biomarcador Ki-67

Para el biomarcador Ki-67, todos los casos de LPO como LLO presentaban mas
del 5% de positividad, considerado el pardmetro para definirlo como positivos.
Las LLO en el 56% (18/32) fueron moderadamente positivas y en el 44% (14/32)
levemente positivas, mientras que en el LPO, el 385% (5/13) fueron
moderadamente positivas y el 61,5% (8/13) levemente positivas.

El porcentaje promedio de proliferacion celular total fue mayor en LLO (figura 15)
que en LPO (26 y 24 por ciento respectivamente) pero no fue estadisticamente
significativo. El porcentaje promedio de proliferacion celular en la capa parabasal
como en el infiltrado también fue mayor en las LLO, y no fue estadisticamente
significativo (tabla 13).
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Figura 15. Inmunomarcacion de Ki-67 en células
Basales (flecha) y parabasales (asterisco) en LLO (400X)
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Tabla 13. Porcentajes de proliferacion celular de Ki-67 en LPO y LLO

K167 LPO LLO
(%) (n=13) (n=32)
Total 24 % 26%
Basal 10% 9%
Parabasal 12% 14%
Infiltrado 2% 3%

Cuando se aplico el score de Nakagawa, los casos de LLO presentaron mayor
porcentaje score 1 (positivo leve) en la capa parabasal, lo que fue

estadisticamente significativo; p=0,005 (tabla 14).

Tabla 14. Porcentajes de proliferacion celular en LPO y LLO segun score

Nakagawa
KI67 LPO LLO Valor de p
(score Nakagawa) n % n %
Negativo basal 1(8) 2 (6) 0,86
Leve basal 12 (92) 30(93) 0,86
Negativo Parabasal 3 (23) 0 (0) 0,32
Leve Parabasal 10 (77) 32 (100) 0,005
Negativo infiltrado 12 (92) 26 (81) 0,35
Leve infiltrado 1(8) 4 (13) 0,58
Moderado infiltrado 0 (0) 2(6) 0,36

Cuando se clasificaron los casos de LPO y LLO, segun el indice de proliferacion,
existieron diferencias entre ambas patologias. Las LLO presentaron mayor

porcentaje de alto indice de proliferacion celular total que el LPO, lo que no fue

estadisticamente significativo (tabla 15).
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El porcentaje promedio de bajo indice de proliferacién celular cuando se lo

comparé entre ambas patologias, no fue estadisticamente significativo (tabla 15).

Tabla 15. indice de proliferacion celular total Ki-67 en LPO y LLO

K167 LPO LLO
(indice de n % n %
proliferacion)
AlIP 7 (54) 20 (62,5)
BIP 6 (46) 12 (37,5)

AIP: Alto indice de proliferacion, BIP: Bajo indice de proliferacion

Los casos VPH positivos fueron solamente 6 y su inmunomarcacion se detalla en
la tabla 16.

Tabla 16. Inmunomarcacion en casos VPH positivos y negativos

Ki67 Ki67 Ki67 Ki67 Ki67 Ki67 Bax Bax Bax Bcl-2 Bcl-2 Bcl-2
G* |IP % %NAK B PB IN B PB IN B PB IN
M | BIP 23 | Leve Leve | Leve | Neg + + + = + +
F | AIP 27 | Mod Leve | Leve | Neg + + + - + +
M | AIP 26 | Mod Leve | Leve  Neg T+ + + + + T+
F | AIP 28 | Mod Leve | Leve | Neg + + + + + +
F | BIP 25 | Leve Leve  Leve | Neg + T + 3 + +
F | BIP 16 | Leve Neg | Leve | Neg + + + + + +
M | AIP 38 | Mod Leve | Leve | Neg F + + - - -
M | AIP 34 | Mod Leve | Leve | Neg + + + - - -
M | BIP 15 | Leve Leve | Neg | Neg + + + = = +
F | BIP 13 | Leve Leve | Neg | Neg + + + - - +

G* (género), M: masculino, F: Femenino, Neg: negativo, Mod: moderado, AIP: Alto indice de proliferacion, BIP:

Bajo indice de proliferacion, NAK: score de Nakagawa

Cuando se compar6 el porcentaje promedio del indice de proliferacion celular
total entre casos VPH positivos y negativos, fue similar en VPH positivos (25%)
y en VPH negativos (24%). En la capa parabasal los casos VPH positivos
también presentaron un mayor porcentaje (14%) en relacién a los negativos

(11%), como se muestra en la tabla 17.
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Tabla 17. Porcentajes de proliferacién de Ki-67 en casos VPH positivos y

negativos
Ki-67 VPH positivos VPH negativos
(%) (n=6) (n=4)
Total 24% 25%
Basal 7% 11%
Parabasal 14% 11%
Infiltrado 2% 2%

Cuando se comparé el indice promedio de proliferaciéon celular total entre ambas
patologias, en relacion a la asociacién con el VPH, las LLO VPH positivas
presentaron un 26% que fue mayor al porcentaje de las LPO VPH positivos
(16%), como se observa en la tabla 18.

Las LLO VPH negativas también presentaron un porcentaje mayor de
proliferacién celular total en relacién a los casos de LPO VPH negativos de 36 y
14 respectivamente.

A nivel de la capa parabasal, existieron diferencias entre los porcentajes de LLO
VPH negativas (18%) y LPO (3%) y entre los casos de LLO positivos (15%) con

LPO positivos (11%) como se puede observar en la tabla 18.

Tabla 18. Porcentaje de proliferacion de Ki-67 en LPO y LLO VPH negativo y

positivo.
K167 LPO LLO LPO LLO
NEG NEG POS POS
(n=2) (n=2) (n=1) (n=5)
Total 14% 36% 16% 26%
Basal 9% 13% 4% 8%
Parabasal 3% 18% 11% 15%
Infiltrado 2% 3% 0% 3%
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Biomarcador Bax

En relacién a la inmunomarcacion positiva del biomarcador proapoptético (Bax),
en LPO fue mayor el porcentaje de casos positivos en la capa basal y parabasal
(figura 16).

Figura 16. Inmunomarcacion positiva de Bax en células
Basales (asterisco) y parabasales (flecha) en LPO (400X).

Cuando se compararon ambas patologias, en la capa basal, parabasal y a nivel
del infiltrado, estos resultados no fueron estadisticamente significativos; como se

observa en la tabla 19.
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Tabla 19. Porcentajes de casos con expresion Bax positiva y negativa en LPO y
LLO

Basal (+) 12 (92) 28 (87)

Parabasal (+) 12 (92) 29 (91)

Infiltrado (+) 12 (92) 30 (94)
Basal (-) 1(8) 4(12)
Parabasal (-) 18) 3(9)
Infiltrado () 1(8) 2(6)

+: Positivo,-: Negativo

Cuando se compar6 la inmunomarcacion de Bax con relacién a la asociacioén con

el VPH, los resultados fueron iguales entre ambas patologias (tabla 20).

Tabla 20. Porcentaje de casos VPH positivos y negativos con expresion positiva
de Bax

Basal 6 (100) 4 (100)
Parabasal 6 (100) 4 (100)
Infiltrado 6 (100) 4 (100)

Cuando se comparé la inmunomarcacion de Bax en las biopsias de los pacientes

estudiados, segun su género, no existieron diferencias (tabla 21).
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Tabla 21. Porcentaje de casos femeninos y masculinos con expresion de Bax

Basal (+) 5 (100) 5 (100)
Basal (-) 0 (0) 0 (0)
Parabasal (+) 5(100) 5 (100)
Parabasal (-) 0(0) 0 (0)
Infiltrado (+) 5 (100) 5 (100)
Infiltrado (-) 0 (0) 0 (0)

+: Positivo, -: Negativo
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Biomarcador Bcl-2

En la expresion positiva del biomarcador antiapoptético (Bcl-2), existieron

diferencias entre ambas patologias aunque no fueron estadisticamente

significativas.

Fue mayor el porcentaje de casos positivos en la capa basal, parabasal e

infiltrado en LLO (figura 17), como podemos observar en la tabla 22.
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Figura 17. Inmunomarcacién de Bcl-2 en LLO (200X)

Tabla 22.Porcentajes de casos con expresion de Bcl-2 en LPOy LLO

+ Basal 9 (69) 25 (78)
+ Parabasal 10 (77) 26 (81)
+ Infiltrado 10 (77) 28 (87,5)
- Basal 4(31) 7(22)
-Parabasal 3(23) 6 (19)
-Infiltrado 3 (23) 4(12,5)

+: Positivo, -: Negativo
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Cuando se compar6 la inmunomarcacion de Bcl-2 con relacién a la asociacion
con el VPH, los casos VPH positivos presentaron mayor expresion positiva que

los casos VPH negativos en la capa basal.
En la capa parabasal, todos los casos VPH positivos presentaron expresion

positiva y expresién negativa en todos los casos VPH negativos (tabla 23).

Tabla 23. Porcentaje de casos VPH positivos y negativos con expresion positiva
del biomarcador Bcl-2

Bcl-2 VPH + VPH -
(expresion n (%) n (%)
positiva)
Basal 4 (70) 0 (0)
Parabasal 6 (100) 0 (0)
Infiltrado 6 (100) 1(25)

Cuando se compar6é la inmunomarcaciéon de Bcl-2, segun su género, no

existieron diferencias estadisticamente significativas (tabla 24).

Tabla 24. Porcentaje de expresiéon del biomarcador Bcl-2 en casos femeninos y

masculinos
Bcl-2 CASOS CASOS
(expresion FEMENINOS MASCULINOS
positiva y n % n %
negativa)
Basal (+) 3 (60) 1 (20)
Basal (-) 2 (40) 5 (100)
Parabasal 4(80) 2 (40)
(+)
Parabasal 1 (20) 3 (60)
)
Infiltrado (+) 5 (100) 2 (40)
Infiltrado (-) 0 (0) 3 (60)
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Los pacientes con LLO que consumian alcohol, presentaron 6 veces mas
posibilidades de expresion fuertemente positiva (3+) de Bcl-2 a nivel del
infiltrado; OR 6,67 (0,92- 48,31) aunque no fue estadisticamente significativo
(p=0,08).

Los pacientes con LLO que consumian tabaco, presentaron 3 veces mas
posibilidades de expresién fuertemente positiva (3+) de Bcl-2 a nivel del
infiltrado; OR 3,50 (0,43- 28,37) aunque no fue estadisticamente significativo
(p=0,29).
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ANALISIS DE LOS GENOTIPOS DE VPH DETECTADOS

Los genotipos detectados fueron VPH 6, VPH 11, VPH 13,VPH 16 y VPH 53
(grafico 13), todos pertenecientes a la subfamilia Firstpapillomavrinae, género
Alphapapillomavirus; el 60% correspondié a la especie Alphapapillomavirus 10
(VPH 6, VPH 11, VPH 13), el 20% a la especie Alphapapillomavirus 9 (VPH 16)
y el 20% a la especie Alphapapillomavirus 6 (VPH 53).

Los genotipos mas frecuentes fueron VPH 6, VPH 53 y VPH 16 en un 25%.

Lo
LFO

Cantidad

VPH G VPH 11 VPH 13 VPH 16 VPH 53

Genotipos VPH

Gréfico 13.Distribucion de genotipos detectados en LPO y LLO (n: 6)

Los genotipos de alto riesgo fueron el VPH 16 y VPH 53, mientras que los de
bajo riesgo fueron el VPH 6, VPH 11 y VPH 13. No existi6 predominio entre
genotipos de alto o bajo riesgo.

En los VPH-AR, no hubo predominio de algin genotipo sobre otro y en los VPH-
BR sobresalié el genotipo 6 en un 50%.

En LPO, el unico genotipo detectado fue el VPH 16, de alto riesgo, en la forma
escleroatréfica, mientras que en las LLO fueron genotipos de bajo riesgo (VPH 6,
VPH 11, VPH 13) y de alto riesgo (VPH 16 y VPH 53), predominaron los
genotipos de bajo riesgo (grafico 14).
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Grafico 14. Distribucion de genotipos segun riesgo en LPO y LLO (n: 8)

Un paciente con LLO presentd tres genotipos simultaneos: VPH 6, VPH 16 y
VPH 53, dos de ellos de alto riesgo (VPH16 y 53) y uno de bajo riesgo (VPHS6).
Cuando se estudié la proliferacién celular total, la mayoria de los genotipos
presentaron indices similares aunque el genotipo 53 present6 el mayor indice de
proliferacion (28%) y los porcentajes de proliferacion a nivel de la capa parabasal
también fueron similares aunque el VPH 11 y 53 presentaron mayor porcentaje,
18 y 16 respectivamente (tabla 25).

Tabla 25. Proliferacion de Ki-67 segun VPH de alto y bajo riesgo

% Total 23 27 26 16 28 25
% Basal 7,5 6 8 4 8 11
% Parabasal 15 18 15 11 16 9
% Infiltrado 1 3 3 1 4 4

BR: Bajo riesgo, AR: alto riesgo
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Cuando se evaluo la expresion de Bax en relacién con los genotipos detectados,
en las muestras estudiadas, no existieron diferencias (tabla 26).

Tabla 26.Expresion de Bax en VPH de alto y bajo riesgo

Basal 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
Parabasal 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
Infiltrado 3+ 3+ 3+ 3+ 3+

En el biomarcador bcl-2, se observé que los genotipos VPH 6 y VPH 11 fueron
negativos (1+) en la capa basal. ElI genotipo VPH 13 y los VPH-AR fueron
positivos (2+).

En la capa parabasal, también existieron diferencias, los genotipos de bajo
riesgo fueron negativos y los de alto riesgo positivos.

A nivel del infiltrado, todos los genotipos fueron fuertemente positivos 3+ (tabla
27).

Tabla 27. Expresién de Bcl-2 en genotipos VPH de alto y bajo riesgo

Basal 1+ 2+ 2+ 2+ 2+
Parabasal 0 1+ 2+ 2+ 2+
Infiltrado 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
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ANALISIS FILOGENETICO

Se identificaron VPH16 en dos pacientes, cuyas secuencias de genes E6 y LCR
pudieron ser analizadas filogenéticamente. Luego de secuenciar la region E6 del
VPH 16 de los dos casos; se pudo llegar al siguiente resultado que se refleja en
el arbol filogenético del VPH 16 de la figura 18.

El paciente 116T que presentaba el diagnéstico de LLO resulté Europeo
Asiatico (Ea), mientras que el paciente 184T que presentaba el diagndstico de

LPO resulté Europeo Prototipo (Ep), como se puede observar en la figura 18.

Ep
(&)
e A
e 184T-LPO
| () Ea
.
[l J116T-LLO

Figura 18. Arbol filogenético VPH 16
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DISCUSION
En la actualidad, existen criterios de clasificacion clinicos e histopal6gicos para

LPO y LLO. Algunos autores sugieren el uso de los criterios de clasificacion de la
OMS modificados por van der Meij y van der Waal para el correcto diagndstico
de ambas patologias (1,39), por lo tanto existen mayores acuerdos entre
clinicos y patélogos cuando se utilizan estos criterios (1).

En el presente estudio, se aplicaron los criterios diagndésticos propuestos por van
der Meij y van der Waal, quienes mencionan los siguientes criterios clinicos:
presencia bilateral de las lesiones (mas o menos lesiones simétricas), presencia
de un patrén en red de encaje de lineas blanco-gris ligeramente elevadas
(patrén reticular), presencia de lesiones erosivas, atréficas, ampollares y tipo
placa, seran sélo aceptadas como un subtipo en la presencia de lesiones
reticulares en otras partes de la mucosa oral; y criterios histopatologicos:
presencia de una banda bien definida de infiltrado celular linfocitario que se limita
a la parte superficial del tejido conectivo, signos de degeneracion hidrépica en la
capa basal y ausencia de displasia epitelial.

Para llegar al diagnéstico final de LPO se requiere el cumplimiento de ambos
criterios clinicos e histopatolégicos y para el diagndstico final de LLO, se utilizara
en las siguientes condiciones: a) clinicamente tipico de LPO pero
histopatolégicamente sélo “compatible con LPQO”, b) histopatolégicamente tipico
de LPO pero clinicamente sélo “compatible con LPO” y ¢) clinicamente
“compatible con LPO” e histopatolégicamente “compatible con LPO” (11).
Diversos autores han investigado los factores de riesgo que se asocian al LPO y
a las LLO. Entre los més estudiados, se encuentran el consumo de tabaco, el
consumo de alcohol, y la infeccion con VPH (4, 8, 21,65-72).

Estudios previos describen la asociacion del VPH con algunos DPM como LPO y
LLO (2,4-6, 9, 15,100-102,137-139).

Algunos estudios afirman que la infeccion por VPH, sobre todo por los genotipos
VPH 16 y VPH 18, esté asociada con el indice de proliferacion celular debido a la
interaccion de este virus con proteinas del ciclo celular (70,93).

El LPO presenta un marcado predominio en el género femenino (13,29). En el
presente estudio los resultados obtenidos referidos a la distribucién por género
mostraron una mayor prevalencia del género femenino en ambas patologias.
Estos resultados coinciden con estudios locales realizados por nuestro equipo
(29), Lanfranchi et al., (169) y con otros estudios en Espafia (65), Brasil (27),
China (61) e Iran (43).
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Caracteristicamente, el LPO afecta a personas adultas entre los 30 a 70 afios de
edad (13). Los resultados obtenidos muestran que la edad media de los
pacientes estudiados fue de 62 afios en LPO y 58 en LLO. Este resultado difiere
con el trabajo de Alberdi-Navarro (62), que muestra que la edad media fue 57,1
afios para LPO aunque coincide con el estudio mencionado en LLO que fue de
57,7 aios para LLO, y con el trabajo de Aminzadeh et al., (43) en el que la edad
media fue mucho menor: de 46,1 afos para LPO y de 46,9 afios para LLO.
Ademads, los resultados relacionados al rango de edad son entre 41-85 afios en
LPO y 25-84 afos en las LLO. Estos resultados difieren con los resultados
obtenidos para LPO en estudios realizados en Argentina (169), Brasil (24) y
Estados Unidos (27).

En nuestro estudio, preferimos denominar aparicion del primer sintoma relatado
por el paciente en lugar de tiempo de evolucién, ya que en el momento de la
primera consulta el paciente muchas veces manifiesta que ha venido a la misma
por aparicion de dolor, ardor, por derivacion o por autodescubrimiento de las
lesiones y no significa que estas no hayan aparecido mucho tiempo atras ya que
generalmente son asintomaticas y “en consecuencia” el paciente puede
desconocer el momento exacto.

Con relacion a los resultados sobre la aparicién del primer sintoma, relatado por
el paciente durante la anamnesis (registrado en las historias clinicas), en ambas
patologias se produjo a los seis meses de su aparicion. El 31% de los pacientes
de LPO y el 28% de los pacientes de LLO lo relataron entre los 6-12 meses y
mayor a 12 meses; este resultado es diferente al encontrado por Bascones-
llundain (153), quienes el 43,8% presentaba un tiempo de evolucion mayor a 12
meses.

En relacién con el sitio de toma de la biopsia, elegimos denominarlo asi ya que
los estomato6logos eligen los sitios clinicamente mas “graves” para realizar la
biopsia de la lesion en busca de posibles transformaciones o la presencia de
displasia epitelial. Ademas, los LPO pueden tener mas de una localizacion, por lo
que el sitio de toma de biopsia generalmente es uno solo.

Se conoce que el LPO puede afectar en cualquier sitio de la cavidad bucal pero
mas comunmente el sector medio y posterior de la mucosa yugal (28,29).

La mayoria de los trabajos describen los sitios de localizacion de la lesion (22,
27, 30,43) y no hacen referencia al sitio de toma de biopsia. El trabajo de
Alberdi-Navarro (65) realiza la distincién entre sitio de localizacion y sitio de

biopsia, pero agrupa a ambas patologias como “Enfermedades Liquenoides

Ramiro Alejandro Tomasi

93



Estudio histopatolégico e inmunohistoquimico de liquen plano oral y lesiones | 2020
liquenoides orales y su asociacion con el Virus Papiloma Humano.

Orales” (ELO), lo que discrepa con la clasificacion de las lesiones estudiadas del
presente trabajo.

El sitio predilecto para la toma de biopsia, en LPO, fue la mucosa yugal seguido
por la lengua, y en LLO fue en la lengua, seguido por la mucosa yugal y el labio.
Estos resultados coinciden en el LPO con los estudios realizados en Argentina
por Aguas y Lanfranchi (22), en Estados Unidos y Brasil (27,30), por Bascones-
llundain et al., (153) en Espaia y Aminzadeh et al., (43) en los que se sefala
gue el sitio de afectacion del LPO fue la mucosa yugal aunque seguido por la
encia (no por la lengua como en el presente estudio).

En el estudio de Aminzadeh et al., (43), las LLO se localizaron en la mucosa
yugal, lo que difiere con el presente estudio donde estas lesiones se
encontraban mas frecuentemente en la lengua y en segundo lugar en la mucosa
yugal.

Durante afos, los criterios de clasificacién para LPO fueron los propuestos por la
OMS en 1978 (38).Nuestro equipo, ha trabajado anteriormente el estudio de los
aspectos clinico-patolégicos de LPO siguiendo la anterior clasificacion de la
OMS (29).

En el presente estudio, los casos fueron clasificados siguiendo los criterios
modificados por van der Meij y van der Waal del afio 2003 (11) por lo que la
comparacion de los resultados obtenidos con los de otros estudios es un poco
engorrosa, ya que la mayoria de los estudios actuales como en anteriores han
utilizado otras clasificaciones.

Cabe remarcar que nuestro equipo aplicd esta nueva clasificacion y comenzé
una reclasificacion de las biopsias diagnosticadas histopatolégicamente como
LPO y LLO de manera retrospectiva desde el afio 2000.

Las lesiones en el LPO son simétricas, bilaterales o multiples y tienen una gran
variedad de presentaciones clinicas, incluidas las formas reticulares con estrias
de Wickham, en placa, atroficas, ampollares y erosivas (13,27, 29-33) y las LLO
pueden ser muy similares al LPO (42).

Con referencia a las lesiones elementales seleccionadas como sitio de toma de
biopsia del LPO, la forma erosiva fue la mas frecuente seguida por la forma
reticular. Este resultado, difiere con otros estudios como por ejemplo el de
Bascones-llundain et al., (153) quienes relatan que la forma reticular fue la mas
frecuente seguida por la atréfica-erosiva; el de Oliveira et al.,, (27) quienes
informan que la forma reticular fue la mas prevalente seguida por la forma

erosiva.
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En el estudio de Alberdi-Navarro (62), la presentacion papular fue la mas
frecuente seguida por la erosivo-ulcerativa, lo que hace pensar que las lesiones
elementales registradas y la clasificacion utilizada difieren ampliamente con el
presente estudio. En la clasificacion actual de LPO y LLO, los criterios clinicos
indican que la forma reticular se debe observar como lineas de color blanco-gris
ligeramente elevadas (patrén reticular) y que las lesiones erosivas, deben tener
adema@s la presencia de lesiones reticulares en otras partes de la mucosa oral.
La presencia de criterios clinicos diagndsticos, bilateralidad y forma de red en las
lesiones, también fueron estudiadas en el presente estudio. La bilateralidad en
LPO estuvo presente en la totalidad de los casos (13/13) mientras que en LLO
solamente en un poco mas de la mitad (17/32), fue estadisticamente significativa
(p=<0,002) y la forma de red de las lesiones estuvo presente en la totalidad de
los casos (13/13) mientras que en LLO en la mitad de los casos (16/32), fue
estadisticamente significativa (p=<0,006). Estos resultados difieren con el trabajo
de De Lima et al., (170) en el cual se registré que las lesiones de LPO, en el
51,29%, se observaron en un solo sitio, fueron simétricas y bilaterales mientras
que en el 46,4% se observaron en multiples sitios, fueron simétricas y
bilaterales.

Los resultados sobre la presencia de bilateralidad y forma de red de las lesiones
no pueden ser comparados exhaustivamente con otros estudios, debido a que
estos no especifican (aunque si referencian la presencia del patrén o forma
reticular en LPO) los porcentajes de casos que presentaban ambos aspectos en
las lesiones estudiadas. Estas caracteristicas se describen aplicando los criterios
diagnésticos clinicos de van der Meij y van der Waal (11); muchos de estos
trabajos no utilizaron estos criterios de clasificacion, lo que revela en el presente
estudio que los criterios de clasificacion, inclusion y exclusion fueron estrictos.
Existe una fuerte asociacion entre VPH y LPO que se debe a las alteraciones
que puede presentar el epitelio como erosiones o atrofias, que lo hace méas
susceptible a la infeccion por VPH (4).

El resultado obtenido en relacién a la asociacién de LPO y LLO con el VPH
muestra que el mayor porcentaje de asociacién a este virus lo presentaron las
LLO (71%) y en menor porcentaje el LPO (33%). Este resultado en LLO, no
puede ser comparado con otros estudios similares ya que no existen
investigaciones que involucren estas lesiones pero vale destacar que en el
estudio de Sahebjamiee et al., los resultados indican que el VPH se encontr6 en
un 57% asociado a LPO con presencia de displasia epitelial. Por lo que estos
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casos, teniendo en cuenta los criterios de clasificacién de LPO actuales, serian
reclasificados como LLO (171).

Con relacién a la asociacion del LPO con el VPH, en el presente estudio, fue del
33%; este resultado difiere del estudio de Sahebjamiee et al., (171) en el que
LPO estuvo asociado en el 15%; del estudio de Campisi et al., (2) en el que LPO
estuvo asociado en el 19,7%; del estudio de Ostwald et al., (70) en el que LPO
estuvo asociado en el 15,4% y del estudio de Yildirim et al., (15). En contraste,
estos resultados son similares a los hallados en el estudio de Szarka et al., (136)
en el cual el LPO estuvo asociado en un 32,8%.

Las formas reticulares de LPO resultaron negativas para el VPH y un caso de
LPO con presentacion escleroatréfica fue VPH positivo. Los resultados negativos
difieren de los resultados hallados en el estudio de Yildirim et al., (15) en el que
los casos reticulares de LPO fueron los que mas se asociaron al VPH. Los
resultados positivos son diferentes a los encontrados en los trabajos de Yildirim
et al., (15) en el cual los casos positivos fueron: erosivos, en placa y reticulares.
También difiere del estudio local realizado en Cérdoba, Argentina por Venezuela
et al., (100) en el cual las formas clinicas de LPO asociadas al VPH fueron en su
totalidad las queratésicas y difiere también del estudio de Campisi et al., (2) en el
cual los casos asociados fueron atroficos-erosivos.

Con respecto a la asociacién del género de los pacientes con el VPH, el género
femenino estuvo mas asociado. Este resultado coincide con los trabajos de
Yildirim et al., (15), Pol et al., (16) en los que el género femenino estuvo mas
asociado al VPH.

Los cambios histopatoldgicos observados en el presente estudio coinciden con
los trabajos de Hiremath et al., (172) y Mravak-Stipetic et al., (173) en los cuales
existe una correlacion entre caracteristicas histopatoldégicas patognomonicas o
definitorias de LPO y LLO. Estos resultados difieren de los hallados en los
estudios de Alberdi-Navarro (65), Aguirre (174), Cortés et al., (175) y Alberdi-
Navarro et al., (176) quienes en sus trabajos consideran que no existe una
correlacion entre los diferentes subtipos clinicos y los histopatoldgicos de LPO y
LLO.

Las LLO se han denominado de manera variable a lo largo de la historia y segun
los diferentes autores como: “lesiones liquenoides orales", "reacciones
liquenoides orales", "reacciones liquenoides" y "reacciones liquenoides inducidas
por farmacos orales" (42) pero el término "Lesiones Liguenoides Orales" parece

ser el mas adecuado (41).El término sugerido por Aguirre (173) “Enfermedad
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Liquenoide Oral” no seria el mas adecuado para agrupar a LPO y LLO, ya que
presentan diferente etiologia, patogenia e histopatologia pero podria ser muy (util
incluir en ese grupo las diferentes etiologias asociadas a la presencia de LLO.
Desde el afio 1906, la histopatologia del LPO ha sido objeto de numerosas
descripciones incluidas las clasificaciones de la OMS en 1978 (38) y la de van
der Meij y van der Waal en 2003 (11).

En el presente estudio, el infiltrado linfocitario en banda y la degeneracion
hidropica de los queratinocitos se registraron en la totalidad de los casos y la
displasia epitelial estuvo ausente en el 100% de los casos de LPO, resultando
estadisticamente significativas todas las variables relacionadas con los criterios
diagnésticos histopatolégicos para LPO. Estos resultados coinciden con el
trabajo realizado por Fernandez-Gonzélez (177) en el cual el infiltrado y la
degeneracion hidrépica se observaron en el 100% de los casos de LPO aunque
el registro de la displasia epitelial difiere debido a que se observo en un 5,12%.
También los resultados asociados a esas variables, en el presente estudio,
difieren del trabajo de Aminzadeh et al., (43) ya que se observé el infiltrado
linfocitario en banda y la degeneracion hidrépica en el 91,7% y 81,3%
respectivamente en LPO.

Los cuerpos apoptoticos de Civatte en el LPO, en el presente estudio, fueron
registrados en el 38% de los casos, lo que fue estadisticamente significativo
(p=0,05) lo que difiere del estudio de Alberdi-Navarro et al., (176) quienes en los
casos “tipicos clinicamente con LPO” los registraron en el 43,3% y en los casos
“tipicos histologicamente con LPO” los registraron en el 60%, lo cual fue
estadisticamente significativo en este dltimo.

En el estudio de Alberdi-Navarro et al., (176) no se especifica si todos los casos
de cada grupo mencionado fueron finalmente clasificados clinica e
histol6gicamente como LPO, pese a seguir la clasificacion actual para esta
patologia.

En las LLO, el 75% de los casos presentaban displasia epitelial. Estos
resultados, difieren del estudio de Alberdi-Navarro et al., (176) en el cual en los
casos “tipicos clinicamente con LLO” se registro la presencia de displasia en un
11,1% y en los casos “tipicos histol6gicamente con LLO” en un 17,7%.

En el presente estudio, el 41% de los casos estudiados de LLO presentaban
degeneracién hidrépica y en el 69% presentaban infiltrado linfocitario en banda.
Estos resultados difieren de los obtenidos por Aminzadeh et al., (43) cuyos
porcentajes obtenidos fueron superiores: 71,7% y 76,1% respectivamente y de
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los de Alberdi-Navarro et al., (176) cuyos casos ‘“tipicos clinicamente con LLO”
presentaron degeneracion hidropica en el 50% e infiltrado linfocitario en banda,
en el 88,9%. Ademas, en los casos “tipicos histolégicamente con LLO”
registraron degeneracién hidrépica en un 11,1% e infiltrado inflamatorio en un
86,7%. En el estudio de Alberdi-Navarro et. al., no se especifica si todos los
casos, en cada grupo mencionado, fueron clasificados clinica e histolégicamente
como LLO, pese a seguir la clasificacién actual para esta patologia.

La Academia Americana de Patologia Oral y Maxilofacial describe la presencia
de hiperortoqueratosis, hiperparaqueratosis o0 ambas en las formas reticulares de
LPO mientras que en las otras formas clinicas describe acantosis y atrofia (1)
Con relacion a la presencia de hiperqueratosis, en ambas patologias predominé
la hiperparaqueratosis. La presencia de ésta fue mayor en el LPO (77%) que en
las LLO (53%), pero esto no fue estadisticamente significativo (p=0,51). Este
resultado coincide con los resultados de Aminzadeh (43) donde la presencia de
hiperpaqueratosis predomind en ambas patologias pero difiri6 en los porcentajes
de hiperqueratosis hallados en cada patologia; fue mayor en las LLO (LPO:
46,9% y LLO: 56,5).

En la literatura, existen muchos trabajos que han estudiado la asociacién del
VPH y LPO; sin embargo estos no han detallado los cambios histopatoldgicos
que se observan en los casos VPH positivos.

En el presente estudio, los cambios observados en los casos estudiados (5 LLO
y 1 LPO) fueron imégenes tipo coilociticas e hiperqueratosis fueron registrados
en la totalidad de los casos aunque la variable imagenes tipo coilociticas
solamente fue estadisticamente significativa p=0,01 La acantopapilomatosis y
displasia epitelial se observaron en el 83% de los casos estudiados pero
solamente el valor de p para la variable acantopapilomatosis fue
estadisticamente significativo (p=0,003).

La variable granulosis fue registrada solamente en el 33% de los casos y no fue
estadisticamente significativa (p=0,16).Estos resultados coinciden con el trabajo
de Estrada-Pereira et al., (139) donde coilocitos e hiperqueratosis estuvieron
presentes en el 100% de los casos y difieren en los porcentajes de las variables
hipergranulosis (59%), acantosis (53%), papilomatosis (14%) y displasia epitelial
(68%); es decir que 58/85 casos presentaban displasia epitelial por lo que,
aplicando criterios actuales de clasificacion, estos casos serian reclasificados

como LLO.
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En el presente estudio, también se realiz6 el andlisis de citologias exfoliativas en
6 casos (5 LLO y 1 LPO). Los resultados demuestran que prevalecié el género
femenino, la presencia de displasia epitelial leve fue del 67% y del 33% para la
displasia epitelial moderada y ningln caso presenté displasia epitelial severa.
Estos resultados coinciden con los obtenidos en el estudio de Werneck et al.,
(178) los que muestran que el género femenino también prevalecié aunque
difiere en que todos los casos fueron LPO y con el porcentaje de displasia
epitelial observado (46,7%) para displasia epitelial leve y 4,76% para la
moderada; pero coincide en que ningun caso presentd displasia severa.

En relacién con el consumo de tabaco, la Secretaria de Politicas Integrales sobre
Drogas de la Nacién Argentina (SEDRONAR) (179) en el afio 2017 informé que
algo mas de la mitad de la poblacion entre 12 a 65 afios fumo cigarrillos alguna
vez en su vida y unas 5.418.431 personas, es decir casi 29 personas de cada
100 fumaban. Entre los varones el consumo era mayor que entre las mujeres
(32,2% y 25,3 % respectivamente).

En la mayoria de los estudios no se encontraron datos sobre estos hébitos en
pacientes con LLO pero si estd ampliamente estudiado en el LPO.

En el presente estudio, los resultados muestran que el 31% de los pacientes con
ambas patologias fumaban lo que estadisticamente no fue significativo (p=0,91).
Este resultado difiere del estudio de Alberdi-Navarro (65) en el cual el 21,1% de
los pacientes con LPO fumaban y el 17,6% de los casos de LLO también lo
hacian, esta diferencia no fue significativa. En el estudio de Patil et al., (180) en
la India, donde se registraron las diferentes formas de consumir tabaco a
lesiones en la cavidad bucal, el habito de fumar fue mayor en LPO (2,5%) con
respecto a LLO.

En otros estudios donde se analiz6 solamente el habito de fumar en los
pacientes con LPO, presentaron porcentajes similares a nuestro estudio como en
el trabajo de Mostafa y Ahmed (181), realizado en Egipto, quienes registraron el
habito de fumar en el 31,25%; en el trabajo de Campisi et al., (2), realizado en
Italia, se registré en el 35,2%; en el trabajo de Oliveira et al., (27),realizado en
Brasil, fue registrado en el 20% y en el estudio Shen et al., (182), realizado en
China, donde el 8,3% de los pacientes con LPO presentaban asociacién con
tabaco; este porcentaje obtenido fue mucho menor que en el presente trabajo.
La Secretaria de Politicas Integrales sobre Drogas de la Nacion Argentina
(SEDRONAR) (179), en el afio 2017, informé que el 81% de las personas
tomaron alguna bebida alcohdlica en su vida y unas 2.299.598 personas
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comenzaron a beber en el ultimo afio. EI consumo de alcohol se encuentra
presente en el 53% de la poblacién y, en mayor medida, en los varones.

El consumo de alcohol fue registrado en el 15% de los pacientes que
presentaban LPO y en el 34% de los pacientes con LLO, con un el valor de
p=0,14, que no fue estadisticamente significativo. Este resultado, difiere de los
resultados de Alberdi-Navarro (65) cuyos porcentajes en ambas patologias, fue
del 41.

El presente estudio comparé el consumo de alcohol y tabaco en relacién con la
presencia o ausencia del VPH. En los casos VPH positivos, el 17% de los
pacientes fumaban mientras que en los VPH negativos lo hacia el 25%, lo cual
no fue estadisticamente significativo (p=0,63). En los casos VPH positivos, el
50% consumia alcohol mientras que en los casos VPH negativos solo el 25% lo
hacia, lo cual no fue estadisticamente significativo (p=0,35). Estos resultados
son dificiles de comparar con los de otros estudios ya que no han registrado y
comparado estos habitos entre ambas patologias pero en el estudio de Zendeli-
Bedjeti et al., (183) se registraron los porcentajes del consumo de tabaco y
alcohol en pacientes con lesiones orales potencialmente malignas; el consumo
de tabaco en los casos VPH negativos fue del 22,5% y en los positivos fue del
5%. Con respecto al porcentaje de alcohol en los casos VPH positivos fue del
16,25% y en los negativos del 83,75%. Estos porcentajes son mayores a los
encontrados en el presente trabajo pero en el estudio del mencionado autor, se
excluyeron las LLO de las lesiones potencialmente malignas.

Las técnicas modernas de inmunohistoquimica, permiten detectar marcadores
tisulares que informan el porcentaje de proliferacién celular como de apoptosis
existente en una determinada muestra de tejido perteneciente a una lesién
potencialmente maligna (75, 77,78).

En la capa basal del epitelio oral, en condiciones normales, se ubica el
compartimento celular en proliferacién mientras que la capa suprabasal incluye
zonas de maduracién celular, por lo tanto la deteccion de Ki-67 en la capa
suprabasal es un indicador objetivo de la presencia de displasia epitelial (91).
Bcl-2 participa en la inhibicion de la apoptosis de linfocitos mientras que Bax
participa en la induccién de la apoptosis de los queratinocitos (93).

En relacién con las variables inmunohistoquimicas estudiadas, el porcentaje
promedio de proliferacion celular total de Ki-67 fue mayor en los casos de LLO
que en los de LPO, 26 y 24 por ciento respectivamente, pero esto no fue

estadisticamente significativo. Estos resultados difieren de los observados en el
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estudio de Acay et. al.,, (90) en el que ambas patologias presentaron un
porcentaje del 50%.

El biomarcador Ki-67 se expreso positivo en todos los casos de LPO y LLO. Este
resultado difiere del estudio de Acay et. al.,, (90) en el que se encontré un
porcentaje mayor en LPO (95,4%) con respecto a las LLO (89%).

Se estudié también la proliferacién celular, mediante el biomarcador Ki-67, en la
capa basal y parabasal del epitelio, asi como a nivel del infiltrado. En la capa
parabasal y en el infiltrado, el porcentaje de proliferacion fue mayor en las LLO
que en el LPO, lo que no fue estadisticamente significativo. Este resultado no
puede ser comparado con otros estudios ya que los autores que han estudiado
este marcador no han realizado la divisibn por capas (basal y parabasal) e
infiltrado, sino que tomaron como resultado una proliferacion total del marcador y
no compararon ambas patologias.

En el estudio de Davila et al., (184), realizado en Uruguay, el indice de
proliferacién celular en LPO fue del 12,40% y se observd principalmente en la
capa basal del epitelio. Este resultado es menor al del presente estudio, que fue
del 24%, y se observo principalmente en la capa basal y parabasal.

También se compar6é la proliferacidon celular entre casos VPH positivos vy
negativos, y ademas entre ambas patologias relacionado a la positividad o
negatividad de estas para el Virus del Papiloma Humano, pero no se puede
realizar una discusion con otras investigaciones ya que no hay estudios que
comparen ni que estudien estos aspectos, lo que destaca la originalidad de la
presente investigacion.

Con relacion a la expresion positiva del biomarcador proapoptético (Bax), se
observaron resultados similares en ambas patologias; pero fue mayor el
porcentaje en la basal y parabasal en los casos de LPO VPH positivos. Este
resultado es similar al resultado de Bascones et al., (89) en el cual el
biomarcador Bax fue positivo en la capa basal y parabasal, aunque el porcentaje
de casos positivos fue diferente.

En el presente estudio, la expresion positiva del biomarcador antiapoptético (Bcl-
2), en las LLO, fue mayor el porcentaje en la capa basal, parabasal y en el
infiltrado en los casos VPH positivos. Este resultado, difiere del resultado
obtenido por Arreaza et al.,, (87) en el cual a nivel de la capa basal ambas
patologias presentaron igual porcentaje y a nivel del infiltrado fue mayor el

porcentaje en LPO, mientras que a nivel de la capa parabasal no fue estudiado.
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Distintos autores afirman, que el género alfa del VPH es de gran importancia
clinica ya que este género contiene la mayoria de los VPH de la mucosa oral e
incluyen los llamados VPH de bajo riesgo y de alto riesgo (129,135).

Los genotipos del VPH encontrados en el presente estudio fueron cinco: VPH 6,
VPH 11, VPH 13, VPH 16 y VPH 53. Los mas frecuentes fueron el genotipo
VPH 6, VPH 53 y VPH 16 en un 25%. Estos resultados difieren del metaanalisis
realizado por Ma et al., (7) en el cual el VPH16 fue el mas frecuente seguido por
el VPH18; del trabajo de Gomez-Armayones et al., (185) quienes detectaron al
genotipo 16 como el mas prevalente; del trabajo de Ostwald et al., (70) quienes
reportaron la presencia del genotipo 16 y 18 en un 9,4% en el LPO; y del trabajo
de Sameera et al., (6) quienes detectaron en un 86,6% al genotipo 18; lo que da
referencia de la importancia de realizar estudios regionales de estas lesiones
asociadas a la infeccién por VPH.

Los resultados del presente estudio coinciden con los obtenidos por Szarka et
al.,, (136) quienes en su estudio identificaron los genotipos: 6, 11,16, pero
ademds identificaron otros genotipos como el 18, 32, 33, 39,55; con otros
estudios previos de la region, realizados por Mosmann et al., y Venezuela et al.,
(100, 102,128) quienes demostraron que el VPH 18 no es el mas
frecuentemente identificado en nuestra poblacion, ya sea en lesiones genitales
como en lesiones orales.

En estudios locales, como en el de Venezuela et al., (100), se identificaron los
genotipos 11, 13 y 52 en LPO del tipo queratosico. Los genotipos VPH 11y 13
coinciden con los hallados en el presente estudio aunque el estudio del
mencionado autor solo define lesiones malignas y potencialmente malignas al
clasificar los casos estudiados.

En el presente trabajo, los genotipos de VPH de alto riesgo fueron: el VPH 16 y
VPH 53 mientras que los de bajo riesgo fueron los VPH 6,11 y 13, y no existio
predominio entre los genotipos de alto y bajo riesgo. En los de alto riesgo, no
hubo predominio de algin genotipo sobre otro y en los de bajo riesgo prevalecioé
el genotipo 6 en un 50%. Estos resultados coinciden con los de Szarka et al.,
(136), en los cuales los genotipos encontrados fueron de bajo riesgo (6 y 11) y
el genotipo 16 (de alto riesgo) aunque en el estudio del mencionado autor los
genotipos mas frecuentes fueron los de alto riesgo.

En nuestro estudio, en los casos de LPO, el Gnico genotipo detectado (en un
caso con presentacion clinica escleroatréfica) fue el 16 que es de alto riesgo

mientras que en las LLO se detectaros genotipos de bajo riesgo 6, 11,13 y de
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alto riesgo 16 y 53, prevaleciendo los genotipos de bajo riesgo. Estos resultados
difieren del estudio de Szarka et al., (136) en el cual el genotipo 16 fue asociado
a LPO en las formas reticulares y erosivas atroficas.

En la actualidad, no existen estudios que identifiquen la presencia del VPH ni de
los genotipos asociados a las LLO. Si bien el estudio de Knezevic (186) se
estudi6 a las lesiones potencialmente malignas, que incluia a LPO y LLO, no se
especificaron los genotipos encontrados en cada patologia.

Sobre la distribucién de las variantes del VPH, se ha informado que para Europa
y América predomina la variante europea; para Africa las variantes africanas 1y
2; la variante asiatica (rama emergente de la variante europea) predomina en el
sur de Asia, y en el caso de la variante asiatica americana se encuentra en el
centro y sur de América, y en Europa. La distribucién geogréfica de los tipos de
VPH vy variantes especificas puede estar influenciada por varios factores
incluyendo efectos fundadores, la coevoluciéon de los VPH con el hombre, los
patrones de migracién humana y las aptitudes virales tales como la transmisiéon
viral (151).

En relaciéon con el estudio filogenético del VPH 16, en el presente estudio, se
lograron analizar s6lo dos casos. Uno en una lesion con diagnéstico de LLO que
correspondié a la variante Europea Asiatica (Ea) y otro en una lesiébn con
diagnéstico de LPO que correspondio a la variante Europea Prototipo (Ep). Estos
resultados difieren del estudio de Arirachakaran et al., (187) quienes realizaron el
estudio filogenético del genotipo 16 en un caso de LPO que estuvo asociado a
variantes asiaticas del Este. Ademas, ese estudio no indica si los casos fueron

clasificados con los criterios actuales.
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CONCLUSIONES

1.

La aplicacion de los criterios de diagnéstico, clinicos como
histopatoldgicos, de la OMS modificados por van der Meij y van der
Waal; son de utilidad para clasificar con certeza al Liquen Plano Oral y a
las Lesiones Liquenoides Orales asi como para realizar el diagndstico
diferencial entre ambas lesiones.

Resulta interesante destacar que las Lesiones Liguenoides Orales
presentan caracteristicas clinicas de bilateralidad y forma de red en la
mitad de los casos.

Las Lesiones Liquenoides Orales presentan la queratosis, en el 47% de
los casos, como lesion elemental seleccionada como sitio de toma de
biopsia.

En relacibn con las caracteristicas histopatologicas de las Lesiones
Liquenoides Orales, el infiltrado linfocitario en banda fue observado en un
alto porcentaje (69%) y la degeneracion hidrépica solo en el 41%.

Es fundamental destacar la presencia de displasia epitelial en las
Lesiones Liquenoides Orales, que se observa en el 75% de los casos. De
estos casos, el 21% presentd infiltrado en banda y degeneracion
hidrépica.

La presencia de cuerpos apoptéticos de Civatte y de atrofia epitelial se
observaron en mayor porcentaje en los casos de Liquen Plano Oral. Si
bien estos no son criterios diagnosticos para esta patologia, servirian al
momento de “inclinar la balanza” hacia el diagndéstico de Liquen Plano
Oral. La presencia de un epitelio atrofico, es un dato de relevancia clinica
en el diagnostico y prondstico en estas lesiones.

No se observé asociacion, en la muestra estudiada y en ambas
patologias, con factores de riesgo como el consumo de tabaco y de
alcohol asi como tampoco con la infecciébn por Virus del Papiloma
Humano.

Los cambios histopatol6gicos, que se observan de manera constante en
todos los casos positivos para el Virus del Papiloma Humano, son:
imagenes tipo coilociticas y la hiperqueratosis. Aunque en la
cuantificacion de la muestra, la hiperqueratosis no pudo asociarse a la
presencia del Virus del Papiloma Humano; las imagenes tipo coilociticas

si se asocian a la presencia de este virus.
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9. Las variables acantopapilomatosis y displasia epitelial, aunque no se
observan de manera constante en todos los casos VPH positivos, son los
cambios que se asocian a la presencia de este virus. Estos hallazgos
podrian considerarse como otros cambios citopaticos del Virus Papiloma
Humano, en la muestra estudiada.

10. Si bien el indice de proliferacion celular total en cada grupo de patologias,
revelado por la positividad de Ki67, fueron similares; en las Lesiones
Liguenoides Orales es mayor y mas intenso en el infiltrado asi como en la
capa parabasal. Su positividad en la capa parabasal, podria indicar
mayores posibilidades de transformacién maligna.

11. El Liquen Plano Oral presenta mayor apoptosis en la capa basal y
parabasal, es decir que presenta muerte celular en estos estratos. En
cambio, las Lesiones Liquenoides orales presentan mayor antiapoptosis
en todos los estratos, lo que indicaria su mayor porcentaje de
transformacién maligna.

12. Las Lesiones Liguenoides Orales, en la muestra estudiada, presentan
mayor porcentaje de asociacion a la infeccion con el Virus del Papiloma
Humano y las pacientes del género femenino, que presentan estas
lesiones, son las mas afectadas.

13. Las lesiones Liquenoides orales, cuando estan infectadas con el Virus del
Papiloma Humano, presentan mayor antiapoptosis en la capa basal,
parabasal e infiltrado: esto favoreceria el acimulo de mutaciones y
cuando los pacientes con estas lesiones consumen alcohol; presentan
mayor antiapoptosis (expresion 3+ de Bcl-2) a nivel del infiltrado, lo que
en ambas circunstancias podria estar indicando mayor posibilidad de
transformacion maligna.

14. Los genotipos del Virus del Papiloma Humano de alto riesgo y la
infeccidon con mas de un genotipo, presentan mayor expresion positiva de
Bcl-2 en la capa parabasal; lo que indica una disminucion de la apoptosis
y favoreceria el dafio celular.

15.El VPH 16 es el genotipo de alto riesgo, en la muestra estudiada,
asociado al Liquen Plano Oral. El VPH 6 (genotipo de bajo riesgo) y el
VPH 53 (genotipo de alto riesgo) son los genotipos mas frecuentes en las
Lesiones Liguenoides Orales.

16. Los genotipos VPH16 hallados, corresponden al linaje Europeo. El

Europeo prototipo en Liquen Plano Oral y el Europeo Asiatico en Lesion
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Liuenoide Oral. Estas variantes europeas podrian haber llegado a
Sudamérica principalmente durante la colonizacion espafola y es por eso
gue estas variantes genotipicas circulan en nuestro pais y en la Provincia
de Cérdoba.

Mas alla de las limitaciones que presentd el estudio, por ser un trabajo
retrospectivo, como el elevado nimero de casos que debieron ser excluidos por
la ausencia de datos; aplicar los criterios de van der Meij y van der Waal, fue
atil en la valoracion clinica e histopatoldgica asi como en el prondstico de ambas
patologias.

Medir el indice de proliferacion celular total de Ki67 y especialmente en la capa
parabasal podria alertar el comportamiento de estas patologias.

El estudio del Virus del Papiloma Humano en todos los casos de Ligquen Plano
Oral y Lesiones Liguenoides Orales, deberia ser realizado de rutina para conocer
el comportamiento biol6gico de estas lesiones y aportar mas datos
histopatoldgicos que permitan predecir su infeccion.

El alto porcentaje de displasia epitelial registrada, nos lleva a pensar en la
necesidad imperiosa de realizar controles periddicos, valorar la evolucion de
estas lesiones y quizas poder predecir su posible transformacién maligna.

Como proyecciones resultaria interesante, a futuro, profundizar el estudio de
proliferacién celular de Ki67 asi como la identificacion del Virus de Papiloma
Humano y continuar con el estudio de las interacciones entre factores como el
alcohol y estas lesiones, mediante la realizacién de investigaciones prospectivas

con un seguimiento adecuado.
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ANEXOS

Anexo 1. Pedido de examen histopatolégico para registro de variables

‘3‘:;‘: 161342033 :

i asmg 400 o |

de Cordoba aEEe ANOS ’l: TAD
DE ODONTOLOGEA

CATEDRA DE ANATOMIA PATOLOGICA

PEDIDO DE EXAMEN ANATOMOPATOLOGICO
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Fecha ___ Solicitade por

. Tel/Int.

Catedra/Centro Asistencial __

Direccion . Historia Clinica Nro

PACIENTE S ONI

Sexo . Edad _________ Ocupacion ___ .. Estado Cwit

Domicitio __ . Teléfono _

Antecedentes personales y familiares

Fuma i Bebe Alcoho!
LESION: Tiempo de Aparicion

_ Evolucion previa ____

Regitn anatémica

Descripcién (forma, dimension, superficie, color, sintomas, etc.)

DIAGNOSTICO PRESUNTIVO
BIOPSIA (parcial, extirpacion, puncién)

Materatremitido (Zona, tipo) ____

Método de obtencion .. FijadoOr ____

Imagenes Enviadas* (Rx, TAC, RM, CD, etc)

Biopsia/s Citologia/s Anterior/es (Patélogo) __

Resuitado/s — - o s

Andlisis cinicos u otros estudios (adjuntar resultados)
TRATAMIENTO/S ANTERIOR/ES (fecha/sy

Profesional Tel. y/0 E-mail.
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Anexo 2. Historia clinica para registro de variables

HISTORIACLINICA H.C.N°. T —
ESTOMATOLOGIA Fecha ........
DX PrESUREIVO. ovwsommmamsgiansgismnnng
Dx.: Histopatol6gico: .. ivia
DATO
IAPELLIDO Y NOMBRE:
Edad: [Género: Estado Civil: _Nacionalidad:
Documento N° Lugar y Fecha de Nacimiento
Domicilio actual: Tel./Cel.:
Residencias Anteriores: Obra Social: Af. N°:
Nivel de Instruccion: Profesion/Oficio:
Derivado por |Alumno: Demanda Espontanea [Campaia SLC
Profesional: Docente responsable:
MOTIVO DE CONSULTA

ANTECEDENTES DE ENFERMEDAD ACTUAL (Tiempo de evolucién, consultas, tratamientos previos, sintomatologfa)

ANTECEDENTESPERSONALESPATOLOGICOS

Diabetes Si NO [TIPOI TIPOII Compensada SI NO

Hipertension Arterial Sl NO |Idiopatica Emocional Compensada SI NO

Hipotension Arterial Sl NO

Alergia Sl NO | medicamentosas |  alimentarias | ambientales

IAlteraciones en tracto digestivo Sl NO

|Alteraciones en sistema respiratorio Sl NO

IAlteraciones en higado / vesicular biliar Sl NO

IAlteraciones dermatoldgicas Sl NO

IAlteraciones en sistema genito-urinario Sl NO

Enfermedades infectocontagiosas Sl NO

Infecciones de transmision sexuval Sl NO

\Verrugas (HPV) Sl NO

Hongos en piel | mucosas Sl NO

IAlteraciones neuroldgicas Sl NO

[Terapia psicoldgica / Psiquiatrica Si NO

IAlteraciones inmunoldgicas [reumaticas | Sl NO

/Agua de consumo habitual dered | depozo | potabilizada | mineral | de aljibe

Agua de pozo en zona arsenical Sl NO | Anos: |

Exposicion solar o fuentes de calor SI NO | Motivo/s: |

Tratamiento médico actual Sl | NO [cCudliCudles: | [ |
|

Medicacion de consumo regular
(indicar uso terapéutico)
[Tratamientos de medicina alternativa Sl NO | Cual/Cudles:
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Intervencionesquirdrgicas Sl NO | Motivo y afio:
Internaciones Sl NO | Motivo y afio:
o Diagndstico:
Ant, tesOncoldgic I 7 T — <
b 3 e Cirugia |_Quimioterapia | Radioterapia
Menstruaciénregular SI /INO Amenorrea-Metrorragia — Menopausia (edad......... )
Controles Ginecoldgicos Regulares SI NO
/N S S:
Fmbaraze shilg emanas Anticonceptivos SI NO

NTECEDENTESHEREDO-FAMILIARES

SI INO

Patologias o motivo de

fallecimiento

Si | NO

Patologias o motivo de
fallecimiento

Madreviva AbuelaMaternaviva
Padre vivo AbueloMaternovivo
Hermano/s AbuelaPaternaviva |

Hijos (indicar n°)

AbueloPaternovivo |

NUTRICION y DIETA

Dieta Omnivora | Vegano | Vegetariano | Otra: | Autoadministrada | Por indicacionmedica
. .. [Frecuenciasemanal de frutas y verduras frescas | Orgénica SINO
Alimentacion : - >
Frecuenciasemanal de carnesrojas y procesadas, frituras y asados
TABACO e SLpRT
;Fuma? S! NO Desde- Hasta Cantidad diaria Subtotal
Hafumado? Sl NO
Cantidadde afios de consumo
TOTAL
Fumadorpasivo si [ NO familiar | laboral | durante la infancia
[Tipodetabaco cigarrillosrubios | cigarrillos negros | cigarrillosarmados | cigarros [ pipa
MARIHUANAYOTRAS DROGAS
¢ Consume? ;Ha consumido? st | NO Cigarrillossemanales | afios de consumo
Cultivada Comercializada | Estimacion total
. Consume otrotipo de drogas? S| NO_[Cudles? ;Cuanto?
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HABITOS SEXUALES

Sexo genital | SI-NO—No contesta | Sexo oral [ SI=NO - No contesta 1

N° de parejas

ro
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EXAMEN CLINICOEXTRAORAL

EXAMEN CLINICOINTRAORAL J
Estomatograma

| 1 - Semimucosa labial superior 13 - Base de lengua
2 - mucosa labial superior 14 Semimucosa labial_inferior
3 - Fondo de surco superior 15- Mucosa labial inferior
4 - Comisuralabial 16  Fondo de surco inferior
5 - Reborde superior 17 - Reborde infervior
6 - Paladar duro 18 - Piso de boca
7 - paladar blando 10 - Cara ventralde lengua
8 - Uvula I 30 - Puntade lengua ventral
9 - Pilares ant, medio y post. 21 - Mucosa yugal izq.
10 - Lengua bordes 22- Mucosa yugal der.
11 - Puntade lengua dorsal 23 - Encia superior
12 -tenguadorso 24 -Encia Inferior
Odontograma
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Indicadores de salud periodontal

Sector S-up Der | AntSup Suplzq Inf Der Antinf Inflzq

| Pérdidadeinsercion(mm) | | B T
Placa bacteriana visible ! Sl- rIIAO SI-NO SI-NO St-NO SI-NO SI-NO
Tartaro visible I SI-NO | SI-NO S1-NO SI-NO SI-NO SI-NO

DESCRIPCIONDE LESIONES ELEMENTALES: (En caso de miltiples lesiones numerarlas en descripcién y en estomatograma. Indicar para

cada una: localizacién, numero, tamafio, forma, superficie/fondo, limites/bordes, consistencia, tiempo deevolucidn, sintomatologia, etc.)

Adenopatias:

Localizacion

Unilateral/Bilateral- NUmero

Consistencia

Movilidad

Tiempo de Evolucion

IRRITACION MECANICA CRONICA

Factor dentario

Factor protético

1

Factor funcional

¢Cual? Describir

Tiempoenboca del factor

Protesis removible superior | SI-NO

completa- parcial

ARos de uso de PRS:

Afos de Ultima PRS:

Protesis removible inferior | SI- NO

completa- parcial

Anos de uso de PRI:

Afos de Ultima PRS:

Diagnostico Presuntivo

Estudios complementarios Fecha

l

Fotografia

Radiografia, TAC, RNM, etc.

Anaélisis de laboratorio

| Diagnostico de Certeza |
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Anexo 3. Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Catedras de Estomatologia Ay B, FOUNC
Servicio de Prevencion y Diagndstico Precoz de Cancer Bucal Dr. Héctor Lanfranchi

Elabajo fitmants, St./aupnsamimmarminismin
DNI/LE/LC/....
Domiciliado en...........
1. Acepto que se me reahce el examen estomatoldgico, Historia Clinica, registros fotograficos y de video, o algin
otro procedimiento de registro de informacion, por €l 0dONtOIOZO ...ouccverieereeeeriiee st e s

M.Poiiiiiiiinn, coNsintiendo que todos los datos y registros obtenidos puedan ser utilizados con fines
docentes y de estudios cientificos, con la condicion de que no se revele miidentidad.

2. Declaro haber sido informado y haber comprendido acabadamente la conveniencia y el objetivo de realizar
toma de material para diagnostico a través de biopsia, citologia exfoliativa, toma de material para examen
micologico o bacterioldgico y/o recoleccion de saliva, como asi también las consecuencias de no llevar a cabo
dicho procedimiento.

3. Declaro que se me informo que el material obtenido va a ser analizado por laboratorios o profesionales
especializados, los cuales informaran un resultado que podra ser Util para definir el diagnéstico de certeza de
la patologia que afecta mi boca.

4. Declaro que se me informé que la biopsia es un procedimiento quirurgico para obtener muestras de la lesion
bucal que presento. Asimismo, doy consentimiento para la administracion de anestesia local que se aplicard
para la realizacion de dicho tratamiento, delegando al odontdlogo el tipo de anestesia.

5. Declaro que he sido informado sobre el tipo de tratamiento que necesito, la posibilidad de riesgos o
complicaciones que pudiere ocasionar, las consecuencias de no realizar tratamiento y la no garantia de los
resultados de dicho tratamiento.

6. Me reservo el derecho de interrumpir el estudio o tratamiento cuando lo desee, quedando bajo mi
responsabilidad, todo compromiso posterior en relacion a mi enfermedad.

7. Confirmo que he leido y comprendido todos los términos que anteceden antes de firmar este
consentimiento.

Cordoba, alos v d1gs debries A8 s de 20........
Firma del paciente o representante l€gal: .......cocvvvviriiiosee e
A AT A BTN oy s o SO S B e e s e

Tipo y numero de documento: .......cocveevevviinns
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Anexo 4. Presentaciones a congresos cientificos originados por esta tesis

Titulo: Caracterizacién histopatolégica de Liquen Plano Oral y Lesiones
Liguenoides Orales (estudio preliminar).

Autores: Tomasi RA, Cuffini CG, Ferreyra de Prato RS

Presentado en: IADR Argentine Division Annual Meeting, SAIO, 17 al 19 de
Octubre de 2018, Coérdoba.

Resumen

Warnakulasuriya (2018) sugiere considerar a Liquen Plano Oral (LPO) y
Lesiones Liquenoides Orales (LLO) como Trastornos Potencialmente Malignos
Orales (TPMO).

Objetivo: El objetivo del estudio fue analizar las caracteristicas histopatolégicas
de casos con diagnésticos histopatoldgicos de LPO y LLO.

Material y métodos: El estudio fue de tipo retrospectivo, se analizaron 118
biopsias (81 mujeres y 33 hombres, edad media de 56.7 afios) recibidas en el
Laboratorio de Anatomia Patolégica entre los aflos 2004 a 2015. Los casos
fueron diagnosticados con criterios de van der Meij y van der Waal. Se
recolectaron los datos de los protocolos en relacidon a la localizacion y de los
diagnosticos histopatolégicos en relacion a los cambios histopatologicos vy
presencia de displasia epitelial en ambas patologias. Se realizé analisis
estadistico descriptivo y comparativo de los resultados.

Resultados: Histologicamente, el 69,49% de los casos se clasificaron como LLO
mientras que el 30.51% como LPO. La ubicacién mas frecuente para LLO fue la
lengua (34,1%) mientras que en LPO fue mucosa yugal (44,4%). Dentro de los
cambios histopatolégicos en LLO predomind: Displasia Epitelial (DE) con el
28,8%, seguido de Infiltrado con el 27,3% y degeneracion hidropica con el 21%
mientras que en LPO predominé: infiltrado yuxtaepitelial con el 36%,
degeneracion hidrépica con el 31% vy acantosis con el 14%. Siendo
estadisticamente significativas las caracteristicas histopatolégicas: displasia
epitelial grave (p=0,028), infiltrado y paraqueratosis (p=0,05).

Conclusion: Las caracteristicas histopatoldgicas predominantes observadas
coinciden con los criterios histopatolégicos de Van der Meij y van der Wall para
el diagnéstico de cada entidad (DE para LLO e infiltrado yuxtaepitelial para
LPO).Creemos que, al realizar una biopsia, la ubicacién y el tipo de lesién clinica
son aspectos muy importantes a evaluar ya que pueden modificar los aspectos
histopatoldgicos y consideramos que, cuando sea posible, se deben realizar las
biopsias de lesiones en lengua y mucosa yugal ya que éstas han mostrado un
porcentaje mayor de DE en LLO como LPO vy, por lo tanto, tendrian una mayor
riesgo de transformacion maligna.
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Titulo: Deteccién de Virus del Papiloma Humano en Liquen Plano oral y
Lesiones Liguenoides Orales

Autores: Tomasi RA, Cuffini CG, Ferreyra de Prato RS

Presentado en: Jornadas de Jbévenes Investigadores, Asociacion de
Universidades Grupo Montevideo (AUGM), 17 al 19 de Octubre de 2018.
Universidad Nacional de Cuyo Mendoza, Argentina.

Resumen

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es un pequefio virus circular ADN
epiteliotrépico. Recientemente ha sido asociado a Trastornos Potencialmente
Malignos Orales (TPMO) como Liquen Plano Oral (LPO) pero aln es
controversial la asociacion con Lesiones Liquenoides Orales (LLO).

Los objetivos del presente estudio fueron: detectar la presencia de VPH en LPO
y LLO, especificar los genotipos asociados a estas lesiones y analizarlos
filogenéticamente.

El estudio fue retrospectivo entre los afios 2000 a 2014. Se diagnosticaron 112
biopsias LPO(n=36) y LLO (n=82), recibidas en el Servicio de Anatomia
Patolégica A de la FO -UNC, con diagnésticos presuntivos de LPO o LLO
utilizando los criterios clinicos e histopatolégicos de clasificacion actuales de Van
Der Meij-Van Der Waal excluyendo a lesiones similares como leucoplasias.

La deteccion de VPH fue realizada en el Instituto Virolégico JM Vanella-FCM
mediante la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), la
genatipificacion se realiz6 por Polimorfismos en la Longitud de los Fragmentos
de Restriccion (RFLP) y para el analisis filogenético, las secuencias fueron
alineadas utilizando el programa MEGA version 5.

Del total de casos estudiados, 7 casos (31,8%) fueron positivos y 15 (69,2%)
negativos para VPH. Los positivos 6 (85,7%) fueron LLO y 1 (14,3%) fue LPO.
Se hallé en un 20% genotipos de AR y 60% a los de BR mientras que el restante
20% correspondio a un genotipo aun sin definir su riesgo. El porcentaje de
prevalencia de los genotipos 16, 6, 11,53 fue del 22,2% mientras que para el
genotipo 13 fue del 11,1%.

Es transcendental, debido al potencial maligno de ambas lesiones y con mayor
predominio en LLO, realizar nuevos estudios para profundizar sobre la
asociacion de VPH con LLO.
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Resumen

Las lesiones Liquenoides Orales (LLO) son similares clinica e histolégicamente
al Liquen Plano Oral, pueden sobreinfectarse con Virus del Papiloma Humano
(VPH).

En la actualidad, no hay estudios que comparen la expresion de Ki67 en LLO
VPH positivas y negativas y que utilicen criterios actuales de clasificacion.
Objetivo: Comparar la expresion de Ki67 en LLO VPH positivas y negativas.
Materiales y Métodos: Se analizaron biopsias (N=14) periodo 2009-2016
siguiendo criterios de Van der Waal-Van der Meij, se detecté VPH mediante la
técnica Reaccidbn en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Polimorfismos de
Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLP). Se aplicé consentimiento
informado a pacientes ODO-CIEIS60.Resultados: LLO VPH negativas
presentaron mayor porcentaje (28,78%).En LLO VPH positivas como negativas
la expresion fue mayor en el género femenino. En los casos VPH positivos, el
genotipo 31 presentd mayor expresion. Discusion: Acay et al. (2006), en su
trabajo demostraron que la mitad de los casos de LLO fueron positivos para Ki-
67 en més del 50% de las células mientras que en nuestro trabajo: todos los
casos fueron positivos pero con porcentajes de proliferacién mas bajos. Garcia-
Pola et al. (2001), detectaron expresion de Ki67 en la capa basal (CB), mientras
gque en nuestro trabajo se observé en las CB, capas parabasales (CPB) e
infiltrado (IN) de LLO. Conclusiones: La expresion de ki67 fue mayor en LLO
VPH negativas y en el género femenino tanto en VPH positivas como negativas.
En la CB, CPB e IN fue mayor en LLO negativas, e indicaria una posible
prediccion potencial de transformacion.

El presente estudio muestra que la expresién de Ki67 no tiene relacién con la
presencia o ausencia del VPH pero si con el género. Aunque se necesitaria
seguir ampliando la muestra y realizar mas estudios que puedan seguir
contribuyendo al prondstico de estas lesiones.
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