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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue determinar la expresién de diversos biomarcadores
moleculares en liquen plano oral para ayudar a comprender su conducta bioldgica.
Materiales y métodos: Se realizé un estudio inmunohistoquimico en 40 casos de liquen
plano oral contra BAX, BCL-2, CD-138, Histona 3, Ki-67, MCM3 y p53, en el Area de
Patologia Molecular Estomatolégica de la Facultad de Odontologia, UDELAR, Uruguay.
Resultados: Se observé mayor expresién de BAX en contraposicién con BCL-2, sugiriendo
un comportamiento proapoptdtico, respaldado a su vez por la ausencia de expresién de
p53. La expresién de los marcadores de proliferacion celular fue en todo el tejido lesional
observado, sugiriendo asi alteraciones de la proliferacién. CD-138 se expresé de manera
intensa y uniforme, determinando una baja alteracién de las uniones intercelulares para
estos casos. Conclusiones: La alteracion en la expresién de las proteinas estudiadas sugiere
un trastorno en los mecanismos proliferativos y apoptdticos, los cuales se asocian con una
conducta patolégica de la mucosa oral.

Palabras clave: liquen plano oral, apoptosis, proliferacion.
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Abstract

This study aims to establish an association
of the expression of specific biomarkers
in oral lichen planus to understand
its biological behavior. Materials and
methods: An immunohistochemistry
study was conducted in 40 cases of oral
lichen planus against BAX, BCL-2, CD-
138, Histone 3, Ki-67, MCM3 and p53
at the Molecular Pathology Area of the
School of Dentistry, UDELAR, Uruguay.
Results: A greater expression of BAX was
detected compared to BCL-2, suggesting
supported

expression.

a pro-apoptotic behavior,
by the absence of p53
MCM3 expression was more sensitive
than Ki-67, considering proliferation
alterations. CD-138 had a more intense
and uniform expression, determining
fewer intercellular adhesion alterations.
Conclusions: The expression of the
proteins studied suggests an alteration in
proliferative and apoptotic mechanisms,
associated with a pathological behavior
of the oral mucosa.

Resumo

O objetivo deste trabalho foi determinar a
expressio de vdrios biomarcadores moleculares
no liquen plano oral para ajudar a compreender
seu comportamento biolégico. Materiais e
métodos: Foi realizado um estudo imuno-
histoquimico em 40 casos de liquen plano
oral contra BAX, BCL-2, CD-138, Histona
3, Ki-67, MCM3 e p53, na drea de Patologia
Molecular  Estomatolégica da Faculdade
de Odontologia , UDELAR, Uruguai.
Resultados: Observou-seaumento da expressao
de BAX em contraste com BCL-2, sugerindo
um comportamento proapoptotico, apoiado
por sua vez pela auséncia da expressao de p53.
A expressaio de marcadores de proliferagao
celular foi observada em todo o tecido da
lesao, sugerindo alteragdes na proliferagio.
CD-138 foi expressado de maneira intensa e
uniforme, determinando uma baixa alteracao
das juncoes intercelulares para esses casos.
Conclusoes: A alteragio na expressio das
proteinas estudadas sugere um distdrbio nos
mecanismos proliferativos e apoptéticos, os
quais estao associados a um comportamento
patolégico da mucosa oral.

Keywords: oral lichen planus, apoptosis,
proliferation.

Palavras-chave: liquen plano oral, apoptose,
proliferagao.

Introduccion

El liquen plano es una enfermedad inflamato-
ria, mediada inmunoldgicamente, que afecta al
epitelio escamoso estratificado, que se manifies-
ta en piel y mucosas V. La primera descripcién
fue realizada por Erasmus Wilson en 1869; eti-
molégicamente liquen plano proviene del voca-
blo griego leichen “musgo de drbol” y del latin
planus “plano” por el aspecto de las lesiones @.
Afecta al 0,2-1,9% de la poblacién, encontrdn-
dose principalmente en edades entre los 30 y 70
afios ¥. Mientras que el liquen de piel es auto

limitado, el liquen plano oral (LPO) es crénico,
no suele remitir espontdneamente y es conside-
rado como potencialmente maligno segiin la
Organizacién Mundial de la Salud @, estable-
ciendo este riesgo de transformacién maligna a
céncer oral de células escamosas por debajo del
19% ©,

En cuanto a sus caracteristicas clinicas, es una
lesién que se localiza con mayor frecuencia en
mucosa yugal, seguida por la lengua (mdrgenes
laterales), dorso de lengua y encia. El LPO se
puede encontrar en diferentes presentaciones
clinicas, de las cuales se distinguen el liquen
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plano reticular, caracterizado por tener un pa-
trén de estrias blanquecinas (queratinizacién)
de 0,1 a 2 mm de ancho; liquen plano atréfico
en el cual se observa rojizo, con adelgazamien-
to del epitelio; liquen plano ulcerado definido
por la pérdida de superficie epitelial, forman-
do ulceraciones irregulares cubiertas de fibrina,
rodeadas de dreas atréficas; liquen plano a pla-
cas, conforma dreas sdlidas de queratinizacién
(lengua o mucosa yugal mayoritariamente);
gingivitis descamativa, afecta la encia adherida,
presentdndose inflamada, lisa y brillante; liquen
plano ampolloso se observa cuando existe una
separacion del epitelio, posterior a la pérdida de
células basales ©7.

Desde el punto de vista histopatolégico el LPO
puede presentar diversas alteraciones como hi-
perqueratosis (orto o paraqueratosis), acanto-
sis, granulosis, espongiosis, cuerpos coloides,
exocitosis linfocitaria y atrofia epitelial, siendo
esencial la degeneracién vacuolizante de la capa
basal del epitelio y el infiltrado inflamatorio
subyacente en banda ®.

La etiopatogénesis del LPO no estd comple-
tamente dilucidada, pero se cree que posible-
mente se deba a una reaccién autoinmune me-
diada por células T citotéxicas (CD8+) contra
los queratinocitos basales, inducidos por un
cambio antigénico en la piel, o la mucosa .
La combinacién de mecanismos especificos e
inespecificos parecen causar la acumulacién
de linfocitos T en la ldmina propia subyacen-
te al epitelio, la ruptura de la ldmina basal, la
migracién de los linfocitos T intraepiteliales y
la apoptosis de los queratinocitos ?. Los an-
tigenos alterados de los queratinocitos basales
son reconocidos por las células de Langerhans y
presentados a los linfocitos T CD4+ localmente
o a través de su paso por los nédulos linféticos
por medio del HLA II (Antigeno Leucocitario
Humano II), desencadenando su expansién
clonal. Después de ser activadas las células T se
diferencian en dos subtipos funcionales: célu-
las T tipo 1 (Th1) que producen TNFy (Factor
de Necrosis tumoral y) y células T tipo 2 (Th2)

que producen diferentes interleuquinas (IL):
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 y IL-13(11). El TNFy
estimula la proliferacién acelerada de los quera-
tinocitos basales y la subsecuente acumulacién
de queratina superficial que clinicamente se ob-
serva como hiperqueratosis, bajo este estimulo
aumentan las capas celulares en los diferentes
estratos y la descamacion epitelial se hace mds
lenta. Debido a la intensa proliferacién basal
se producen alteraciones intracelulares que son
percibidas por los linfocitos T CD8+ intraepi-
teliales a través de la expresién de HLA I por los
queratinocitos basales y se activa la apoptosis en
el estrato basal 1.

Las mutaciones y alteraciones moleculares
presentes en LPO podrian jugar un papel
decisivo en la transformacién neopldsica 2.
Firzpatrick, describe que los LPO erosivos
mostraron un mayor riesgo de transformacién
neopldsica 9.

Para el diagnéstico de LPO se utilizan fre-
cuentemente los criterios clinicopatolégicos de
la OMS los cuales consisten en, presencia de
lesiones bilaterales, mayoritariamente simétri-
cas; estriado blanco reticulo-papular; lesiones
erosivas, atréficas, ampollares y en placas con
la presencia en otra zona de la cavidad oral de
estrias blancas. Los criterios histopatolégicos se
basan en la presencia de infiltrado yuxtaepite-
lial en banda, constituido principalmente por
linfocitos; signos de degeneracién hidrépica del
estrato basal; y ausencia de displasia epitelial ™.
El tratamiento de LPO generalmente consiste
en aplicaciones tdpica y/o sistémica con corti-
costeroides ©.

El estudio de diversos biomarcadores, tanto de
proliferacién celular (Ki-67, MCM3, Histona
3), de supresién tumoral (p53), y de regulacién
del proceso de apoptosis (BCL-2, BAX) pueden
ayudar a establecer una posible asociacién de la
expresion de estas proteinas con el comporta-
miento patoldgico del LPO. Por lo tanto, el ob-
jetivo del presente estudio consistié nicamente
en determinar y correlacionar morfolégicamen-
te la presencia de estas proteinas con el LPO
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para generar informacién que ayude a com-
prender la conducta biolégica de esta lesion.

Materiales y métodos

Fueron incluidos un total de 40 casos de LPO,
de muestras provenientes de la Cdtedra de Pa-
tologia de la Universidad Auténoma Metropo-
litana (UAM, Ciudad de México, México) y la
Universidad de Cérdoba, Argentina, diagnos-
ticadas durante el periodo comprendido del
2008 a inicios de 2013. Los especimenes se en-
contraban conservados en bloques de parafina.
Se realizaron 7 cortes de los tejidos a 4 micras
para la técnica de inmunohistoquimica y 1 cor-
te para tincién con hematoxilina y eosina. El es-
tudio morfolégico se realizé por dos patélogos
con experiencia en LPO tomando en cuenta
pardmetros histopatoldgicos preestablecidos y
con las caracteristicas clinicas de la lesién (16).
Los estudios de inmunohistoquimica se reali-
zaron en el laboratorio de Patologia Molecular
Estomatolégica, en la Facultad de Odontologia,
Universidad de la Republica (UDELAR, Mon-
tevideo, Uruguay). Este estudio fue aprobado
por el Comité de Etica de la Facultad de Odon-
tologia, UDELAR, expediente: 120/16.

Se hicieron cortes de 4 pm de espesor, los cua-
les se montaron sobre laminillas tratadas con
poly-L-lisina, posteriormente los cortes fueron
desparafinados en una estufa a 60°C por 30 mi-
nutos y se colocaron en xilol por 5 minutos. Los
cortes se hidrataron en un tren de concentra-
ciones decrecientes de alcoholes (absoluto, 90,
80, 70 y 50%) y enjuagues con agua destilada.
Para el desenmascaramiento de los epitopes se
realizé recuperacién antigénica con solucién de
citrato de sodio con pH 6, dicha recuperacién
se hace en una olla de presién dentro del mi-
croondas con potencia méxima de 750 w. Las
peroxidasas enddgenas fueron bloqueadas con
peréxido de hidrégeno al 0,9%, seguidas por
lavados con agua destilada y solucién salina
amortiguada de fosfatos pH 7,4 (PBS). Los an-

ticuerpos primarios se incubaron por un tiem-

po de 60 minutos contra: p53 (dilucién: 1:200,
Bio SB/D07), MCM3 (dilucién: 1:100, Leica/
DCS-141.1), Ki-67 (dilucién: 1:100, DAKO/
MIB1), CD-138 (dilucién: 1:100, DAKO/
MI15), BCL-2 (dilucién: 1:100, Biocare/100/
D5), BAX (dilucién: 1:200, DAKO Corp,
Carpinteria, CA, USA, Policlonal), histona H3
(dilucién: 1:50, phospho-histone H3 Genetex
300095). Posteriormente, los cortes se incuba-
ron con el segundo anticuerpo biotinilado anti
ratén/anti conejo y con el complejo streptavi-
dina/peroxidasa (LSA-B+Dako Corporation,
Carpinteria CA, USA) por 30 minutos cada
uno. Los productos de la reaccién se visuali-
zaron con sustrato de 3,3’- diaminobenzidina
H202 (Dako Corporation, Carpinteria, CA,
USA). Como controles positivos se utilizaron
testigos de diferentes punch de tejidos y como
controles negativos se omiti6 la incubacién con
los anticuerpos primarios.

La cuantificacién citoplasmdtica y/o membra-
nosa se realizé visualmente utilizando un mi-
croscopio 6ptico (Eclipse CI-L, Nikon, Japén)
amplificado a 40x, tomando en cuenta la si-
guiente escala semicuantitativa: 0-4 % “tincién
negativa’; 5-25% se considera una “tincién dé-
bil”; 26-50% corresponde a una “tincién mo-
derada” y 51-100% corresponde a una “tincién
intensa” de células. La cuantificacién nuclear
se determiné dividiendo el total de células po-
sitivas entre el total de células presentes en el
campo de estudio y multiplicando por 100 para
obtener un porcentaje; y con la ayuda de una
cdmara digital (Olympus C-7070) se tomaron
microfotografias de todos los marcadores, de
tres campos seleccionados en donde se obser-
vé mayor drea de dafno epitelial por respuesta
inflamatoria (correspondientes a la capa basal e
infilerado subepitelial).

Los resultados se compararon subjetivamente
con el tejido sano no alterado de la muestra
estudiada, cuando la cantidad de material lo
permitié. Usando esto como control interno.
En el caso de no existir tejido disponible para
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comparacién se usé como referencia tejido sano
de otra muestra de mucosa.

Dado que el objetivo del estudio fue solamente
evaluar presencia de las proteinas de interés a
nivel morfolégico, no se asociaron caracteristicas
clinicas al estudio.

Resultados

La expresién de marcadores relacionados con
la apoptosis como ser el caso de BAX resulté
predominantemente débil para el 50% de
las muestras, localizado en la capa basal del
epitelio, observindose en el citoplasma de los
queratinocitos basales (Fig. 1.A), mientras
que BCL-2 tuvo una expresion citoplasmdtica
débil con el 42,86% de los casos, en estratos
suprabasales, alejado de la zona de ataque
linfocitario; se constatd expresion nuclear
predominantemente negativa de p53, ya que el
81,4 % de las muestras mostraron un promedio
de positividad menor al 4% y mientras que
el 18,60% restante tuvo una presencia débil
de p53 en el infiltrado en banda subepitelial,
esto podria sugerir actividad apoptética en
estas zonas del tejido, asi como la presencia de
dano celular en la capa basal, y se explicaria su

expresion débil por la répida protedlisis de esta
proteina, asi como su intervencién Ginicamente
en la fase G1 del ciclo celular (Fig. 1. B).

El indice promedio de proliferacién celular a
nivel nuclear para Ki-67 fue del 12,40% las
células proliferativas se observaron mayoritaria-
mente en la capa basal del epitelio (Fig. 1. C),
mientras que MCM3 presenté una positividad
nuclear moderada a intensa en casi todos los
casos con un promedio de proliferacién celu-
lar del 33.36% también en los queratinocitos
basales (Fig. 1. D); por su parte los casos mos-
traron positividad a nivel nuclear para histona
H3 (H3) predominantemente débil, seguida
por moderada, con un promedio final de indice
de proliferacién celular del 26.76% y de igual
manera evidencidndose en la capa basal (Fig. 1.
E).

CD-138 se observé en su mayoria intensamen-
te positivo con el 95,35% a nivel de la mem-
brana celular en todo el epitelio, sin expresién
negativa en ninguno de los casos (Fig. 1. F).
Las lesiones mostraron un indice de
proliferacién activo en los queratinocitos de
la capa basal y suprabasal, un leve aumento en
las proteinas proapoptdticas, en capa basal e
infiltrado inflamatorio subepitelial (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados correspondientes a cada biomarcador.

Expresion (%)
Biomarcadores
0-4 (negativo) | 5-25 (débil) | 26-50 (moderada) | 51-100 (intensa) Localizacién
BAX 40,38% 50,00% 9,52% 0,00% Queratinocitos basales
BCL-2 57,14% 42,86% 0,00% 0,00% Queratinocitos basales
p53 81,40% 18,60% 0,00% 0,00% Infiltrado inflamatorio subepitelial
Ki-67 7,32% 92,68% 0,00% 0,00% Queratinocitos basales
MCM3 8,12% 2,70% 45,94% 43,24% Queratinocitos basales
H3 15,63% 58,14% 30,23% 0,00% Queratinocitos basales
CD-138 0,00% 4,65% 0,00% 95,35% Queratinocitos basales y suprabasales
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queratinocitos de la capa basal. Aumento 40x. B) Expresion citoplasmdtica de p53 en el infiltrado
inflamatorio subepitelial. Aumento 20x. C) Expresién nuclear de Ki-67 en queratinocitos de la capa
basal. Aumento 20x. D) Expresién nuclear de MCM3 en células de la capa basal del epitelio. Aumento
20x. E) Expresién nuclear de H3 en queratinocitos basales. Aumento 20x. F) Expresién membranal /
citoplasmdtica de CD-138 en todos los estratos epiteliales.
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Discusion

BAX es considerado un inductor de apoptosis,
perteneciente a la familia BCL-2 "”. La misma
estd constituida por una red de interacciones
proteicas que regulan la apoptosis a través de la
permeabilizacién de la membrana externa mi-
tocondrial; BAX es translocada hacia la mito-
condria, donde se activa e integra a la membra-
na causando la salida al citoplasma de una serie
de proteinas consideradas factores apoptdticos
(Fig. 2), (Citocromo ¢, Smac/Diablo, Omi/
HtrA2, Endonucleasa G, factor inductor de la
apoptosis) '®. Su expresién en altas cantidades
se encuentra asociada con un prondstico favo-
rable en varios tipos de cdncer 720

El oncogén BCL-2 codifica para una proteina
que bloquea un paso determinado en las vias
de apoptosis (Fig. 2). Su expresién anormal,
generalmente sobre expresada en células tu-
morales, contribuye a la expansién del dano
celular y reduccién de la apoptosis; al permitir
la sobrevida celular, facilita la adquisicién de
mutaciones y transformaciones malignas ®V.
Su funcién se basa en impedir la salida de cito-
cromo c a través de la membrana externa mi-
tocondrial, por la formacién de heterodimeros
con moléculas proapoptéticas como BAX ?2,
La expresién aumentada de BCL-2 en un estu-
dio realizado sobre cdncer de células escamosas
de laringe, se asocié a un estado avanzado de la
enfermedad ®.

En cuanto a la expresién de marcadores de
apoptosis (BAX y BCL-2) y de detencién del
ciclo celular (p53) en LPO, nuestros resultados
fueron muy similares a los reportados en la lite-
ratura internacional; Bascones et al., encontré
en dreas lesionadas que la expresién fue leve a
moderada en la capa basal, y disminuyendo en
supra basal de leve intensidad o negatividad **.
Shailaja et al. reportaron en un estudio realizado
con 30 casos de LPO, inmunoexpresién negativa
para BAX en un 43,3% de los casos y moderada
en un 33,3%. Mientras que para BCL- 2 la
inmunoexpresion fue moderada en un 36,7%
de los casos y negativa en un 26,7% ®. Segin

investigaciones de Bogdan et al. y Calenic ® et
al. la expresién de BCL-2 no mostré diferencias
significativas en comparacién con el grupo
control; a diferencia de la inmunoexpresién de
BAX la cual fue significativamente mayor en
comparacién con el grupo control en ambos
estudios ?*?”); por otra parte, el estudio de
Shailaja muestra resultados similares en cuanto
a la expresién de BAX, en comparacién con
nuestro estudio .

La funcién fisiolégica de p53 es prevenir la acu-
mulacién de dafio genético celular, ya sea por
reparacién previa a la divisién celular o causan-
do apoptosis. Su alteracién produciria por lo
tanto un crecimiento celular no controlado @¥.
El dano funcional de p53 ha sido implicado en
el desarrollo y progresién de displasia epitelial
oral y carcinoma oral de células escamosas .
Varios estudios coinciden en que la inmuno-
expresién de p53 es significativamente mayor
en LPO en las capas basal y suprabasal cuando
se compara con un grupo control (mucosa oral
sana) 2527:30.30,

En condiciones normales p53 se encuentra en
niveles bajos como resultado de su rdpida pro-
tedlisis @7, Nuestros resultados mostraron una
expresion débil de esta proteina a nivel de la
capa basal, sugiriendo un aumento en la apop-
tosis celular de la zona.

Ki-67 es una proteina nuclear que interviene en
el ciclo celular, asociada a la proliferacién celu-
lar y utilizada como un marcador de prolifera-
cién celular para medir el crecimiento celular
tumoral ®®. Este marcador puede ser utilizado
en la deteccién temprana de cdncer de células
escamosas, expresindose en las fases G1, S, G2,
M del ciclo celular ©2.

MCM3 forma parte de un grupo de proteinas
(minichromosome  maintenance  proteins)
relacionadas con la replicaciéon del ADN,
teniendo su aumento un rol en el proceso de
transformacién maligna celular . Diversos
estudios sobre la expresion de MCM3 a nivel
de linfomas, leucemia, carcinoma del cérvix,
de mama, de rifién, estdmago, pulmén, colon
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Fig. 2: El biomarcador proapoptético BAX al unirse al receptor de membrana, provoca la salida de
citocromo c de la mitocondria, llevando a la muerte de la célula; cuando BCL-2 se une a esta proteina, se

bloquea esta via de apoptosis.

y melanoma, entre otros, han determinado un
incremento de su expresién asocidndolo a un
peor pronéstico ).

Ki-67 que se presenta en todas las fases activas
del ciclo celular, excepto GO y G1 temprana,
mientras que MCM3 se expresa en niveles ele-
vados durante todas las fases del ciclo celular
incluyendo G1 temprana y excluyendo GO .
En un estudio realizado por Rezazadeh et al,,
en base a la expresion de Ki-67 y MCM3 en el
cancer oral de células escamosas, MCM3 resultd
positivo en el 96,4% y Ki-67 en el 78%, en
comparacién con los casos de mucosa normal
en donde los indices de proliferacion son bajos
62, La proliferacién celular medida con estas
dos proteinas en nuestro estudio mostré una
inmunoexpresion de 92,68% débil para Ki-67 y
para MCM3 45,94% moderada, lo que sugiere
el aumento de la misma, viéndose reflejado en
la expresién positiva de ambas en el LPO.

H3 es una de las cinco principales histonas pro-
téicas involucradas en la estructura de la croma-
tina en células eucariotas ®°. Diversos estudios
consideran que las variaciones y modificaciones
en el estado de H3 juegan un rol en la regula-
cién de los genes a largo plazo ®”. Dos genes,
H3F3A y H3F3B, codifican la proteina H3,
pero ambos son regulados de forma diferente
en procesos cancerigenos, considerando que
una sobreexpresién de H3F3A promueve la in-
vasién celular y la progresion del cdncer @540,

Finalmente, en nuestro estudio evidenciamos
que H3 tiene una expresién de débil a modera-
da, sugiriendo una leve a nula alteracién de esta
proteina asociada a la patogénesis del LPO o a
la conducta bioldgica del mismo.

Syndecan 1, (CD-138), forma parte de una fa-
milia de receptores que participan en la adhe-
sién célula-célula y célula-matriz, localizado a
nivel basal y suprabasal de las capas celulares ©9.
Su expresién aumentada en la diferenciacién
de los queratinocitos a nivel del epitelio nor-
mal o hiperpldsico se encuentra reducida en el
carcinoma de células escamosas y lesiones pre-
malignas, pudiendo tener un valor prondstico
en la determinacién del resultado clinico de la
lesién ©. Segtin el estudio realizado por Manal
et al., se determiné que CD-138 presenta una
expresion positiva alta en epitelio estratificado
normal, pero su expresién se vio disminuida en
los casos de LPO erosivo, y se asocié la alta in-
munoreactividad de CD-138 a las lesiones que
no se malignizaron, considerando este marca-
dor con posible utilidad para determinar el po-
tencial de malignizacién de las lesiones V. En
nuestro estudio pudimos apreciar que CD-138
se encontraba conservado, lo que se interpreta
como una continuidad en la cohesién célula-
célula.

Una limitante importante de este estudio es que
no en todos los casos se pudo contrarrestar o
comparar la expresién de las proteinas estudia-
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das con el tejido sano adyacente, debido a que
algunas muestras no lo permitian al ser el tejido
insuficiente.

Conclusiones

Se sugieren mecanismos pro- apoptdticos en la
capa basal del epitelio, esto sustentado por una
mayor expresién de BAX en comparacién con
BCL-2; esta especulacion se refuerza en la pre-
sencia de p53 como tinico marcador observado
en el infiltrado subepitelial

El trastorno de los mecanismos proliferativos
se asocia al aumento de los biomarcadores Ki-
67, MCM3 y H3, sugiriendo una respuesta de
los queratinocitos basales al dano inmunitario
mediado por linfocitos hacia la capa basal del
epitelio,

Se sugiere a futuro ampliar el trabajo con una
casuistica mayor comparando con dreas sanas
adyacentes o mucosa oral normal de pacientes

sin LPO.
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