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RESUMEN

La leucoplasia bucal es una lesidon precancerosa bien conocida debido a su
asociacion con la presencia de displasia epitelial y su tendencia a la transformacion
maligna. Con el fin de eliminar la subjetividad en la determinacion de los grados de
la displasia epitelial se han utilizado marcadores bioldgicos, entre ellos, el AcM anti
p53. Por ello se propuso evaluar la expresién del AcM anti p53 en los diferentes
grados de displasia epitelial en la leucoplasia bucal. Se emplearon las biopsias de
46 pacientes con diagnostico de leucoplasia bucal, procedentes del Departamento
de Patologia Bucal de la Facultad de Estomatologia de La Habana. Las muestras
fueron procesadas por la técnica de inclusién en parafina y coloreadas con la
técnica inmunohistoquimica del complejo avidina-biotina-peroxidasa para el AcM
p53. Se estudid la correlacidén entre el patréon de inmunoensayo para p53 y el grado
de displasia epitelial. Se evidencid que existe una asociacion significativa entre la
inmunocoloracidn de las células basales y suprabasales del epitelio con la
oncoproteina p53, en los distintos grados de severidad de la displasia epitelial, lo
que pudiera estar relacionado con el incremento progresivo de atipia celular
observada. Se concluyd que en las muestras estudiadas existié una relacion
coincidente del aumento del grado de severidad de la displasia epitelial, con el
marcaje de la oncoproteina p53. Estas evidencias sugirieron que el analisis
inmunohistoquimico de p53 en conjunto con los parametros histoldgicos,
principalmente relacionados con el grado de severidad de la displasia epitelial,
pudiera ser utilizado para lograr un diagnéstico mas certero y contribuir a la
prevencion del cancer bucal.
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ABSTRACT

The oral leukoplasia is a well known precancerous injury due to its association with
the presence of epithelial dysplasia and its trend to malignant transformation. To
eliminate the subjectivity in the determination of the epithelial dysplasia degrees,
biological markers have been used among them the AcM.antip53 Thus, authors
assessed the expression of AcM antip53 in the different degrees of epithelial
dysplasia in the oral leukoplasia. Biopsies from 46 patients diagnosed with oral
leukoplasia were used from the Oral Pathology Department of the Stomatology
Faculty of La Habana. Samples were processed by the paraffin-inclusion technique
and stained with immunohistochemical technique of the avidin-biotin-peroxidase
complex for the AcM p53. The correlation between the immunoassay pattern for
p53 and the degree of epithelial dysplasia was studied. It was demonstrated that
there is a significant association between the immunostain of basal and supra-basal
cells of epithelium with the p53 oncoprotein in the different degrees of severity of
the epithelial dysplasia, which could be related to the progressive increase of the
observed cellular atypia. We concluded that in the study samples there was a
coincident relation of the increase in the degree of severity of the epithelial
dysplasia, with the marking of the p53 oncoprotein. These evidences suggested
that the immunohistochemical analysis of p53 overall with the histological
parameters mainly those related to the degree of severity of the epithelial dysplasia
could be used to made a more accurate diagnosis and to contribute to prevention of
oral cancer.

Key words: Oral leukoplakia, epithelial dysplasia, p53 oncoprotein.

INTRODUCCION

El cdncer bucal ocupa el sexto lugar de incidencia de cadncer en el mundo.! Al
menos el 95 % de las neoplasias de la cavidad bucal son carcinomas epidermoides.
Aunque la mayor parte son faciles de descubrir resulta desalentador que muchos se
detectan tardiamente y que el 50 % de estas lesiones demuestran ser mortales.'?
Uno de los problemas para el diagndstico precoz del cancer bucal esta representado
por la identificacion de trastornos no neoplasicos que tienen una alta asociaciéon con
él, por lo que han sido nombradas lesiones precancerosas. Segun los criterios de la
Organizacion Mundial para la Salud (OMS), entre estas lesiones se encuentran: la
leucoplasia bucal, la eritroplasia y las lesiones del paladar en fumadores inversos.
De todas ellas la leucoplasia bucal es la mas frecuente.®®

La leucoplasia bucal se define como una lesion predominantemente blanca de la
mucosa bucal que no desaparece al frotarla y no puede ser caracterizada como otra
lesion definida; en dependencia de las circunstancias del examen sera posible llegar
a un diagndstico provisional o definitivo.® Microscépicamente se caracteriza por una
aparicion de un proceso de queratinizacién, cambios en el grosor epitelial,
ulceraciones en el epitelio y presencia de displasia epitelial, asi como cambios
celulares en el tejido conjuntivo subyacente.”® Hay evidencias de que entre todas
estas observaciones la displasia epitelial es el predictor histoldgico que guarda una
mayor relacidn con el carcinoma epidermoide.” !
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Su nivel de riesgo de transformacién maligna se ha asociado con la presencia de la
displasia en la medida en que se incrementa su grado de severidad y la tasa global
presenta grandes variaciones que van del 0,13 al 17,5 % y es distinta en funcion
del tiempo de seguimiento realizado sobre las mismas.” %13 E| cancer bucal lleva
consigo el desarrollo de grados crecientes de displasia epitelial que no son mas que
el resultado de la acumulacidn de diversas alteraciones genéticas.

Los modelos mas recientes de génesis tumoral muestran que es un proceso en el
qgue median multiples transformaciones moleculares, a través de las cuales se
activan protoncogenes que estimulan el crecimiento celular y genes supresores de
tumores que inhiben la proliferacién celular en condiciones normales, que se
vuelven inactivos y conducen a la célula hacia una transformacion neoplasica.
Dentro de estas alteraciones, adquiere especial relevancia el gen p53, diana mas
frecuente de las alteraciones genéticas en el cancer humano.'*%*°

1,14,15

Su sobrexpresidn se ha observado con una elevada frecuencia en el carcinoma
epidermoide bucal mds que en ningln otro tumor maligno humano (15-60 %).***
Ademas se ha observado que en las lesiones premalignas bucales y en los
carcinomas in situ, la sobrexpresién de p53 no esta restringida solo a las células
neoplasicas, sino que frecuentemente aparece en areas displasicas o en
gueratinocitos adyacentes a células neoplasicas positivas al p53, lo que sugiere que
esta alteracidén es un evento que ocurre tempranamente en el proceso de
carcinogénesis bucal.?%?! Por ello puede convertirse en un indicador Util para el
diagnéstico y el prondstico de las lesiones potencialmente malignas, como es el
caso de la leucoplasia bucal.?*?3

Algunos investigadores refirieron una correlacion entre el aumento en la proporcién
de las células inmunorreactivas y el grado de severidad de la displasia epitelial, que
llega a mostrarse en aumentos crecientes a partir de las displasias ligeras y moderadas,
hacia las severas, y que sugieren que la expresién de la oncoproteina p53 puede
ser un excelente indicador a la predisposicion a la malignidad en la leucoplasia
bucal.'*12%2> En el presente estudio se propuso evaluar la expresién del AcM anti
p53 en los diferentes grados de displasia epitelial en la leucoplasia bucal.

METODOS

Se realizd una investigacion descriptiva y transversal a partir del analisis de los
cortes de todas las biopsias conservadas en parafina, de pacientes con diagndstico
clinico e histopatolégico de leucoplasia bucal o carcinoma epidermoide, realizados
en el Laboratorio de Anatomia Patoldgica de la Facultad de Estomatologia de La
Habana, Cuba, procedentes del proyecto de investigacion "Seguimiento clinico y
caracterizacion histopatoldgica de las lesiones precancerosas bucales", ejecutado en
la Clinica de Patologia Bucal del mismo centro, entre los afios 1991 y 2008. Se
considerd como requisito que estas tuvieran un grado de conservacion adecuado
para el estudio inmunohistoquimico, con 66 muestras como resultado.

Del total de muestras procesadas, 46 correspondieron a pacientes con diagndstico
de leucoplasia bucal, con diferentes grados de displasia epitelial y 20
correspondieron al diagndstico de carcinoma epidermoide. Como medida de control
para las observaciones microscépicas de las biopsias se obtuvieron 5 muestras de
mucosa bucal aparentemente normal de pacientes a los que se les realizd
extracciones multiples con alveoloplastia, en el Departamento de Cirugia
Maxilofacial del Hospital "Enrique Cabrera", en La Habana. Los fragmentos de
aproximadamente 5 mm de didmetro correspondian a la zona periférica de la
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incisién descrita para este proceder quirdrgico y que deben ser desechadas, sin que
esto representara ningun riesgo a la salud de esos pacientes.

Todas las muestras de mucosa aparentemente normal y patoldgicas fueron tratadas
segun los criterios tradicionales de los laboratorios de Anatomia Patoldgica del pais
y fueron fijadas en formalina neutra al 10 %, procesadas mediante la técnica de
inclusion en parafina y tefiidas con hematoxilina y eosina.?® Los criterios tomados
para la determinacién de la displasia epitelial se establecieron de acuerdo a los
aprobados por el Grupo de Estudio para las Lesiones Precancerosas de la OMS.’

El estudio inmunohistoquimico se realizd en el Departamento de Calidad de los
Anticuerpos Monoclonales del Centro de Inmunologia Molecular. Para ello se
realizaron 2 cortes seriados de 5 um de grosor en un micrétomo vertical Spencer y
se aplicé la técnica inmunohistoquimica para la p53. Para ello se utilizoé el método
del complejo avidina-biotina-peroxidasa, con el uso del anticuerpo monoclonal AcM
murino antiproteina p53 (1:1000, DAKO).

Como control positivo se empled una muestra de carcinoma epidermoide de pulmén
gue sobrexpresa este antigeno, incubada con el AcM primario (Dako) o con isotipo
control Inmunoglobulina G (Pharmigen). Se utiliz6 como controles negativos uno de
los cortes incubados con TBS en lugar del AcM primario. La reaccidn positiva
consistioé en un precipitado de color pardo-café en la zona de reaccién del complejo
antigeno-anticuerpo. En cada corte observado se estudiaron de 8 a 10 campos
escogidos al azar en un microscopio dptico Karl Zeiss, con magnificaciones de 100 X,
400 X y 1000 X. A partir de esto, la reaccion del AcM fue valorada
cuantitativamente y se establecieron como positivos los nlcleos que se colorearon
de marrdn. Se calculd la media del porcentaje de células marcadas positivamente
para lo cual se utilizd el siguiente criterio tomado de la literatura,?’3° Positiva:
p53 = 50 % de células positivas y Negativa: p53< 50 % de células positivas.

Se digitalizaron las imagenes en un microscopio Leyca acoplado a la computadora
programada con el sistema Atiplay. Los resultados se recogieron en una base de
datos y se usod el programa Microsoft Excel. El andlisis de estos se hizo mediante el
empleo de las estadisticas descriptivas con la realizacidén de las tablas de
contingencia de 2 entradas y el calculo del estadigrafo x? correspondiente con en el
programa SPS versién 9.0.

RESULTADOS

En las muestras analizadas se observé un mayor nimero de casos positivos al p53
en carcinoma epidermoide con respecto al grupo de muestras con diagnéstico de
displasia epitelial, lo cual arrojo diferencias significativas entre estos 2 grupos
(c2= 11,26; p< 0,05), las biopsias de mucosa normal fueron todas negativas al
p53 como se muestra en la tabla 1.

Se observ6 un inmunomarcaje nuclear distinguible e intenso en las células
tumorales de las muestras de carcinoma epidermoide (Fig. 1). En las biopsias con
displasia epitelial se encontrd que el grado de expresion de la oncoproteina p53
aumento significativamente con el incremento del grado de severidad de la
displasia epitelial (c°= 9,36667; p< 0,05).
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Tabla 1. Patron de expresion de la oncoproteina p53 en pacientes con mucosa

normal, displasia epitelial en cada uno de sus grados histoldgicos v carcinoma
epidermoide

Grado histoldgico He.
Mucosa normal 5
Displasia epitelial ligera 25
Displasia epitelial moderada 14
Displasia epitelial severa 7
Carcinoma epidermoide 20

Fig. 1. Las flechas sefialan el inmunomarcaje nuclear, distinguible
e intenso de p53, IHC-AcM pb3, distribuido fundamentalmente
hacia la periferia en las celulas tumaorales de las muestras de
carcinoma epidermoide (250 X,

de casos

0
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PE3 Casos + (%)
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40,0
64,3
71,4
95,0

=
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=
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Los nucleos positivos en las lesiones displasicas se asociaron generalmente con las
células que mostraron atipia celular (Fig. 2). En las displasias ligera y moderada la

positividad de los nucleos estuvo confinada a los estratos basal y a la zona
parabasal del estrato espinoso, mientras que en la displasia severa la distribucion

de los nucleos teiiidos positivamente fue mucho mas amplia y se pudo observar

también en la zona suprabasal o superior del estrato espinoso (Fig. 3).

http://scielo.sld.cu

24

PDF Created with deskPDF PDF Writer - Trial :: http://www.docudesk.com



Revista Cubana de Estomatologia 2012;49(1):20-29

- § = h
_._.-"" = Tﬁ.
: i & .

f, 4.". = .---‘( L]
- co N Ay

T S N i A

Fan AL e g
3 a0 . y L5

St SR LA § o bpm i 2
) - . & - )

i A e T LA e

» J - o 4

A S ¥i n '

".. .I'n" 1'-." o, | --:.': _I . .,J-
e~ e i ':1'.‘.,'.~ = =
. e [ i‘l' ,!.i Vi & “’.Y’i\‘t :-.'h" -
rre SR A s
= iy i ‘\ E"'tl'*" q‘ “

' .

L. o,
i Ay .
e=h 1k o 8L | B N,
tﬁ‘i I‘\-lrh“ L T “1.- .
"l' A T RN R TRE R
Y (AR AR (S .?;:g i
ot :t “"&\'.:ﬂ ' "‘ Vi‘u e -
A R A *%.t&%v-t: r
L L RA %\ "'1.",;:‘"; A
‘{-;:w’ .

‘-.ﬁ

i i%‘“ﬁ. '*-:. Lo ":i. i‘
. PRIIES i R e RIS G
' *',-?’g';r -‘sn}%ﬂ% R hi R
: J :"" 1zt -.|_ .'f:- -

LS e e "M.T'&‘_“' SA5Eeh A fﬁ
Fig. 2. A. Progresian histologica de la displasia epitelial ligera a moderada,
B. IHC-AcM pE3, notese el inmunomarcaje confinado a los estratos basal y
espinoso (250 ®).
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Fig. 3. Displasia epitelial severa, IHC-AcM pE3,

nuclear distribuido en todos los estratos (250 =),

nmunomarcaje
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DISCUSION

Todos los cortes marcados de mucosa normal de la muestra estudiada fueron p53
negativos, resultados que coincidieron con lo reportado por la mayoria de los
investigadores.!*2%2%3% Es posible que esto se deba a que en condiciones
fisioldgicas, en las células normales la proteina p53 normal o salvaje, tiene una vida
media fisioldgica muy corta (20 min), lo que hace que, usualmente, sea
indetectable a través del uso de técnicas inmunohistoquimicas.?%%*

La oncoproteina p53 es el gen supresor de tumor mas importante, debido a que
desempefia un papel trascendental en el mantenimiento de la estabilidad del
genoma, progresion del ciclo celular, diferenciacion celular, reparacion del ADN y
apoptosis, que puede ser inactivada por mutaciones puntuales, deleciones y union
con células y proteinas viricas. Estas situaciones de dafio al material genético
causan cambios en los niveles de expresidon de p53 y su activacién como factor de
transcripcién. El tipo natural de p53 acumulado se une al ADN y estimula la
transcripcidén de varios genes que intervienen en los 2 efectos principales de p53: la
detencidn del ciclo celular y la apoptosis.t!>:20-22

Es ampliamente aceptado que el carcinoma epidermoide se desarrolla como
resultado de la acumulacidn de errores genéticos, donde las mutaciones en el gen
supresor de tumores p53, es el mas comun en todos los cdnceres humanos. Esto
resulta en una sobreproduccion de la proteina p53 inactiva que se acumula en las
células epiteliales,’'>?? que fue lo encontrado en las muestras de carcinoma
epidermoide estudiadas.

Se ha reportado que en las displasias ligeras hay una proliferacion o hiperplasia de
las células del estrato basal y parabasal que no se extienden mas alla del tercio
inferior del epitelio, con cambios minimos en la arquitectura celular. No sucede asi
en las displasias moderadas, donde se observa una proliferacién de células atipicas
gue se extienden dentro del tercio medio del epitelio con cambios tipicos en la
arquitectura celular tales como hipercromatismo, pleomorfismo nuclear y aumento
en el nimero de mitosis anormales y llega el maximo de atipia celular en las
displasias severas, donde existe una proliferacién anormal desde el estrato basal
hasta el tercio superior del epitelio. Se observa un marcado pleomorfismo celular,
numerosas mitosis suprabasales, cuerpos apoptoéticos, pérdida completa de la
estratificacién regular del epitelio y queratinizacién anormal.®**

En las muestras analizadas se encontraron niveles significativos de positividad de
p53, que aumentaron sucesivamente en relacion con el grado de severidad de la
displasia epitelial. Se observé una inmunocoloracién de esta oncoproteina en el
estrato basal en los casos de displasia epitelial ligera y suprabasal en las muestras
de displasia epitelial moderada, con una distribucion abundante en las células de la
zona suprabasal en la displasia epitelial severa, lo que concordé con lo reportado
por otros autores,6718:27-29,30

En los 2 Ultimos trabajos citados los autores®®*° argumentaron que esto pudiera

deberse a que la expresién de p53 en las lesiones displasicas esta confinada a
aquellas regiones donde se observa atipia celular. Aunque en otros tipos de
tumores la sobreexpresién de p53 es un acontecimiento tardio, un alto porcentaje
de carcinomas epidermoides de cavidad bucal tienen niveles elevados de expresion
de p53 (15-60 %).%** Esto coincidi6 con los resultados de este trabajo en el cual el
100 % de las muestras con carcinoma epidermoide fueron p53 positivas, lo que
pudiera estar relacionado con el alto grado de pleomorfismo y atipia celular
observada.
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Se concluy6 que en las muestras estudiadas existié una relacion coincidente del
aumento del grado de severidad de la displasia epitelial, con el marcaje de la
oncoproteina p53. Estas evidencias sugirieron que el analisis inmunohistoquimico
de p53 en conjunto con los parametros histologicos, principalmente relacionados
con el grado de severidad de la displasia epitelial, pudiera ser utilizado para lograr
un diagndstico mas certero y contribuir a la prevencion del cancer bucal.
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