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Resumen

El Liqguen Plano Bucal y las Reacciones Liquenoides Bucales son condiciones
inflamatorias de la mucosa bucal de naturaleza autoinmune con caracteristicas
clinicas e histologicas similares. Datos recientes sugieren que las Reacciones
Liguenoides Bucales (RLB) tienen mayor porcentaje de transformacion maligna
que el Liquen Plano Bucal (LPB).

Objetivo: comparar la expresion de Bcl-2 y COX-2 en las lesiones de LPB y RLB.
Métodos: La poblacién a estudiar consistié en 65 casos; 34 casos diagnosticados
como RLB y 31 como LPB. En una evaluacion retrospectiva se semicuantifcé la
inmunoreaccién para los marcadores Bcl-2 y COX-2 (DAKO®) en laminas
provenientes de blogues de parafina.

Resultados: 53% (18/34) de las muestras de RLB resultaron positivas para COX-
2. Mientras que en el grupo de LPB el 81% de las muestras (25/31) resultaron
positivas para COX-2. La prueba exacta de Fisher para la expresion de COX-2
revelé que existen diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos
P = 0, 035.Con respecto a la expresiéon de la proteina Bcl-2; 76% (26/34) de las
muestras con RLB resultaron positivas en el inmunomarcaje, mientras que 97%
(30/31) resultaron positivas en el grupo con LPB. La prueba exacta de Fisher para
la expresion de bcl-2 reveld que existen diferencias estadisticamente significativas
entre los dos grupos P = 0,028.

Conclusion: La expresion de Bcl-2 y COX-2 fue mayor y con una diferencia
estadisticamente significativa en las lesiones de LPB cuando se compar6 con las
RLB.
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Introduccion

El Liguen Plano (LPB) es una entidad mucocutanea, relativamente frecuente, que
puede presentar manifestaciones bucales. Tiene una variedad de presentaciones
clinicas: lesiones papulo-reticulares, placas lineales, erosiones, Ulceras, y menos
frecuente; maculas hipercromicas, hipocrémicas o mixtas. La prevalencia de esta
condiciobn es de 1-4% de la poblacion mundial sin una predisposicion racial
aparente con predileccion por el género femenino (1,2).

Por otra parte, la Reaccion Liquenoide Bucal (RLB) es un término que se utilizan
para describir lesiones clinica e histopatolégicamente similares al LPB pero con un
factor etiologico identificable, Las RLB tienden a ser unilaterales y erosivas, con un
infiltrado linfocitico un poco mas difuso, con mas eosindfilos, plasmocitos vy
cuerpos citoides que el LPB aunque es frecuente encontrar caracteristicas
similares en las dos entidades. (1, 2, 3).

El potencial de malignizacion del LPB y las RLB es aun controversial. Datos
recientes sugieren que las RLB tienen mayor porcentaje de transformacion
maligna que el LPB y aunque la asociacion entre cancer y LPB ha sido
documentada en reportes cientificos, no existe asociacion entre el carcinoma de
células escamosas y el Liqguen Plano cutaneo (4,5,6).

La ciclooxigeneasa 2 (COX-2) que es la forma inducible de esta enzima, juega un
papel importante en la inflamacién y en la carcinogénesis. La sobreexpresion de
COX-2 es importante en el crecimiento de tumores, invasion y metastasis,
angiogenesis, y en la inhibicién de la apoptosis, todos pasos importantes en el
desarrollo del cancer. El incremento en la expresion de COX-2 ha sido reportado
en lesiones precancerosas y en varias formas de cancer, incluyendo en carcinoma
de células escamosas y también enLPB (7).

La proteina Bcl-2 (B-cell ymphoma-2), descrito en 1984 por Tsujimoto y col (con la
participacion de Peter C. Nowell, quien describidé el cromosoma Filadelfia) fue la
primera proteina que se relaciono6 con traslocaciones y que se identifico en linfoma
folicular. La proteina Bcl-2 se localiza en la membrana interna mitocondrial y en
menor proporcion en la membrana nuclear y el reticulo endoplasmico y juega un
papel fundamental en la proteccion celular contra la apoptosis. El crecimiento de
los queratinocitos es regulado por un delicado balance entre moléculas que
controlan la supervivencia celular como bcl-2 y la muerte celular como p53. Bcl-2
es una molécula antiapoptética que esta inversamente relacionada con p53 ya que
su expresién previene la apoptosis celular modulando la liberacion de citocromo ¢
por parte de la mitocondria (8, 9).

La importancia de la porteina Bcl-2 en la muerte celular y la apoptosis en varias
enfermedades bucales como carcinoma de células escamosas, leucoplasia y otras
displasias epiteliales asi como LPB ha sido materia de estudio (10).



Los reportes sugieren que el LPB y/o las RLB son lesiones potencialmente
malignas y que ambas lesiones pueden estar involucradas en el mantenimiento de
la inflamacién crénica, condicion que puede llevar a la transformacion del LPB y
las RLB en carcinoma de células escamosas (11, 12). La expresion de Bcl-2 en
LPB y RLB no esta del todo establecida debido a reportes contradictorios (13).

El objetivo de este estudio es comparar la expresion de Bcl-2 y COX-2 en las
lesiones de LPB y RLB.

Métodos

La poblacion del estudio consistio en 65 casos, 34 diagnosticado con RLB and 31
casos de LPB del laboratorio de histopatologia de la Facultad de odontologia de la
Universidad Central de Venezuela (UCV) durante los afios 2003-2012. Todos los
casos fueron clasificados histolégicamente segun las normas de Van der Waal and
Van der Meij in 2003 (14).

Se obtuvieron secciones de tejido embebidas en parafina (3um) se desparafinaron
y la recuperacion antigénica se llevo a cabo usando una solucién comercialmente
disponible (DAKO®, Carpinteria, CA, USA), a pH 6 por una hora. La peroxidasa
endogena fue bloqueada usando metanol y H,O; al 3 % por 30 minutos. Se usaron
anticuerpos primarios para bcl-2 clon 124 y para COX-2 clon CX-294 (DAKO®) a
la dilucion de 1:50 por 30 minutos, como sistema de deteccion se us6é Envision®
(DAKO®) y la inmunoreaccion se visualizé usando diaminobenzidina (DAB) por 10
minutes. Se usaron también controles positivos y negativos adecuados.

Las laminas con el tejido se examinaron al microscopio Optico. La inmunoreaccion
se semicuantific6 de acuerdo al niumero de células positivas en un campo de
observacion a 40X: < 1% de las células con marcaje positivo fue considerada
negativa; (+) <30% de células positivas; (++) 30-70% de células positiva; (+++) >
70% de células positivas. Del mismo modo, la localizacion de la inmunoreaccién
fue examinada segun su localizacion histolégica en: basal, suprabasal vy
submucosa. La intensidad de la inmunotincion fue registrada como leve,
moderada o fuerte.

El analisis estadistico fue realizado usando las pruebas exacta de Fisher, p<0.05
fue considerada como estadisticamente significativa.

Resultados

La distribucion de los grupos LPB y RLB segun la edad fue de 59,53 SD+11,74 en
LPBy 56,97 SD+15,06 en el grupo de RLB. Con respecto al género, la distribucion
fue de 79,41% (27/34) correspondiente al género femenino y 20,58% (7/34) al
género masculino en el grupo de RLB y 84,64% (25/31) femeninos para el grupo
de LPB, mientras que 19,35% (6/31) fueron del género masculino en dicho grupo.



La mucosa de la cara interna de los carrillos fue la localizacion anatomica mas
comun, presentdndose de forma bilateral en los pacientes del grupo de LPB y
unilateral en el grupo de RLB.

Con respecto al andlisis inmunohistoquimico, 53% (18/34) de las muestras de RLB
resultaron positivas para COX-2. Mientras que en el grupo de LPB el 81% de las
muestras (25/31) resultaron positivas para COX-2. La prueba exacta de Fisher
para la expresion de COX-2 reveld que existen diferencias estadisticamente
significativas entre los dos grupos P =0, 035.

En relacion a la expresion de la proteina Bcl-2, 76% (26/34) de las muestras con
RLB resultaron positivas en el inmunomarcaje, mientras que 97% (30/31)
resultaron positivas para la proteina Bcl-2 en el grupo con LPB. La prueba exacta
de Fisher para la expresion de Bcl-2 reveld que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos P = 0,028.

La localizacion mas frecuente del inmumarcaje para Bcl-2 en el grupo con LPB fue
el infiltrado inflamatorio en banda de la unién corién-epitelio presentandose
solamenteen dicha localizacion o concomitantemente en la submucosa (tabla 1)
(figura 1 y 2). Del mismo modo la localizacién mas frecuente del inmunomarcaje
para COX-2 fue el infiltrado inflamatorio en banda en el grupo de muestras de
RLB. Sin embargo, este marcador también se observo en la capa basal y en la
submucosa. (tabla 1) (figura 3y 4)

Con respecto a la extension de la inmunoreaccion por campo evaluado, la mayoria
de las muestras de RLB positivas para ambos marcadores presentaron una
extensiéon de menos de 30% (+), observandose en 4 casos para Bcl-2 (++) y en
tres casos para COX-2 (++). En relaciéon a las muestras de LPB se present6 una
extensién de inmunomarcaje que oscil6 entre (+) y (++) en la mayoria de los casos
para ambos marcadores. En las muestras positivas para COX-2 no se observo
extensién de (+++). So6lo en las muestras positivas para Bcl-2 se detectdé una
extension de (+++): 7 casos con LPB y 5 con RLB. (tablas 2)

Referente a la intensidad de la inmunotincion, la mayoria de los casos presentaron
una intensidad moderada para ambos marcadores, sin embargo la expresion de la
proteina Bcl-2 fue intensa y extensa en ambas lesiones. (tabla 3)

Discusion

Con respecto a la distribucién por edad y género en el presente estudio las
mujeres de la quinta década de la vida fueron el género y la edad mas afectada,
estos datos coinciden con los reportes previos en la literatura con respecto a la
epidemiologia del LPB y las RLB (1, 2, 3). Referente a la localizacién anatomica, la
mucosa de la cara interna de carrillos fue la mas afectada en ambos grupos tal y
como lo resefia la mayoria de los autores (1, 2, 3, 4). Del mismo modo, la
aparicion bilateral de las lesiones en el LPB fue la presentacién clinica mas
frecuente tal como lo describen Carrozo y Thrope en el 2009 (1).



Se ha demostrado que la proteina Bcl-2 juega un papel importante en la
etiopatogenia de algunas enfermedades inflamatorias autoinmunes, asi como en
neoplasias hematopoyéticas como el linfoma de células B, en la leucemia
promielocitica aguda y en neoplasias no hematopoyéticas como el cancer de
pancreas de células beta (8).

La regulacién de la muerte celular es fundamental en el mantenimiento de la
inmunocompetencia. En la respuesta inflamatoria normal, las células
inmunocompetentes se destruyen por apoptosis después de la fase aguda de la
inflamacion, pero en algunas enfermedades la inflamacion continta de forma
recurrente (15).

El papel de la apoptosis en la eliminacion de las células inflamatorias infiltradas se
ha observado en varias enfermedades inflamatorias, como la vasculitis
leucocitoclastica cutanea y la Enfermedad de Behcet (15). En los linfocitos B la
sobreexpresion de Bcl-2 se ha relacionado con actividad antinuclear como ocurre
en el lupus (16).La sobreexpresion de este oncogén parece desempefiar un papel
en la transformacién y desarrollo maligno de las enfermedades autoinmunes (15).

Las alteraciones del mecanismo apoptético en el estadio de maduracién y
diferenciacion linfocitica pueden relacionarse con episodios autoinmunes debido a
la no eliminacion de clones linfociticos autoreactivos (15). La apoptosis periférica
inadecuada de linfocitos CD4 produce un aumento de la supervivencia de los
linfocitos T y aumenta la produccién de autoanticuerpos (15).

El rol de la apoptosis es de suma importancia para la eliminacion de los linfocitos
autoreactivos y por ende para impedir la autoinmunidad. Los linfocitos que
escapen a este proceso de seleccion durante su desarrollo, pueden ser
controlados por células T reguladoras (Treg) que expresan el factor de
transcripcion Foxp3 (forkhead box P3) una proteina llamada escurfina, involucrada
en la respuesta inmune y cuya deficiencia se ha asociado con la autoinmunidad
(16, 17). La muerte celular regulada por la via intrinseca de la apoptosis (via Bcl-2)
es relevante para el desarrollo normal y la funcién de estas células Treg. Las
variaciones en la expresion de la familia Bcl-2 pueden incidir en la susceptibilidad
relativa a muerte celular por parte de las células Treg, especialmente bajo ciertas
sefales de stress de importancia fisiopatolégica, como los provocados por la
presencia de glucocorticoides o la ausencia de ciertas citoquinas, ocasionando la
falta de control sobre los linfocitos autoreactivos(16, 17).

Como se observa en los resultados del presente estudio; el mantenimiento de un
infiltrado inflamatorio linfocitico en banda a nivel de toda la unién coridn-epitelio
gue se observa en el LPB, RLB y otras enfermedades autoinmunes puede estar
relacionado con la sobreexpresion de la proteina Bcl-2 y la capacidad que le
imprime a éstas células de mantener una respuesta inflamatoria sin sufrir
apoptosis, esta respuesta inflamatoria pasa por la produccion de COX-2 y sus
productos metabdlicos derivados del acido araquidonico, no solamente en ese



infiltrado, sino a lo largo de la capa basal e incluso en estratos epiteliales
superiores. Ambas moléculas se han relacionado también con alteraciones
genéticas que conllevan a la malignizacion (8, 18).

La proteina bcl-2 expresada en los linfocitos infiltrados puede permitirles escapar
de la apoptosis y prolongar su supervivencia. Sin embargo, el presente estudio no
permite determinar si el aumento de la expresién de bcl-2 es un intento para
mantener la poblacion de linfocitos activada frente a los factores etioldgicos
subyacentes (enddgenos o0 exdgenos) o si se trata de la alteracion primaria. Son
necesarios nuevos estudios para entender la importancia biolégica y la
significacion clinica de las alteraciones linfociticas de bcl-2 en la patogenia del
LPBy RLB.

La inflamacién juega un papel importante en la carcinogénesis de las
enfermedades crénicas autoinmunes. La expresion de la enzima COX-2 es un
evento normal en los procesos inflamatorios y esta involucrada en los procesos de
reparacion tisular promoviendo la angiogénesis asi como la proliferacion vy
diferenciacion celular, sin embargo, estos efectos pueden ser perjudiciales cuando
la inflamacion se hace crénica y persistente tal como ocurre en el LPB y las RLB
(18).

La inflamacion es comun en el cancer bucal, ésta ha sido asociada tanto a la
formacién como con el progreso del cancer bucal. Polimorfismos a nivel del
promotor de COX-2 pueden contribuir a la expresion diferencial de COX-2 y por
ende a la variabilidad y susceptibilidad para el desarrollo de cancer. En la cavidad
bucal, distintos tipos de lesiones, incluyendo el LPB, la leucoplasia bucal y la
fibrosis submucosa, tienen potencial maligno. Sin embargo, Los factores que
influyen en la transformacién de LPB a carcinoma de células escamosas aun no
estan del todo dilucidados (7). Para Lin y cols. (2008) el alelo COX-2 -765C fue un
factor de riesgo en leucoplasias bucales que evolucionaron a la malignidad (19).

Existen evidencias indicadoras que la sobreexpresion de COX-2 constituye un
evento temprano en la carcinogénesis epitelial, postulandose que el aumento en
los niveles de COX-2 y EGFR (factor de crecimiento epidérmico) en lesiones
premalignas constituyen un mecanismo de “carcinogénesis de campo” (18). En las
células epiteliales normales la expresién de COX-2 es minima, de tal manera que
el efecto inflamatorio del infiltrado linfocitico mantenido por la actividad
antiapoptotica de BCL-2 en las lesiones de LPB y RLB posiblemente trae como
resultado la induccion de la expresion de COX-2; no solamente en el mismo
infiltrado sino también en el epitelio adyacente. Esto parece ocurrir fuertemente en
las dos lesiones pero segun los resultados del presente estudio, en las lesiones
LPB estd mayormente expresada.

La investigacién terapéutica con el uso de inhibidores especificos de la COX-2
para evitar la transformacion maligna de estas lesiones es un campo interesante a
explorar en futuros estudios (20).



Para Cortés-Ramirez y col. En el 2010 (7), la expresion de COX-2 era mayor en
las lesiones de RLB que en las de LPB, los presentes datos contradicen sus
resultados. Lo que lleva a considerar la necesidad de hacer un seguimiento clinico
completo a las lesiones de LPB de aspecto reticular aunque se haya sugerido en
varios estudios que las lesiones erosivas poseen mayor potencial de malignidad
1, 2, 3, 4).

Al igual que en el presente estudio, Cortés-Ramirez (7) encontré mayor expresion
de COX-2 en el infiltrado inflamatorio de las lesiones liquenoides aunque también
se pudo observar a nivel epitelial. Este patron epitelial se observa, en el presente
estudio, con mayor frecuencia en los casos de LPB; estos hallazgos sugieren que
la etiologia y las vias fisiopatoldégicas moleculares de estas lesiones son
diferentes.

Conclusion

La expresion de Bcl-2 y COX-2 fue mayor en las lesiones de LPB cuando se
comparo con las RLB. La expresion de BCL-2 se ubico principalmente a nivel del
infiltrado linfocitico en banda que se observa en la unidén corion-epitelio. Esta
alteracion genética puede ser la responsable del mantenimiento de la respuesta
inflamatoria crénica en ambos tipos de lesiones y junto con la expresidn constante
de COX-2 puede dar lugar al desarrollo y acumulacién de alteraciones genéticas
oncogeénicas.
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Figuras

Fig. 1 Expresion de bcl-2 en el infiltrado inflamatorio y a nivel de las capas basales
del epitelio.



Fig. 2 Expresién de bcl- 2 en los I|nf00|tos del infiltrado mflamatorlo 40X
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Fig. 4 Expresion citoplasmética de COX-2 en los macréfagos del infiltrado
inflamatorio. 40X

Tablas

Tabla 1.- Localizacién del inmunomarcaje en ambos grupos.

Localizacion Bcl-2 LPB Bcl-2 RLB COX-2 COX-2

LPB RLB

infiltrado 26 21 12 12
Capa basal 0 0 2 2
Basal/infiltrado 0 2 6 1
Infiltrado/submucosa 1 2 2 1
Submucosa 0 0 0 1
Infiltrado/basal/submucoso 0 0 0 1

Tabla 2.- Extension del inmunomarcaje para COX-2 y BCL-2 en ambos grupos.

+ ++ +++
BCL-2 (LPB) 10 13 7
BCL-2 (RLB) 17 4 5
COX-2 (LPB) 19 6 0
COX-2 (RLB) 15 3 0




Tabla 3.- Intensidad del inmunotincion para BCL-2 Y COX-2 en ambos grupos.

Leve Moderada Intensa
BCL-2 (LPB) 10 11 9
BCL-2 (RLB) 8 10 8
COX-2 (LPB) 7 14 4
COX-2 (RLB) 8 9 1




