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de severidad en displasia epitelial oral.

Immunoexpression of p53 and its relationship with the
degree of severity in oral epithelial dysplasia.
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RESUMEN

Introduccion: La displasia epitelial oral (DEO) es la presencia de
alteraciones celulares y tisulares, lo que puede significar una etapa
anterior al desarrollo del cancer. Multiples marcadores han sido consi-
derados para estimar su potencial neoplasico y evolucion a carcinoma,
incluyendo a la molécula p53, se considera como participe de diversos
fendmenos de la homeostasis celular. Objetivo: Determinar la relacion
entre la inmunoexpresion de p53 DO-7 y PAb 240 con el grado de
severidad de la displasia epitelial oral. Material y métodos: Se anali-
zaron nueve muestras de DEO (tres para cada grado de severidad). La
inmunoexpresion de p53 tipo silvestre (DO-7) y forma mutada (PAb
240), fue determinada a través de ensayo de inmunohistoquimica por
peroxidasa. Se obtuvieron la media y desviacion estandar y se realizd
la prueba 2 (p < 0.05). Resultados: La edad media fue de 65.7 + 11.4
afios, la zona anatémica con mayor presencia de DEO es el borde lateral
de la lengua. Ocho de nueve muestras fueron positivas para DO-7 y
solo dos para PAb 240. Conclusiones: Nuestros resultados indican que,
aunque la expresion de p53 DO-7 podria estar relacionada parcialmente
con la patogénesis de la displasia epitelial, no todas las displasias pre-
sentaron la forma mutada de p53 (PAb 240). Lo cual coincide con el
comportamiento biolégico incierto de las displasias al poder permanecer
sin cambios, involucionar o transformarse.
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ABSTRACT

Introduction: Oral epithelial dysplasia (OED) is the presence of
cellular and tissue alterations, which may mean a stage prior to the
development of cancer. Multiple markers have been considered to
estimate its pathogenic potential and evolution to neoplasms, including
the p53 molecule, considered as participating in various phenomena
of cellular homeostasis. Objective: To determine the relationship
between the immunoexpression of p53 DO-7 and PAb 240 with the
degree of severity of oral epithelial dysplasia. Material and methods:
Nine OED samples were analyzed (three for each degree of severity).
The immunoexpression of wild-type p53 (DO-7) and mutated form
(PAb 240) was determined through a peroxidase immunohistochemical
assay. The mean and standard deviation were obtained, and y? test (p
< 0.05) were performed. Results: The mean age was 65.7 + 11.4 years,
with a greater presence of OED in the anatomical area of the lateral
side of the tongue. Eight out of nine samples were positive for DO-7
and only two for PAb 240. Conclusions: Our results indicate that,
although the expression of p53 DO-7 could be partially related to the
pathogenesis of epithelial dysplasia, not all dysplasias presented the
mutated form of p53 (PAb 240), which coincides that not all dysplasias
have a potential for malignant transformation and that could be related
to other oncogenic mechanisms.
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INTRODUCCION

Los trastornos orales potencialmente malignos (TOPM)
incluyen una variedad de lesiones y afecciones del
epitelio oral que tienen un mayor riesgo de transformacién
maligna; éstos incluyen a la leucoplasia, eritroplasia, fibrosis
submucosa y liquen plano. Cada TOPM tiene diferentes
caracteristicas clinicas; sin embargo, en la actualidad la
deteccion histologica de displasia epitelial oral (DEO) es
el indicador més (til asociado a la posible transformacién
maligna, lo cual obliga el realizar un seguimiento prolon-
gado del paciente." La DEO puede clasificarse como leve,
moderada y severa utilizando criterios diagnésticos para
cuantificar cambios arquitect6nicos y citol6gicos.” Uno
de los hallazgos més relevantes respecto a su asociacién
con la patogénesis del carcinoma oral de células escamo-
sas (COCE) es su no linealidad, es decir, no siempre toda
displasia severa fue precedida por una moderada y no es
necesario que un COCE sea precedido por una displasia
severa, aunque aproximadamente 80% de los carcinomas
orales se encuentran relacionados con algtin TOPM.*

La evidencia indica que la transicion de un epitelio
normal hacia un TOPM y/o COCE es el resultado de la
acumulacion de alteraciones genéticas, epigenéticas e
inestabilidad gendémica. La proliferacién celular sostenida,
evasion de la supresion del crecimiento, resistencia a la
apoptosis, inmortalidad replicativa, angiogénesis, invasion
y metdstasis, asi como la reprogramacion del metabolismo
energético, evasion de la vigilancia inmunitaria, inestabili-
dad gendémica e inflamacién son aspectos fundamentales
de la biologia neoplasica y de los TOPM.> Dentro de las
moléculas mas importantes reportadas en el proceso de la
carcinogénesis se encuentra p53, esta molécula participa
en mecanismos de respuesta al estrés celular, induccién
de la detencion del ciclo celular, apoptosis, senescencia,
reparacién del ADN o cambios en el metabolismo.° Se ha re-
portado que la proteina p53 puede localizarse en diferentes
TOPM e incluso relacionarse con el grado de displasia.”® No
obstante, es importante sefalar que esta molécula tiene un
tiempo de vida corto y puede presentar diferentes cambios
conformacionales e incluso mutaciones, los cuales pueden
ser detectados por distintos métodos como la inmunohisto-
quimica.” Nuestro objetivo fue determinar la relacién de la
inmunoexpresion p53 (DO-7 convencional o wild-type) y
p53 mutado (PAb 240) con el grado de severidad de la DEO.

MATERIAL Y METODOS

Poblacion vy tipo de estudio: se realizé un estudio pi-
loto observacional analitico utilizando nueve muestras

de displasia oral. Los especimenes fueron colectados
aleatoriamente del archivo del Servicio de Diagnéstico
Histopatolégico del Departamento de Patologia Oral y
Medicina (ISO-9001:2015 certificado CMX C SGC 157
2017). Acorde con el aviso de privacidad de la Facultad
de Odontologia, UNAM, los datos obtenidos fueron em-
pleados con la finalidad de difundir el conocimiento cien-
tifico, respetando el anonimato del paciente y expediente
clinico.'® Sélo se registré la edad, sexo, zona anatémica
y grado de displasia de cada uno de los casos. El grado
de displasia fue reevaluado por dos patélogos bucales.

Ensayo e interpretacion de inmunohistoquimica: se
realiz6 en ensayo de inmunohistoquimica por peroxidasa de
acuerdo con lo reportado.'" De cada muestra, se obtuvieron
cuatro laminillas tratadas con poli-L-lisina con secciones de
4 um. Las muestras fueron desparafinadas y rehidratadas
convencionalmente en lavados de xilol y alcohol. La recu-
peracién antigénica se realizé con un buffer de citrato de
10 mM en ebullicion mediante microondas (600 W durante
3 minutos y 30 segundos). Se inhibié peroxidasa enddge-
na con peréxido de hidrégeno a 3% durante 20 minutos
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). El fondo inespecifico
fue bloqueado con 100 uL de albdmina a 2% durante 20
minutos (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), y después
con solucién de Triton X-100 a 0.2% durante 20 minutos
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Se incubé con el an-
ticuerpo primario para la forma convencional (monoclonal
de ratén, DO-1, sc-126) y mutada de p53 (monoclonal de
ratén, PAb 240, sc-99); ambas diluciones fueron ajustadas
a 1:200 e incubando durante toda la noche a 4 °C. Los
controles negativos se obtuvieron mediante la omisién del
anticuerpo primario, sustituyéndolo por tampén de fosfato
salino (phosphate-buffered saline, PBS).

Terminada la incubacién, se lavé con TBS (solucién
Tris buffer) por tres minutos en tres ocasiones. Después
se incub6 con Super-Enhancer (BioGenex, QD430-XAKE,
Fremont, CA) durante 20 minutos, para después lavar con
TBS. Se incub6 con biotin-link HRP (BioGenex, QD430-
XAKE) por 30 minutos. Se lavé con TBS y enseguida se
revel6 con diaminobencidina (DAB, BioGenex, QD430-
XAKE) durante cinco minutos. Se lavé con agua bidestilada
durante tres minutos, contratinendo con hematoxilina de
Harris durante dos minutos. Se lavé con agua corriente
para eliminar el excedente, para después realizar la des-
hidratacion y aclarado en inmersiones de alcohol y xilol,
montando el cubreobjetos con resina hidrofébica.

Para el andlisis de cada marcador, se obtuvieron cinco
fotomicrografias de campos a 400 aumentos utilizando
el microscopio Leica DM750, la camara ICC50 HD
y el software LAS EZ 3.0 (Leica Microsystems, Suiza).
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La intensidad de inmunoexpresién fue expresada en
unidades épticas (uo) empleando el software Image )
(NIH, Bethesda MD, USA), calibrando la cuantificacion
para establecer la escala de: 0-0.9/negativo, 1-1.9/leve,
2-2.9/moderaday > 3/elevada. La proporcién de células
positivas fue establecida semicuantitativa considerando la
proporcién media de los cinco campos analizados para
categorizar como: 0) ausencia; 1) Ta 10%; 2) 11 a 50%;
y 3) superior a 50%.

Andlisis estadistico: se realizé el analisis descriptivo
de las variables mencionadas, obteniendo la media y la
desviacién estandar para la edad e intensidad de inmuno-
expresion, ademds de la prueba de y? para la intensidad
y proporcién de células positivas considerando un valor
p < 0.05 como significativo, empleando el software SPSS
(version 22, IBM SPSS, IL, USA).

RESULTADOS

Caracteristicas clinico-demogréficas: la edad media fue
de 65.7 £ 11.4 anos con un intervalo de 48-86 anos.
Cinco especimenes eran de pacientes varones, y cuatro
provenian de pacientes femeninos. La distribucion de
la zona anatémica fue la siguiente: cinco especimenes
del borde lateral de la lengua; uno de la cara ventral de
lengua; uno de paladar duro; y dos de encia insertada
(Tabla 7). Respecto al grado de displasia y su relacién con
lazona anatémica y el género, se observé una distribucion
heterogénea.

Ensayo de inmunohistoquimica: el andlisis inmuno-
histoquimico indicé que p53 DO-7 fue positivo en ocho
de nueve muestras. De esas ocho muestras positivas, la

intensidad de inmunoexpresion observada fue predomi-
nantemente leve en estrato basal (n = 5), una moderada
y dos elevadas. Respecto a la proporcién de células po-
sitivas, cinco muestras presentaron un rango de 1-10% y
tres muestras un rango superior a 50% de células positivas.
Tanto la intensidad como la proporcién de células positi-
vas no presentaron relacién estadisticamente significativa
con el grado de displasia. La forma mutada PAb 240 fue
positiva s6lo en dos especimenes de los positivos a la for-
ma convencional, ambos de severidad moderada (Figura
7). La intensidad de inmunoexpresién fue leve para ambas
con una proporcién dentro del rango de 1-10%, de igual
forma no se observd significancia entre estas variables con
la severidad de displasia (Tabla 2).

DISCUSION

Por lo general, la idea mds aceptada es que la identi-
ficacion microscépica de las DEO es el predictor mas
fuerte de la transformacion maligna de algiin TOPM.
Sin embargo, se ha considerado que la combinacién de
caracteristicas clinicas, histopatolégicas y moleculares son
necesarias para mejorar dicha prediccion.'?

Una variable considerable para el desarrollo de estos
trastornos es la edad, existen reportes que mencionan en
relacién con el envejecimiento que la mucosa oral sufre
cambios que la hacen mas susceptible a factores irritativos,
y que los dafos adquiridos a lo largo de la vida pueden
hacerse presentes.'? Esto hace considerar que el riesgo a
desarrollar cdncer aumenta a partir de la quinta a sexta
década de la vida, lo cual coincide con la edad media
observada en este estudio.

Tabla 1: Distribucién clinica demogrifica.

Displasia epitelial oral, n (%)

Leve Moderada Severa Total

Género

Masculino 2(22.2) 1(11.2) 2(22.2) 5 (55.5)

Femenino 1(11.1) 2(22.2) 1(11.1) 4 (44.5)
Edad (afios), media + DE 57+95 63.3+£7.5 54.6 £8.08 65.7+11.4
Zonas anatémicas

Borde lateral de la lengua 1(11.2) 2(22.2) 2(22.2) 5 (55.6)

Cara ventral de la lengua 0 0 1(11.1) 1(11.1)

Paladar 1(11.2) 0 0 1(11.2)

Encia insertada 1(11.2) 1(11.2) 0 2(22.2)
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De manera tradicional, se ha considerado que tanto
la displasia oral como los carcinomas se presentan con
mayor frecuencia en el género masculino.’ Sin embar-
go, se ha reportado que esta tendencia ha cambiado en
tiempos recientes, lo cual puede atribuirse a cambios
conductuales respecto a la exposicion a los factores de
riesgo tradicionales en el género femenino.'> En nuestro
estudio no observamos asociacion del grado de displasia
respecto al género.

En nuestra investigacion, cinco de nueve muestras
con DEO se localizaron en el borde lateral de lengua,
lo cual puede relacionarse con zonas anatémicas que
presentan mayor riesgo de desarrollar un carcinoma
oral.’® Este hecho refuerza la necesidad de una explo-

Figura 1:

Anélisis de inmunoexpresion. A)
Inmunoexpresion positiva de p53
DO-7 en displasia epitelial oral
(DEO) leve. B) Inmunoexpresion
negativa de p53 PAb-240 en
DEO leve. C) Inmunoexpresion
positiva de p53 DO-7 en DEO
moderada. D) Inmunoexpresion
positiva de p53 PAb-240 en DEO
moderada. E) Inmunoexpresion
positiva de p53 DO-7 en DEO
severa. F) Inmunoexpresion
negativa de p53 PAb-240 en DEO
severa. Fotomicrografias a 400x.

racion clinica minuciosa en tejidos blandos, colocando
mayor énfasis en zonas tales como los bordes laterales de
lengua cuando los pacientes cuentan con antecedentes
de algin factor de riesgo para el desarrollo de cancer.!”
En la patogénesis del cancer, la compleja interaccion
de los factores ambientales e intrinsecos, tales como los
oncogenes y/o genes supresores tumorales, es un amplio
tema de estudio y andlisis.”

P53 es una molécula que desempena un papel
importante en la carcinogénesis oral. Se han reportado
mutaciones o alglin mecanismo de inactivacién que pre-
viene que el sistema de p53 actle de manera correcta y
en su lugar contribuye al proceso de malignizacién. Para
detectar esas variantes, se pueden emplear métodos
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Tabla 2: Distribucion de la intensidad de inmunoexpresion

en relacion con el grado de displasia.*

Grado de displasia
Leve Moderada Severa

p53 convencional (DO-7)

Negativo 1 0 0

Leve 2 2 1

Moderado 0 0 1

Intenso 0 1 1
p53 mutado (PAb 240)

Negativo 3 1 3

Leve 0 2 0

Moderado 0 0 0

Intenso 0 0 0

* Expresion significativa (p < 0.05).

moleculares, como la secuenciacién génica, ensayos de
PCR o bien la inmunohistoquimica.®'® La clona DO-7 es
un anticuerpo capaz de detectar tanto a la protefna con-
vencional o wild-type como la mutada, mientras la clona
PAb 240 reconoce a la forma mutada de p53."” En nuestra
publicacién, ocho de nueve especimenes fueron positivos
para p53 mediante la clona DO-7, lo cual sugeriria que
su papel es importante en la patogénesis de la displasia;
sin embargo, cuando analizamos su expresion mediante
la clona PAb 240, sélo dos especimenes fueron positivos.

Diversos autores han reportado que la vida media y
labilidad conformacional de la proteina p53 es muy corta,
por lo que su deteccion en tejidos normales es comple-
ja, aunque su inmunorreactividad puede ser observada
en epitelios hiperplasicos y displasicos.'”?° A pesar de
que nuestros resultados siguieren que la mayoria de las
muestras fueron positivas a la clona DO-7, esto podria
estar asociado con la propiedad de hiperproliferacion
de las displasias, lo cual refuerza el hecho de que estas
lesiones cuentan con el potencial de convertirse en una
neoplasia verdadera, debido a que poseen el potencial
proliferativo que caracteriza al cancer. No obstante, el
observar sélo dos muestras positivas a la clona PAb 240,
que detecta la forma mutada de p53, nos sugiere que
la participacion de esta molécula en el proceso de car-
cinogénesis epitelial temprana es mas compleja, ya que
sus cambios conformacionales pueden determinar su
funcionamiento o degradacién con la molécula MDM2

o con el proteasoma, respectivamente.’ Si consideramos
que dos de las nueve muestras fueron positivas a la forma
mutada, significaria que sélo 22% podria contar con el
potencial de transformacién a un carcinoma. Los reportes
sobre esta posibilidad varian respecto a la probabilidad,
asi como en el nimero de anos de seguimiento; obser-
vando diversos reportes se podria considerar que el rango
de transformacion va de 11 a 36%.2'->

CONCLUSIONES

Considerando la informacién anterior, nuestros resultados
caen dentro de esa posibilidad, asi como el de una trans-
formacion no lineal, ya que los casos fueron de severidad
moderada. Por lo cual podriamos sugerir que, aunque es
posible la deteccién inmunohistoquimica de las formas
mutadas de p53, siempre serd necesario detectar meca-
nismos de transformacién adicionales a través de otros
métodos o ensayos que nos revelen un mayor panorama
de este proceso.
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