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1. Introduccién

El cancer oral es uno de los canceres mas frecuentes en el mundo, el carcinoma oral de
células escamosas corresponde al 90% de los canceres de cavidad oral, el cual tiene una
tasa de supervivencia del 50% a los 5 afios post diagnéstico. Este tipo de cancer proviene
de desordenes orales potencialmente malignos, de los cuales la leucoplasia es el mas
frecuente y el mas estudiado (Saman Warnakulasuriya, 2020). La leucoplasia tiene una
prevalencia del 2-3%, segun la OMS y una tasa de transformacién de un 13% (segun el
estudio oscila entre 0,03 y el 70,3%) (Saldivia-Siracusa & Gonzéalez-Arriagada, 2021).
Actualmente el diagndstico histologico de la leucoplasia oral se clasifica, segun la OMS,
se realiza identificando el grado de displasia en leve, moderada, avanzada, y se han
propuesto clasificaciones binarias (alto grado y bajo grado), sin embargo ambas
clasificaciones, que son puramente histoldgicas, tienen poco valor predictivo, sobre todo
considerando que la transformacién maligna ocurre después de los 5 afios y muchas
veces se pierde el seguimiento del paciente, por lo tanto es necesario asociar a la
histologia, factores clinicos (edad, sexo, historia de ca familiar, caracteristicas de la leuco,
localizacion, tiempo de evolucion, etc.) y moleculares, para predecir con mayor certeza
la transformacion maligna de esta lesién . Por otro lado, el infiltrado inflamatorio
subepitelial de las leucoplasias también tendria un rol importante en la progresion de la
enfermedad, sin embargo, ha sido poco abordado en la literatura(El-Naggar et al., 2017.;

Fernandes, 2020; Saldivia-Siracusa & Gonzalez-Arriagada, 2021).

Respecto a los factores moleculares como auxilio para el prondstico de las leucoplasias
orales, se han reportado varios, pero debido a la falta de validacion de estos y mejores
estudios prondsticos con acompafamiento adecuado, aun se mantienen como
biomarcadores con potencial valor predictivo (Gerber, 2017). Dentro de estos factores se
proponen p53, E-cadherina, podoplanina, entre otros, (Taylor, 2019). Los receptores de
quimioquinas han sido asociados con diferentes eventos del comportamiento del cancer
oral, tempranos como la transicién epitelial e invasion, y tardios como migracion vy
metastasis. Es por la participacion en los eventos precoces de la carcinogénesis que se

propone que pudiesen tener un valor predictivo en las leucoplasias orales (da Silva et al.,



2016; Foschini et al., 2013; Kawaguchi et al., 2019). De estos receptores de quimioquinas
el CXCR4 demostro su relacidon con transicion epitelial mesenquimal (TEM) en estudios
in vitro (Cheng et al., 2018) y también tiene un rol en la modulacion de la inflamacion en
lesiones que han sido reportadas con potencial de transformacion malignas como liquen
plano oral (Rivera et al., 2020). CXCR4 forma un eje con su ligando CXCL12(SDF1)
activando diversas vias intracelulares que activan factores de transcripcién que pueden
llevar a eventos tales como, TEM, migracion, proliferacién, etc. (Gonzalez-Arriagada et
al., 2018; Kawaguchi et al., 2019; Lazennec & Richmond, 2010a). En este camino nos
propusimos estudiar la expresion de CXCR4 en leucoplasias orales y describir el infiltrado

inflamatorio.

2. Marco Teoérico

2.1 Cancer oral y desordenes orales potencialmente malignos.

El cancer de cabeza y cuello es el séptimo cancer mas frecuente, alcanzando 890.000
nuevos casos y 450.000 muertes en el 2018 (Johnson et al., 2020). Dentro de los tipos
de neoplasias malignas que se encuentran en cavidad oral, la mas frecuente es de tipo
epitelial, especificamente el carcinoma oral de células escamosas (COCE), que
representa el 90% de todas las neoplasias malignas en la cavidad oral (EI-Naggar et al.,
2017.; Johnson et al., 2020). Segun GLOBOCAN en el afio 2020 la incidencia del
carcinoma oral de células escamosas fue de 377.313 casos y la mortalidad alcanzé la
cifra de 17.775 a nivel mundial (Sung et al., 2021). Las metastasis linfonodales y las
recurrencias se desencadenan en el 50% aproximadamente de los pacientes
diagnosticados con COCE, lo que desfavorece el pronéstico y la sobrevida a 5 afos del
individuo (Johnson et al., 2020b). EI COCE se puede desarrollar en cualquier sitio de
cavidad oral y clinicamente se puede observar como un tumor ulcerado de bordes

indurados, inicialmente asintomatico (Conway et al., 2018).

Un estudio realizado por (Mello et al., 2018), describié una prevalencia de los Desordenes
orales potencialmente malignos (DOPM) a nivel mundial de 4,47% y en Sudameérica,

incluyendo el caribe la prevalencia corresponde a 3,93%, siendo los hombres asiaticos



los mas afectados. Los factores de riesgo para estas entidades estan bastante estudiados
y son el consumo de tabaco, alcohol, nuez de betel y/o nuez de areca, siendo también
factores de riesgo para cancer oral. La tasa de transformacion maligna oscila entre el
1.4% al 49.5% dependiendo el tipo de lesidn estudiada (Locca et al., 2020). Los trastornos
o desodrdenes potencialmente malignos, antiguamente clasificados en lesiones vy
condiciones son: Leucoplasia, leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP), eritroplasia,
fibrosis submucosa oral, liquen plano oral, queilitis actinica, lesion paladar en fumadores
reversos, lupus eritematoso sistémico, disqueratosis congénita, lesiones liquenoides
orales y enfermedad de injerto contra el huésped, segun el ultimo consenso realizado en
el ano 2022. (EI-Naggar et al., 2017.; Neville et al., 2015; Warnakulasuriya, 2020)

La Leucoplasia es un diagndstico clinico que se define como placa blanca que no se
desprende al raspado, de riesgo cuestionable y se puede establecer luego de haber
descartado un gran espectro de lesiones blancas de cavidad oral tales como nevo blanco
esponjoso, queratosis friccional, queratosis del reborde, lesiébn quimica, leucoedema,

entre otras. (Warnakulasuriya, 2020)

Aun no se puede predecir con certeza si una leucoplasia dara paso a un cancer, pero hay
factores que nos pueden guiar a un mayor 0 menor riesgo, como, por ejemplo: 1) el tipo
de leucoplasia (homogénea vs no homogénea), 2) zona anatdmica donde se encuentra
ubicada la lesién y 3) presencia de displasia en el estudio al microscopio, entre otras
evaluaciones clinicas como son factores de riesgo asociado, datos demograficos, historia

familiar etc (Saldivia-Siracusa & Gonzalez-Arriagada, 2021; Speight et al., 2018)

Respecto al tipo de leucoplasia, la podemos clasificar en leucoplasia homogénea y no
homogénea (Van der Waal, 2019). La leucoplasia homogénea se describe como una
lesion blanca uniforme, plana, y ligeramente corrugada, y la no homogénea se pueden
encontrar, ademas de las zonas blancas, zonas rojas, siendo renombradas como
leucoeritroplasia o eritroleucoplasia, cuya superficie puede ser plana, moteada o nodular
y tiene un mayor riesgo de transformacién maligna que la homogénea. Otra entidad que
se estudia por separado, pero se incluye dentro del espectro de estas lesiones, es la

leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP) la cual es un trastorno progresivo, irreversible y



que se mantiene en el tiempo, multiple y frecuentemente son de superficie verrucosa.
Esta ultima, es la que tiene mayor riesgo de llevar a COCE o a carcinoma verrucoso ya
que se describe que entre el 30-50% se malignizara. (Van der Waal, 2019;
Warnakulasuriya, 2020)

La displasia se produce por cambios genéticos en las células epiteliales, los cuales se
ven reflejados microscopicamente como cambios arquitectonicos y citologicos (Tabla 1),
los que conllevan a modificar la proliferacion, maduracion y diferenciacion celular. (El-
Naggar et al., 2017).

Tabla 1: Cambios arquitectonicos y citologicos a evaluar en displasia epitelial

(OMS, 2017)

Cambios Arquitectonicos Cambios citolégicos
Estratificacion epitelial irregular Variacién anormal del tamafo nuclear
Polaridad anormal de células basales Variacion anormal de la forma nuclear
Crestas epiteliales en forma de gota Variacién en el tamano celular

Aumento en numero de figuras mitéticas  Alteracion de la forma celular

Figuras mitéticas superficiales Aumento de la relacion nucleo citoplasma
Queratinizacién prematura en células Figuras mitéticas atipicas
individuales

Perlas de queratina dentro de las crestas Aumento de numero y tamafio de
epiteliales nucleolos

Pérdida de cohesion celular Hipercromasia

(Adaptado de EI-Naggar et al., 2017)

Segun la Organizacion mundial de la salud (OMS), podemos clasificar la displasia como
leve, moderada, o avanzada, de acuerdo a qué tercio epitelial se encuentre afectado,
siempre manteniendo la membrana basal intacta, siendo leve cuando la afectacién es del
tercio basal, moderada hasta el tercio medio y avanzada todo el espesor epitelial. En ésta

ultima se incluye lo que antiguamente se denominaba carcinoma in situ.(EI-Naggar et al.,



2017) Este analisis actualmente es considerado el Gold standard para el diagndstico y
pronéstico de los DOPM en general(Mello et al., 2018; Speight et al., 2018), sin embargo
al no estar bien estandarizado hay situaciones en las que se habla de cierta subjetividad
segun el observador en base a la experiencia del evaluador para la graduacién de
displasia, junto con esto no se han masificado técnicas para evaluar efectivamente el
potencial de malignidad de cada lesion y por eso se han propuesto biomarcadores que
pretenden estimar si la muestra en cuestion esta dentro del grupo que efectivamente

puede desarrollar una neoplasia maligna. (Smith et al., 2009; Speight et al., 2018).

2.2 Aspectos basicos de los biomarcadores

Los biomarcadores son moléculas, acidos nucleicos, proteinas o derivados de estos, que
permiten diferenciar un estado patolégico de su contraparte normal, son cuantificables y
se pueden evaluar de forma objetiva, gracias a esas caracteristicas y a modo de uso
pueden guiar a un diagndstico, prondstico, e incluso pueden funcionar como diana
terapéutica (Tabla 2). La cuantificacion de los biomarcadores permite evaluar y guiar
terapia farmacolégica, por lo que tienen como objetivo el diagndstico, prondstico y
progresion de las patologias a evaluar. EI método mas utilizado para la evaluacion en
tejidos es el de inmunohistoquimica (IHQ), la cual se realiza en tejidos provenientes de

biopsia, puede ser altamente sensible y especifica (Taylor, 2019).

Tabla 2: Uso de Biomarcadores en contexto de cancer.
Para diagnéstico Se utiliza para el diagndstico de neoplasias, principalmente

mal diferenciadas.

Para pronéstico Se utiliza para determinar el curso y el progreso de la
enfermedad.
Para uso predictivo de Se utiliza para predecir la respuesta frente a una terapia

respuesta a tratamiento  definida (normalmente dirigida)

Para uso en monitoreo Se utiliza para medir la efectividad del tratamiento

de tratamiento. farmacoldgico



Algunos ejemplos de biomarcadores aprobados por la FDA son Pro2PSA, que permite
discriminar entre una neoplasia maligna de una benigna de proéstata, Tiroglobulina como
control en cancer de tiroides, antigeno carcino-embrionario, ayudando en manejo y

prondstico de cancer colo-rectal (Fuzeéry et al., 2013), entre otros.

La IHQ es un método de deteccién de antigenos (Ag) mediante la utilizacién de
anticuerpos (Ac). Este complejo Ag/Ac puede ser evidenciado en el tejido, previamente
procesado, por enzimas, permitiendo realizar la observacion al microscopio 6ptico
convencional o fluorescente. En la mayoria de los casos los antigenos son aminoacidos
o proteinas las cuales van a ser detectadas y amplificadas (Kim et al., 2016; Ramos-Vara,
2011).

Para poder observar la presencia o no de la molécula diana y su ubicacién precisa, es
necesario manejar bien la técnica para que no exista marcacion de fondo, o exista la
menor posible, y no altere la interpretacion de la sefal. Igualmente requiere que el

patologo tenga un adecuado entrenamiento.

Actualmente la FDA tiene aprobado un pool de biomarcadores moleculares los cuales se
utilizan para diagnostico, prondstico o caracterizacion celular (Taylor, 2019), sin embargo,
no existen en la actualidad biomarcadores moleculares que se utilicen de forma rutinaria
para predecir el riesgo de transformacion maligna en lesiones displasicas. Biomarcadores
moleculares especificos permitirian reconocer si la entidad a estudiar tendria o no alto
potencial oncogénico, esto permitiria planificar tratamientos enfocados y precisos en
lesiones potencialmente malignas para evitar el desarrollo de cancer (Reibel, 2003; Smith
et al., 2009).

2.3 Quimioquinas y su rol dentro del cancer

Las quimioquinas son un grupo de moléculas pequefas de 8 a 17 kDa, las cuales se
acoplan a receptores en la membrana plasmatica, mayormente asociados a proteina G.
Su funcién principal es activar y permitir la migracién de leucocitos en estados

fisiopatoldgicos como es la inflamacion aguda y crénica, éstos pueden ser activados por
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infecciones, reacciones de hipersensibilidad, dafo tisular directo, y actualmente en inicio
o progresion de algunos tipos de cancer como pulmon, colon, higado, mamas, entre otros.
varias quimioquinas pueden unirse a multiples receptores y viceversa, lo que las
categoriza como multifuncionales (Adlere et al., 2019; Lazennec & Richmond, 2010b; Xia
et al., 2012).

Existen 4 subgrupos principales de quimioquinas, en el cual encontramos la CXC llamado
asi por poseer dos cisteinas y un grupo de aminoacidos variable entre éstas,
fisiol6gicamente esta molécula se encuentra en concentraciones minimas o incluso
ausente (Lazennec & Richmond, 2010b). Entre las quimioquinas destacadas, en esta
subfamilia encontramos el ligando CXCL12 también conocido como factor 1 derivado de
células estromales (SDF-1), es una proteina compuesta por 89 aminoacidos y tiene
afinidad por el receptor CXCR4 (Kawaguchi et al., 2019), se encuentra en la membrana
plasmatica las cuales se ha descrito que se encuentran sobre expresadas en células
cancerigenas de estirpe epitelial, como por ejemplo cancer de mama, de ovario, y cancer
oral. Se ha estudiado la relacién de este eje con el COCE, pero no en DOPM (Bianchi &
Mezzapelle, 2020; Xia et al., 2012).

2.4 Eje CXCR4/CXCL12

El crecimiento, la infiltracion y la metastasis depende de la interaccion existente entre las
células malignas y el estroma que acompana al tumor, incluyendo sus células, dentro de
las cuales podemos encontrar macrofagos asociados a tumores (TAM), neutrofilos
asociados a tumores (TAN), fibroblastos asociados a cancer (CAF), lo cuales son
encargados de secretar quimioquinas, reclutar mas células y permitir, por ejemplo, el
crecimiento tumoral, senescencia celular, angiogénesis, metastasis, modulando la
respuesta tumoral (Lazennec & Richmond, 2010c). CXCR4, es un receptor de
quimioquinas tipo 4, acoplado a proteina G, el cual se une a quimioquinas CXC ligando
12 (CXCL12) y tiene como funcién principal quimiotaxis de leucocitos en inflamacion y

enfermedades de origen autoinmune como lupus eritematoso, sistémico, artritis
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reumatoides, psoriasis, enfermedades inflamatorias intestinales, entre otras. (Nazari et
al., 2017; Rivera et al., 2020)

Por otro lado, se ha estudiado que constitutivamente CXCL12 es secretado y sintetizado
por células nerviosas y se acopla a CXCR4, en respuesta a un dafio en estas, ejerciendo
funcién de reparacion, en el SNC los encargados de la regulacién de este eje son los
astrocitos, los cuales en estudios in vitro fomenta proliferacion y diferenciacion neuronal
(Bianchi & Mezzapelle, 2020; Nazari et al., 2017; Pawig et al., 2015). Adicionalmente, se
ha reportado que promueve la reparacién y regeneracion de células del musculo
esquelético, (Bianchi & Mezzapelle, 2020; Lee et al., 2018; Tirone et al., 2018).

Autores han descrito que, en neoplasias hematoldgicas, melanomas, cancer de rifion,
préstata, mama, entre otros, el eje CXCR4/CXCL12 esta sobre expresado y se asocia
con mal prondstico, ya que actua como factor pro-angiogénico y regulador de la apoptosis
en células tumorales. (Bianchi & Mezzapelle, 2020; Mousavi, 2020; Mu E ller et al., 2001;
Zlotnik, 2006).

Naturalmente, la presencia de CXCL12 y la inactivacién de CXCR4 reduce metastasis
segun estudio realizado en cancer hepatico en ratones y en estudios in vivo en cancer de
pulmén. Durante el proceso de transformacion maligna y finalmente metastasis, las
células tumorales son capaces de evadir el sistema inmune, de manera que inactivan a
los linfocitos T CD8+, esto gracias a que las células mieloides inmaduras expresan

CXCR4, permitiendo asi la progresién tumoral.(Benedicto et al., 2018).

2.5 Inflamacion y transformacién maligna

En leucoplasia, se ha descrito la posible relacion entre inflamacion y transformacion
maligna, asociado a la presencia de citoquinas que se han evaluado en saliva o
directamente en los tejidos (Czerninski et al., 2014; Punyani & Sathawane, 2013),
permitiendo concluir que las neoplasias, en su microambiente, sintetizan citoquinas pro-
angiogénicas y activan al sistema inmune, permitiendo la progresion del tumor

(Ingaleshwar et al., 2016). Asociado a esto, el cambio en la poblacién celular tumoral o
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las llamadas células asociadas a tumores, secretan moléculas que se promueven el
crecimiento del tumor (Sun et al., 2016). Se relata en la literatura que a medida que
avanza el grado de displasia, la intensidad del infiltrado inflamatorio va aumentando,
permitiendo concluir que el infiltrado inflamatorio asociado a displasia epitelial se
relacionaria con mayor riesgo de transformacion maligna en DOPM (Mashhadiabbas &

Fayazi-Boroujeni, 2017).

Hasta la fecha se han estudiado multiples biomarcadores moleculares que incluyen
citoquinas, factores de crecimiento, moléculas de senalizacion celular, factores
angiogénicos, canales idnicos, factores reguladores del ciclo celular, entre otros. Algunos
ejemplos son: Proteina C reactiva, E-Cadherinas, receptor de crecimiento epidérmico
(EGREF, por sus siglas en inglés), variadas Interleucinas, Ki-67, metaloproteinasas, p53,

podoplanina, etc. (Villa et al., 2019).

Segun lo descrito anteriormente, es imperante buscar biomarcadores moleculares que
potencien y mejoren la capacidad de prediccidn de transformacion maligna desde un
desorden oral potencialmente maligno hacia COCE, y que nos ayude a comprender el
mecanismo de la carcinogénesis para poder proponer dianas terapéuticas especificas.
Con base a esto, hipotetizamos que la citoquina CXCR4 podria ser utilizado como
marcador pronostico para el desarrollo de COCE en leucoplasias, ya que se ha descrito
que estas citoquinas, en conjunto con otras de la misma familia, se encuentran
aumentadas en procesos neoplasicos malignos, progresion, transicion epitelio
mesénquima y metastasis, desconociéndose su accién en los DOPM (Gonzalez-
Arriagada et al., 2018).
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3. Pregunta de investigacion, hipotesis y objetivos

3.1 Pregunta de investigacion
¢La expresion inmunohistoquimica de CXCR4 esta asociada al grado de displasia en
leucoplasia oral?

Los resultados esperados buscan encontrar una relacion entre la marcacion del receptor

de citoquina CXCR4 y grado de displasia en muestras de leucoplasia.

3.2 Hipotesis

1. La expresion de CXCR4 se asocia al grado de displasia.

3.3 Objetivo general

1. Evaluar niveles de inmunomarcacion de CXCR4 en leucoplasias orales segun grados

de displasia.

3.4 Objetivos especificos

1. Comparar caracteristicas clinico-patolégicas y la marcacion de CXCR4 en
leucoplasias segun grados de displasia.

2. Comparar la expresion de CXCR4 en muestras de leucoplasia oral, y otras lesiones
de cavidad oral (Hiperplasia fibrosa y Liquen plano oral).

3. Evaluacion del Infiltrado inflamatorio subepitelial de leucoplasias orales con diferentes

grados de displasia.
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4. Materiales y métodos

4.1 Diseino de estudio

Observacional, retrospectivo, de casos y controles.

4.2 Recoleccion de muestras

De los pacientes que asisten a la clinica de patologia de la Universidad de Valparaiso,
Chile; Universidade Federal de Alfenas, Brasil y clinica privada del Dr. Wilfredo Gonzalez-
Arriagada, Chile. Se seleccionaron las muestras que clinicamente se diagnosticaron
como leucoplasia, hiperplasia fibrosa y liquen plano/reaccién liquenoide a las cuales se
les realizd biopsia y estudio histopatologico. Se reclutaron muestras desde el afio 2011
hasta el momento de inicio el estudio. Las muestras fueron seleccionadas por

conveniencia.
Criterios de inclusion:

e Muestras fijadas en formalina y embebidas en parafina.

e Muestras con datos demograficos necesarios para el estudio.

Criterios de exclusion:

e Muestras con artefactos de procesamiento.
e Muestras de no se observen de forma completa p problemas de orientacién de la

muestra.

Para la seleccion de los casos, las laminas fueron analizadas por un observador,
residente de la especialidad de patologia oral y maxilofacial de la Universidad de
Valparaiso, previamente calibrado con sesiones de entrenamiento, y en caso de duda se

le pregunté a un segundo observador, patélogo experto, llegando a acuerdo.
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4.3 Evaluacion en hematoxilina-eosina

Se inici6 el protocolo de tincidn en muestras que fueron previamente fijadas con formalina
10% tamponada, a continuacion, las muestras se deshidrataron con un gradiente de
alcoholes del 70% al xilol y luego se incrustaron en parafina, lo que se hizo utilizando el
equipo procesador de transferencia de tejidos (modelo: BW-12EP). Los bloques de
parafina se prepararon en el equipo de incrustacion (Tissue-Tec TEC). Se utiliz6 un
micrétomo para obtener secciones de tejido de 3 um de grosor, que se colocaron en un
bafio de flotacién a 45°C. A continuacién, las secciones se montaron en los portaobjetos
y se dejaron secar para la posterior tincion de los tejidos. La hidratacién de los tejidos se
realizd en un gradiente alcohdlico que pasé por xilol, alcohol absoluto, etanol al 95%,
etanol al 70%, etanol al 50% y agua. A continuacion, el tejido se tifid con hematoxilina
Harris y eosina alcohdlica, seguida de un paso de deshidratacién en el mismo gradiente
alcohdlico en sentido inverso. Una vez realizado el protocolo de tincion se observaron las
muestras para determinar caracteristicas de las lesiones tales como: Grado de displasia,
grado de queratinizacion superficial, grosor epitelial, presencia de estrato granuloso,
distribucion del infiltrado inflamatorio, cantidad de infiltrado inflamatorio descritos en la
tabla 3.

Tabla 3: Definicidon de las variables.

Variable Definicion Medicion. Codificacion
operacional
Sexo Condicion Mujer/hombre Mujer=1/Hombre=2

bioldgica que
diferencia al ser
humano / segun

sexo biologico

Edad Tiempo que ha < de 45 afos /> 1=<de 45 aflos / 2= > de 45
vivido una de 45 afos afnos
persona

contando desde
Su nacimiento /
afos desde el
nacimiento
hasta el



Sitio

Tipo de
Leucoplasia

Grado de
displasia

Queratosis

Grosor

Granulosis

momento del
examen. Se
describe una
mayor tasa de
transformacion
maligna en
leucoplasias en
individuos
mayores de 50
afnos*
Lugar donde se
obtuvo la
muestra, para
Su posterior
estudio
histopatologico.

Diagnéstico
clinico de la
lesion.
Grado de
alteracion
citolégica y
arquitectonica
epitelial con
relacion a
tercios
afectados
Caracterizacion
del estrato
corneo en el
epitelio a
evaluar.

Alteracion del
numero de
células
epiteliales.
Presencia del
estrato

Borde
lingual/Dorso
lingual/Vientre
lingual/Piso de
boca/Paladar
duro/Paladar
Blando/Encia-
Reborde/Mucosa
yugal/ Mucosa
labial/ Otro/ Sin
informacion.
Aislada/Leucopla
Sia verrucosa
proliferativa.
Sin
displasia/Leve/
moderada/
grave/sin
informacion.

No queratinizado/
Normoqueratiniza
do/
Hiperqueratinizad
o/ Sin
informacion.
1= Atrofia/2=
Acantosis / 3=
Normal

Ausente/
Presente.

1= Borde lingual/ 2= Dorso
lingual/ 3= Vientre lingual/
4=Piso de boca/ 5= Paladar
duro/ 6= Paladar blando/7=
Encia-Reborde/ 8= Mucosa
yugal/ 9= Mucosa labial/ 0=0Otro/

Sin informacion.

1= Aislada/2= Leucoplasia
verrucosa proliferativa.

0= Sin displasia/l= Leve/ 2=
Moderada/ 3= grave/ 4 sin

informacion.

0= No queratinizado/
1=Normoqueratinizado/ 2=
Hiperqueratinizado / Sin

informacion.

Atrofia/ Acantosis / Normal

1= Ausente/ 2= Presente.
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Displasia de bajo grado: 0y 1/
Displasia de alto grado: 2y 3



Distribucion
del infiltrado
inflamatorio

Cantidad de
infiltrado
inflamatorio

Expresion
de CXCR4

granuloso en el
epitelio
Disposicion en
que se
encuentran las
células
inflamatorias en
el tejido
conectivo
subyacente.
Numero de
células
inflamatorias
gue se
encuentran en
el tejido
conectivo
subyacente.
Producto entre
la intensidad de
la tincion (IT) y
la cantidad de
células
marcadas (CC)

*(Aguirre-Urizar et al., 2021)

Ausente/ Focal/

Difuso/ En banda

Nulo/ Escaso/
Moderado/
Abundante.

Baja expresion/
Alta expresion.

4.4 Marcacion inmunohistoquimica
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0= Ausente/ 1= Focal/ 2=Difuso/

3= En banda

0= Nulo/ 1=Escaso/
2=Moderado/ 3=Abundante.

Baja intensidad: producto entre
ITyCCentrely4/Alta
intensidad: producto entre IT y
CCentre 5y 12.

Se utilizd el anticuerpo anti CXCR4 Antibody (35-8800) (PA5-19862, Invitrogen, Thermo

Fischer). Se realizaron cortes de 3 um de espesor, se desparafinaron en xileno y se

rehidrataron en etanol en concentracion decreciente y agua destilada. La recuperacion

de antigenos fue con &cido citrico, inducida por calor (EnVisionTM Flex, High pH,

EnVisionTM Flex; Dako) durante 20 minutos a 95°C. Los portaobjetos se enfriaron

durante 20 minutos, se lavaron y luego se incubaron con el bloqueo de enzimas

endogenas (reactivo de bloqueo de peroxidasa EnVision FLEX) durante 5 minutos. Tras

el bloqueo de la actividad de la peroxidasa enddgena las secciones se incubaron a 4°C

overnight con los anticuerpos primarios (CXCR4 -1:400). Luego se lavd con agua
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corriente y se incubd con anticuerpo secundario (EnVision FLEX HRP) durante una hora
a temperatura ambiente. La revelacion se hizo con el cromogeno diaminobenzidina (DAB)
durante 10 minutos. Los portaobjetos se enjuagaron con tampdn de lavado y se contra
tiferon con hematoxilina. Los controles negativos se realizaron omitiendo los anticuerpos

primarios.

4.5 Evaluacion de inmunohistoquimica

Se aplico un sistema de puntuacién semicuantitativo de acuerdo con métodos
previamente publicados (Kaemmerer et al., 2014) para la evaluacion de la intensidad de
la tincidn y el porcentaje de células tefidas. Los portaobjetos se puntuaron de forma
independiente mediante observacion en microscopio Optico (Leica DMLS2) sin
conocimiento de los parametros y resultados clinicos. La cantidad de células positivas en
el grosor epitelial (CC) se defini6 como: 1, no marca; 2, marca hasta 25% del epitelio; 3,
hasta 75% del epitelio y 4, marcacion en 100% de las células epiteliales. La intensidad
de la tincién (IT) se definid como: 0, no marca; 1: débil; 2: moderada y 3 marcacion
intensa. El producto entre CC y IT se cuantifico y clasificé entre marcacion de baja

intensidad: entre 1 y 4, y alta intensidad: entre 5 y 12 para el analisis estadistico.

4.6 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se codificaron y tabularon usando la aplicacion de Excel. Se
analizaron estadisticamente mediante la prueba de Chi cuadrado, para evaluar el grado
de displasia frente a datos clinico-patolégicos. El grado de displasia, para conveniencia
de los analisis estadisticos, se agrup6 en bajo grado que incluyé muestras interpretadas
como sin displasia y displasia leve, y de alto grado muestras interpretadas como displasia
moderada y avanzada, clasificaciéon propuesta por la OMS el 2017 (EI-Naggar et al.,
2017). Luego se comparo la presencia del receptor de quimioquinas CXCR4 en muestras

de leucoplasias versus controles. Finalmente se evaluaron las muestras de leucoplasias
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marcadas con CXCR4 en comparacion a los datos clinico-patolégicos. El nivel de

significancia considerado fue del 5% (P < 0.05).

5. Resultados

Este trabajo se encuentra bajo la aprobacion ética del proyecto Fondecyt 1190775.

De 169 casos registrados, 127 corresponden a diagndéstico de leucoplasia. Se incluyeron
como laminas control a 11 hiperplasias fibrosas y 19 lesiones liquenoides/liquen plano,
las cuales fueron evaluadas en tincion de rutina Hematoxilina Eosina. Los datos clinico-
patoldégicos evaluados fueron: edad, sexo, sitio de lesion, tipo de leucoplasia, grado de
displasia, presencia de queratosis, grosor epitelial, presencia o no de granulosis,
distribucion del infiltrado inflamatorio en el tejido conectivo y cantidad de infiltrado
inflamatorio, descritas en la Tabla 3. En relacién con los datos clinicos-patoldgicos de las
leucoplasias, mas de la mitad de los pacientes se encuentran sobre los 45 afos, siendo
el promedio 55 afios. Dentro de los sitios mas afectados se encuentra la mucosa yugal
con un 29,1%, seguido de encia/reborde alveolar con un 16,5%. El 87% de las
leucoplasias se describen como lesiones Unicas aisladas. Histopatolégicamente el 39,4%
se inform6 como displasia leve, 55,1% normoqueratinizado, 88,2% presenta acantosis, y
el 61,4% estrato granuloso presente. En el tejido conectivo subyacente se caracterizo el
infiltrado inflamatorio, el cual el 49,6% se clasific6 como escaso y 71,7% tiene una
distribucion difusa. Dentro de la informacién solicitada de las muestras a utilizar, se
encontraban algunas en las cuales no explicitaban todos los datos, o no habia registro
de ellos, por lo que se decidié utilizar el analisis de las laminas sin incorporar datos
faltantes (Tabla 4).



Tabla 4: Caracteristicas clinicas, histopatolégicas y del

infiltrado inflamatorio en muestra total de leucoplasia

Leucoplasia
n (%)
Edad
<45 22 (17,3)
>45 74 (58,3)
Sin informacién 31 (24,4)
Sexo
M 68 (53,5)
F 57 (44,9)
Sin informacion 2 (1,6)
Sitio
Borde lingual 20 (15,7)
Dorso lingual 2(1,6)
Vientre lingual 6 (4,7)
Piso de boca 8 (6,3)
Paladar duro 2(1,6)
Paladar blando 9(7,1)
Encia/Reborde 21 (16,5)
Mucosa yugal 37 (29,1)
Mucosa labial 0 (0,0)
Otro* 20 (15,7)
Sin informacion 2 (1,6)
Tipo de Leucoplasia
Aislada 111 (87,4)
LVP 16 (12,6)
Grado de displasia
Sin displasia 31 (24,4)
Leve 50 (39,4)
Moderada 39 (30,7)
Avanzada 5(3,9)
Sin informacion 2 (1,6)
Queratosis
Normoqueratinizada 70 (55,1)
Hiperqueratinizada 39 (30,7)
No queratinizada 14 (11,0)
Sin informacion 4(3,1)
Grosor

Atrofia 7 (5,5)

20



Acantosis 117 (92,1)

Normal 3(2,4)
Granulosis

Ausente 78 (61,4)

Presente 49 (38,6)
Distribucion de infiltrado inflamatorio

Ausente 13 (10,2)

Focal 9(7,1)

Difuso 91 (71,7)

En banda 14 (11,0)
Cantidad de infiltrado inflamatorio

Nulo 16 (12,6)

Escaso 63 (49,6)

Moderado 30 (23,6)

Abundante 18 (14,2)
Total de muestras evaluadas 127 (100,0)

*trigono retromolar y fondo de vestibulo
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Tabla 5: Caracteristicas clinicas, histopatoldgicas y del infiltrado inflamatorio en muestras

de leucoplasia segun grado de displasia agrupados.

Bajo
grado
n (%)
Edad
<45 13 (16,0)
>45 49 (60,4)
Sin informacion 19 (23,4)
Sexo
M 42 (51,8)
F 37 (45,6)
Sin informacién 2 (2,4)
Sitio
Borde lingual 10 (12,3)
Dorso lingual 1(1,2)
Vientre lingual 1(1,2)
Piso de boca 4 (4,9)
Paladar duro 0 (0,0)
Paladar blando 7 (8,6)
Encia/Reborde 14 (17,2)
Mucosa yugal 26 (32,0)

Alto Total
grado
n (%)
9 (20,5) 22

24 (54,5) 73
11 (25,0) 30

24 (54,5) 66
20 (45,5) 57
0 (0,0) 2

N
o

10 (22,7)
1(2,3)
5 (44,4)
3 (6,8)
2 (4,5)
2 (4,5)
7 (15,9)
10 (22,7)

O NNODN

w N

0,52

0,19

0,34
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Mucosa labial 0 (0,0) 0 (0,0) 0
Otro* 16 (19,7) 4 (91) 20
Sin informacién 2 (2,4) 0 (0,0) 2

Tipo de Leucoplasia
Aislada 72 38 110

(88,8) (86,4) 0,17

LVP 9(11.,1) 6 (13,6) 15

Queratosis
Sin queratosis 8 (9,8) 5(11,4) 13
Normoqueratinizada 48 (59,2) 22 (50,0) 70
Hiperqueratinizada 21 (25,9) 17 (38,6) 38 0,54
Sin informacion 4 (4,9) 0 (0,0) 4

Grosor
Atrofia 5 (6,2) 2 (4,5) 7
Acantosis 74 (91,3) 41 (93,2) 115 0,92
Normal 2 (2,4) 1(2,3) 3

Granulosis
Sin granulosis 46 (56,8) 30 (68,2) 76
Ausente 32 (39,5) 14 (31,8) 46 0,60
Presente 3(3,7) 0 (0,0) 3

Distribucion de infiltrado inflamatorio
Ausente 8 (9,8) 5(11,4) 13
Focal 6 (7,4) 3 (6,8) 9
Difuso 63 (77,7) 25 (56,8) 88 0,006*
En banda 4 (4,9) 10 (22,7) 14
No evaluado 0 (0,0) 1(2,3) 1

Cantidad de infiltrado inflamatorio
Nulo 8 (9,8) 7 (15,9) 15
Escaso 44 (54,3) 18 (40,9) 62 0,29
Moderado 20 (24,7) 10 (22,7) 30
Abundante 9 (35,8) 9 (20,5) 18

CXCR4 en epitelio
Baja expresion 7 (8,6) 11 (25,0) 18 0.006*
Alta expresion 47 (58,0) 17 (38,6) 64

*trigono retromolar y fondo de vestibulo. Total de muestras evaluadas de leucoplasia con

displasia de bajo grado: 81; Total muestras evaluadas de leucoplasia de displasia de alto
grado: 44; total de muestras CXCR4 con displasia de bajo grado; 54, total de muestras
CXCR4con displasia de alto grado: 28.

Segun el grado de displasia evaluado (Tabla 5) en su mayoria no hubo significancia

estadistica, excepto al comparar el grado de displasia frente a la distribucién del infiltrado
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inflamatorio (p= 0,006). Al comparar el nivel de CXCR4 respecto al grado de la displasia,
también se encontré valor estadisticamente significativo (p=0,006, en el cual se ve una

mayor inmunomarcacion en displasias de bajo grado.

La alta expresion de CXCR4 (Tabla 6) en leucoplasias fue estadisticamente significativo

al momento de compararlo con los controles (p=0,02)

Tabla 6: Expresion de CXCR4 en controles y leucoplasias.
Controles Leucoplasia

0 (%) 0 (%) Total p
CXCRA4 en epitelio
Baja expresion 1(3,4) 18 (22,0) 19
Alta expresion 28 (96,6) 64 (78,0) 92 0,02*

Total de controles evaluados: 29; Total de Leucoplasias evaluadas; 82; Total de
muestras: 111.

Finalmente, la expresién del marcador CXCR4 comparado con las caracteristicas clinico-
patolégicas de las muestras (Tabla 7) expresa que la unica variable estadisticamente
significativa fue la presencia del estrato granuloso en la evaluacién histopatolégica
(p=0,01).

Tabla 7: Expresion de CXCR4 en el epitelio de leucoplasias segun caracteristicas
clinico-patoldgicas.
Baja Alta Total p
Expresion expresion
n (%) n (%)
Edad
<45 3 (16,7) 10 (15,6) 13
>45 11 (61,1) 38 (59,4) 49 0,96
Sin evaluacion 4 (22,2) 16 (25) 20
Sexo
M 13(72,2) 35 (54,7) 48
F 5 (27,7) 28 (43,8) 33 0,18
Sin evaluacion 0 (0,0) 1(1,6) 1
Sitio
Borde lingual 1 (5,6) 9(14,1) 10 0.07
Dorso lingual 1(5,6) 0 (0,0) 1 '
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Vientre lingual
Piso de boca
Paladar duro
Paladar blando
Encia/Reborde
Mucosa yugal
Mucosa labial
Otro*
Tipo de Leucoplasia
Aislada
LVP
Queratosis
Sin queratosis
Normoqueratinizada
Hiperqueratinizada
Sin evaluacion
Grosor
Atrofia
Acantosis
Normal
Granulosis
Ausente
Presente
Distribucion de infiltrado inflamatorio
Ausente
Focal
Difuso
En banda
Cantidad de infiltrado inflamatorio
Nulo
Escaso
Moderado
Abundante

*trigono retromolar y fondo de vestibulo. Total de muestras evaluadas de CXCR4 de
baja expresion: 18; Total de muestras evaluadas CXCR4 de alta expresién: 64; Total

de muestras evaluadas de CXCR4: 82

0 (0,0)
2 (11,1)
1 (5,6)
2 (11,1)
3 (16,7)
5 (27,8)
0 (0,0)
3 (16,7)

17 (94,4)
1 (5,6)

2 (11,1)

12 (66,7)
3 (16,7)
1 (5,6)

0 (0,0)
18 (100)
0 (0,0)

16 (88,9)
2 (11,1)

3 (16,7)
1 (5,6)
13 (72,2)
1 (5,6)

3 (16,7)

12 (66,7)
2 (11,1)
1 (5,6)

5 (7,8)
4 (6,3)
0 (0,0)
5 (7,8)
6 (9,4)
24 (37,5)
0 (0,0)
11 (17,2)

59 (92,2)
5 (7,8)

6 (9,4)
36 (56,3)
20 (31,3)

2 (3,1)

3 (4,7)
60 (93,8)
1 (1,6)

37 (57,8)
27 (42,2)

9 (14,1)
3 (4,7)
46 (71,9)
6 (9,4)

9 (14,1)
35 (57,7)
13 (20,3)
7 (10,9)

12

47

15
8

0,74

0,66

0,59

0,01*

0,95

0,68
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Imagen 1

¥ W

; R N U s
SN AN
Microfotografia aumento 10x en tincidn de
HE, se observa atrofia epitelial, presencia
de estrato granuloso marcado,
hiperqueratosis e infiltrado inflamatorio
escaso y difuso, displasia de bajo grado.

Imagen 2

abundante inflamatorio en banda subepitelial, displasia de bajo grado.
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Imagen 3
Microfotografia aumento 10x en tincidn de HE, se observa acantosis,
presencia de estrato granuloso marcado, hiperqueratosis Displasia de
bajo grado e infiltrado inflamatorio escaso difuso escaso y difuso.
Imagen 4

observa acantosis epitelial,
hiperqueratosis, displasia de alto grado, e
infiltrado inflamatorio escaso y difuso.




Imagen 5
\"\’T].,'k SETHY Ak g
. \ b A \\L" £
Microfotografia 10x en tincidon de HE, se observa atrofia epitelial,
queratosis, Infiltrado inflamatorio escaso y difuso.
Imagen 6

Microfotografia 20x IHQ contra CXCR4 alta intensidad
Diagnéstico clinico de leucoplasia. Displasia de bajo
grado.

27



Imagen 7

Imagen 8

Microfotografia 10x IHQ contra CXCR4 alta intensida
de Hiperplasia fibrosa.

marcacién en epitelio e infiltrado inflamatorio.
Diagnéstico Liquen plano oral, sin displasia.
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Imagen 9
Yo =L ) 8 o
Microfotografia IHQ 20x contra CXCR4 alta intensidad de marcacion
en epitelio e infiltrado inflamatorio. Diagndstico clinico: Leucoplasia
oral, displasia de alto grado.
Imagen 10
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Microfotografia IHQ 10x contra CXCR4 sin marcacion. Diagndstico de
Hiperplasia fibrosa.
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Imagen 11
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Microfotografia IHQ 20x contra CXCR4 sin marcacion. Diagndstico de
leucoplasia con displasia de bajo grado.

p' 4. AT e I

6. Discusion

Los DOPM son entidades las cuales, pueden o no llevar al desarrollo de cancer (S.
Warnakulasuriya et al., 2007), si se diagnostican a tiempo, se puede evitar el desarrollo
de una neoplasia maligna, En su mayoria carcinoma oral de células escamosas. Uno de
los principales problemas es el poco interés por evaluar mucosas orales de parte de los
odontélogos, por lo cual los DOPM pasan desapercibidos. El diagndstico temprano tanto
de DOPM permite un tratamiento oportuno, sin embargo, no se puede predecir con
certeza cual de todos los DOPM tendran evolucion hacia una patologia maligna y ahi es
donde se esta poniendo énfasis en diferencias lineas de investigacion las cuales han
propuesto evaluar biomarcadores moleculares de transformaciéon maligna en lesiones
potencialmente malignas (Villa et al., 2019). Bajo esa premisa radica la necesidad de
buscar, determinar y evaluar biomarcadores moleculares que indiquen cuan posible o
probable es que esa placa blanca, no desprendible al raspado sea potencial para el
desarrollo de COCE.
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En el presente estudio se observé que la distribucidn del infiltrado inflamatorio de tipo
difuso en leucoplasias se detecta con mayor frecuencia en displasia de bajo grado,
mientras que en displasia de alto grado es mas frecuente un infiltrado subepitelial, mas
denso, tipo liquenoide. Esto se puede explicar ya que el sistema inmune del huésped
tendria una respuesta celular que regularia la apoptosis, generando un efecto proliferativo
descontrolado, sin embargo otros estudios relatan la asociacion del microambiente
tumoral inflamatorio cronico, incluyendo células del hospedero y vias de sefalizacion,
como participantes en la transicion desde un DOPM hacia COCE. Se desconoce si la
organizacion del infiltrado inflamatorio y el tipo de células presentes pueden modificar el
comportamiento molecular del carcinoma. Hay autores que relatan que un aumento en el
cambio del tipo de infiltrado inflamatorio en DOPM y cancer como un cambio en la relacion
de linfocitos T CD4+/C8+ y neutroéfilos/linfocitos (Ingaleshwar et al., 2016,Hanahan, 2022.
Mahdi et al., 2019) Ejemplo de eso es PD-1/PDL-1 receptor y ligando de muerte celular
programada-1, que son capaces de modular la respuesta inmune, pero si se descontrola
su produccion, no realiza su funcidon contra las células tumorales, ese eje y su
desregulacion ya se ha estudiado en COCE (Ries et al., 2021). IL-27, una interleuquina
proinflamatoria, se ha encontrado aumentada en enfermedades inflamatorias crénicas,
se ha correlacionado el aumento de IL-27 en cancer por ejemplo de mamas, prostata y
colon (Wang et al., 2022), permitiendo correlacionar un inmunoambiente proinflamatorio

con el desarrollo de neoplasias malignas.

La marcacion de CXCR4 en muestras con displasia de bajo grado, fue estadisticamente
significativa mayor en relacién con la presencia de CXCR4 en muestras con displasia de
alto grado. Se ha estudiado que la presencia del aumento de CXCR4 esta asociado con
peor pronostico, ya que promueve angiogénesis, proliferacion, metastasis y quimiotaxis,
y, gracias a eso se ha visto aumentado en diversos tipos de neoplasias malignas, por
ejemplo: Higado, pulmdn, rifidn, eséfago, cavidad oral, pancreas y cerebro (Lazennec &
Richmond, 2010). En consecuencia, tumores mal diferenciados han expresado mayor
positividad a CXCRA4.

En los resultados expuestos, existe discordancia entre lo planteado en la hipétesis la cual

plantea que la presencia de CXCR4 es concordante con el grado de displasia, ya que se



32

vio mayor marcacion en muestras con displasia de bajo grado, esto podria sugerir que
las displasias de bajo grado que expresaron CXCR4, molecularmente hablando, tendrian
un potencial de malignizacion mayor que las displasias de alto grado que no expresaron
CXCR4. Por otra parte, es posible que la clasificacion para las displasias haya sido
inadecuada, se podrian reevaluar las muestras categorizando las displasias en: sin
displasia, displasia leve, moderada y severa y realizar los analisis correspondientes. Otro
factor por evaluar y que podria llevar a un resultado diferente a lo esperado es la técnica
inmunohistoquimica inadecuada, para ese caso es necesario realizar todas las tinciones
de manera estandarizada, incluyendo el montaje y corte de las laminas. Otra sugerencia
que se extrapola de los resultados seria que simplemente CXCR4 no seria un buen

marcador de prediccion de transformacion maligna.

El presente estudio se evalué el marcador CXCR4 en muestras de leucoplasias,
hiperplasias fibrosas y liquen plano oral, evidenciando que tanto en muestras de
leucoplasias sin displasia, displasia leve, moderada, avanzada y controles hay expresién
de CXCR4, sin embargo, no es posible asegurar que sea un buen biomarcador de
pronoéstico de transformacion maligna. Actualmente las lesiones liquenoides y el liquen
plano oral son considerado como un DOPM (Saman Warnakulasuriya, 2020), de baja
tasa de malignizacién, por lo que no son un buen control. Ademas, puede ser necesario

ajustar el anticuerpo a una relacion mas diluida.

La Caracterizacion clinico-patoldgica solo dejé entrever diferencia estadisticamente
significativa en la evaluacion de la presencia del estrato granuloso en muestras de
leucoplasias segun grado de displasia, estando mas presente en muestras de mayor
grado de displasia. No se encontré literatura con respecto a la evaluacion de este
parametro en DOPM. La granulosis se asocia a hiperortoqueratosis, o que se ha descrito
como asociado a queratosis de significancia indeterminada, lo que, a pesar de no tener

cambios evidentes citologicos, puede ser definido como cambios incipientes de displasia.

Es imperante tener en consideracion la correlacion bajo factores de grado asociados a
leucoplasias como es el tabaco y el alcohol, ademas dentro de los controles evaluar si

mantener al liquen plano, ya que es considerado un DOPM, y genera un inmunoambiente
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inherente a su fisiopatologia. Ademas, al tener potencial de malignizacion es probable
que tenga una inmunomarcaciéon intensa de CXCR4. Por parte de las hiperplasias
fibrosas, pueden estar o no asociadas a inflamacion, por lo que en ambas patologias,
liquen plano oral e hiperplasia fibrosa puede verse alterada la expresion de receptores

de citoquinas proinflamatorias como lo es el CXCR4.

Hay que tener en consideracién para futuras investigaciones, como grupo control, tejidos
que no se encuentren bajo procesos inflamatorios, ya que, CXCR4 aumenta su expresion
y contribuye a un ambiente proinflamatorio. También se debe revisar y estandarizar mejor
la técnica de inmunomarcacion. Adicionalmente, se debe tomar en cuenta otros datos
clinico-patolégicos como lo son consumo de tabaco y alcohol, para ver el efecto que
tienen sobre el inmunoambiete y si generan lesiones molecularmente mas agresivas. Por
otro lado, realizar estudios prospectivos en donde se pueda ir caracterizando
molecularmente mediante técnicas de inmunohistoquimica, e ir evaluando los cambios
del biomarcador, podria ayudar a dilucidar si CXCR4 es un marcador potencial de

transformacion maligna.

7. Conclusién

Existe diferencia en la distribucién del infiltrado inflamatorio en el tejido conectivo
subyacente al epitelio entre displasias de alto y bajo grado. El infiltrado difuso es mas
frecuentemente observado en displasias de bajo grado y el infiltrado liquenoide en
displasias de alto grado. En muestras de leucoplasias, la distribucion del infiltrado
inflamatorio de forma difusa se encontré en mas del 50% de las muestras evaluadas con
displasia de bajo grado, en displasia de alto grado también hubo una tendencia de la

organizacion del infiltrado inflamatorio hacia algo mas difuso, sin ser significativo.

La evaluacién de inmunomarcacion de CXCR4 entre otras lesiones orales de cavidad oral
(hiperplasia fibrosa, liquen plano oral y recciones liquenoides) y leucoplasias fue que,
tanto en leucoplasias como en controles, hubo una alta expresion de CXCR4 en el

epitelio. La interpretacion de esta marcacion es compleja y se sugiere el uso de técnicas
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mas precisas como PCR o inmunofluorescencia para evaluar la presencia de este

biomarcador.

Al comparar leucoplasias de alto y bajo grado, y sus caracteristicas clinico-patologicas la
presencia del estrato granuloso epitelial fue estadisticamente significativa, estando

mayormente ausente en leucoplasias con displasia de alto grado.

Es necesario realizar mejoras al protocolo de investigacion para obtener resultados mas
utiles para el diagnaostico histopatolégico con apoyo de marcadores inmunohistoquimicos

como receptores de quimioquinas en leucoplasias.

8. Resumen

El cancer de cabeza y cuello es el séptimo cancer mas frecuente mundialmente hablado,
alcanzando 890.000 nuevos casos y 450.000 muertes en el 2018, el retraso diagnostico
es principalmente por no detectar tempranamente lesiones incipientes o lesiones
llamadas desordenes orales potencialmente malignos (DOPM), el principal DOPM es la
leucoplasia que se describe como placa blanca que no se desprende al raspado, y de
riesgo cuestionable. Histopatoldgicamente puede corresponder a displasia, la cual guia
hacia un mayor riesgo, pero no es posible determinarlo con certeza. Se han evaluado
biomarcadores en carcinoma oral de células escamosas presentes dentro del tumor y su
posibilidad de uso en DOPM estudiando la presencia y asociando a transformacion
maligna. Un ejemplo de esto es el receptor de citoquinas CXCRA4, la cual tiene funciones
fisiolégicas y patolégicas comprobadas como: potente quimiotactico para linfocitos,
induccion de angiogénesis y por lo anterior, facilita el proceso de invasion y metastasis.
El objetivo del estudio fue evaluar niveles de inmunomarcacion de CXCR4 en
leucoplasias orales segun grados de displasia, sin embargo, la inmunomarcacion de
CXCR4 en leucoplasias y otras lesiones orales de cavidad oral fue alta y su interpretaciéon

es cuestionable para riesgo de transformacion maligna.
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