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Resumen

El liquen plano oral (LPO) afecta a aproximadamente al 1% de la poblacion mundial y se considera
un trastorno oral potencialmente maligno (TOPM). Sin embargo, cuando se valoran los criterios
histopatologicos se denota una controversia entre los investigadores, especialmente en relacion a
la presencia de displasia epitelial como criterio diagnostico de exclusion para el LPO. Muchos
patdlogos consideran actualmente la presencia de displasia epitelial como un criterio de exclusion.
En este estudio, se examinaron los perfiles moleculares de la displasia epitelial oral con
caracteristicas liquenoides (OLD), LPO y DEO para determinar si OLD representa una entidad
separada. Se utilizaron muestras parafinadas para el analisis protedémico con LC-MS/MS y
posteriormente el SWATH-MS para la identificacion y cuantificacion de proteinas. Se analizaron

y perfilaron los proteomas de tejido de los tres grupos.

Se identificaron un total de 366 proteinas. Se realizaron tres comparaciones: DEO frente LPO,
OLD frente DEO y DEO frente OLD. El analisis de expresion diferencial reveld siete proteinas
con diferencias significativas (p<0.05) en DEO en comparaciéon con LPO. En la segunda

comparacion se identificaron 15 proteinas, y en la tercera se identificaron 12 proteinas.

Los resultados del analisis proteémico revelaron que OLD no es una entidad patoldgica distinta,
aunque se asemeja mucho a DEO. Sin embargo, se destacd que la displasia epitelial no debe
considerarse un criterio de exclusion para el LPO desde una perspectiva protedmica. Ademas, se
observo una alta expresion de genes relacionados con funciones bioldgicas en OLD y DEO, y baja
expresion en LPO. El enriquecimiento funcional reveld vias y ontologias significativas

relacionadas con la sefalizacion inflamatoria y la respuesta inmunoldgica en todos los subgrupos.

En conclusion, los datos protedmicos obtenidos en este estudio indican que OLD no representa
una entidad patologica independiente, aunque se encuentra estrechamente relacionada con DEO.
Asimismo, se resalta la importancia de reconsiderar la presencia de displasia epitelial como criterio

de exclusion para el diagndstico de LPO desde una perspectiva protedmica.

Palabras clave: Liquen plano oral, protedmica, displasia liquenoide, displasia epitelial, liquen

plano displasico.



1. Resumo

O liquen plano oral (LPO) afecta aproximadamente ao 1% da poboacion mundial e agora
considérase un trastorno oral potencialmente maligno (TOPM). Con todo, cando se valoran os
criterios histopatoloxicos denotase unha controversia entre os investigadores, especialmente en
relacion coa presenza de displasia epitelial como criterio diagndstico de exclusion para o LPO.
Moitos patodlogos consideran actualmente a presenza de displasia epitelial como un criterio de
exclusion. Neste estudo, examindronse os perfis moleculares da displasia epitelial oral con
caracteristicas liquenoides (OLD), LPO e DEO para determinar se OLD representa unha entidade
separada. Utilizdronse mostras parafinadas para o andlisis protedémico con LC-MS/MS e
posteriormente co SWATH-MS para a identificacion e cuantificacion de proteinas. Analizéronse

e perfilaronse os proteomas de tecido dos tres grupos.

Identificaronse un total de 366 proteinas. Realizaronse tres comparacions: DEO fronte a LPO,
OLD fronte a DEO e DEO fronte a OLD. A analise de expresion diferencial revelou sete proteinas
con diferenzas significativas (p<0.05) en DEO en comparacion con LPO. Na segunda comparacion

identificaronse 15 proteinas e na terceira identificaronse 12 proteinas.

Os resultados da analise protedmica revelaron que OLD non ¢ unha entidade patoldxica distinta,
ainda que se asemella moito a DEO. Con todo, sinalouse que a displasia epitelial non debe
considerarse un criterio de exclusion para o LPO desde unha perspectiva protedmica. Ademais,
observouse unha alta expresion de xenes relacionados con funcions bioloxicas en OLD e DEO e
baixa expresion en LPO. O enriquecemento funcional revelou vias e ontoloxias significativas

relacionadas coa sinalizacion inflamatoria e a resposta inmunoloxica en todos os subgrupos.

En conclusion, os datos proteémicos obtidos neste estudo indican que OLD non representa unha
entidade patoloxica independente, ainda que estd estreitamente relacionada con DEO. Resaltase
tamén a importancia de reconsiderar a presenza de displasia epitelial como criterio de exclusion

para o diagnostico de LPO desde unha perspectiva protedmica.

Palabras clave: Liquen plano oral, protedmica, displasia liquenoide, displasia epitelial, liquen

plano displasico.



2. Abstract

The oral lichen planus (OLP) affects approximately 1% of the world's population and is considered
a potentially malignant oral disorder (PMOD). However, there is controversy among researchers,
particularly regarding the presence of epithelial dysplasia as a diagnostic criterion for exclusion in
OLP. Many pathologists currently consider the presence of epithelial dysplasia as an exclusion
criterion. In this study, we examined the molecular profiles of Oral Epithelial Dysplasia with
Lichenoid Features (OLD), OLP, and OED to determine if OLD represents a separate entity.
Paraffin-embedded samples were used for proteomic analysis with LC-MS/MS, and subsequently
SWATH-MS was employed for protein identification and quantification. The tissue proteomes of

the three groups were analyzed and profiled.

A total of 366 proteins were identified. Three comparisons were conducted: OED versus OLP,
OLD versus OED, and OED versus OLD. Differential expression analysis revealed seven proteins
with significant differences (p<0.05) in OED compared to OLP. Fifteen proteins were identified
in the second comparison, and twelve proteins in the third comparison. The results of the proteomic
analysis revealed that OLD is not a distinct pathological entity, although it closely resembles OED.
However, it was highlighted that epithelial dysplasia should not be considered an exclusion
criterion for OLP from a proteomic perspective. Additionally, a high expression of genes related
to biological functions was observed in OLD and OED, while low expression was observed in
OLP. Functional enrichment analysis revealed significant pathways and ontologies related to

inflammatory signaling and immune response in all subgroups. I

In conclusion, the proteomic data obtained in this study indicates that OLD does not represent an
independent pathological entity, although it is closely related to OED. Furthermore, the importance
of reconsidering the presence of epithelial dysplasia as an exclusion criterion for the diagnosis of

OLP from a proteomic perspective is emphasized.

Keywords: Oral lichen planus, proteomics, lichenoid dysplasia, epithelial dysplasia, dysplastic

lichen planus.



Introduccion

Las lesiones liquenoides o dermatitis de interfase son una serie de enfermedades cutaneas
inflamatorias que comparten caracteristicas clinicas e histopatologicas comunes, como son los
cambios licuefactivos de los queratinocitos basales y la presencia de un infiltrado linfocitico en

banda de linfocitos T, macrofagos, células mononucleares inflamatorias y células dendriticas [1].

Ante la presencia de tan gran diversidad caracteristicas recogemos en la Tabla [ las principales

diferencias entre las principales lesiones liquenoides [1, 2].

Clinica

Histologia

Malignidad

Liquen Plano

Lesiones reticulares blancas

bilaterales no siempre simétricas.

Pueden presentar areas atroficas.

Hiperqueratosis, degeneracion
vacuolar de queratinocitos
basales, infiltrado inflamatorio

Potencialmente
maligno que puede
cursar con lesiones

gll;?)l Raramente se observan lesiones linfocitico, destruccion focal de extrgorales (piel,
cicatriciales la membrana basal. genitales, cuero
cabelludo...)
Uni o bilateral. No son Igual a LPO pero en ocasiones Potencial maligno
simétricos y mas frecuentes el infiltrado liquenoide presenta dudoso.
Lesién unilajc?rales. Localizadas en célulars plasmaticas y 5
liquenoide relacion con empastes de n§utr0ﬁlqs por una reaccion de
oral por amalgama. , hlpersen51b111dad ret'flrdada.
contacto Inusgal en encia, suele Inﬂltrado inflamatorio que se
localizarse en mucosa bucal extiende mas alla de la
posterior y borde de la lengua. interfase epitelial-tejido
conectivo
Similar a LPO. Provocada por Igual a LPO pero el infiltrado Potencial maligno
Reaccién consumo de un nuevo farmaco. 1iquenf)i.de presenta’células dudoso. Puede
liquenoide Es mas comin que se observe de plasmatlcas y qeutroﬁlos. En presentar lesiones
por firmacos forma unilateral. ocasiones este infiltrado se extraorales.
extiende al estroma profundo y
de forma perivascular.
Similar a LPO. Similar a LPO. Potencialmente

Provocada tras un trasplante de
células hematopoyéticas.

En ocasiones presenta escasa
infiltracion linfocitica.

maligno. Considerar
el posible desarrollo

Enfermedad Aparecen principalmente en la de displasia o
injerto contra enfermedad cronica. malignidad,
huésped Lesiones cicatriciales especialmente en

pacientes con
enfermedad crénica
de larga evolucion.

Tabla 1. Principales diferencias entre las distintas lesiones liquenoides



Las caracteristicas clinicas e histopatologicas de las lesiones liquenoides se superponen con
caracteristicas de otras patologias como son: la variante de pénfigo de tipo liquen plano, las
lesiones liquenoides presentes en el lupus eritematoso sistémico y discoide (en caso de
caracteristicas mixtas se le denomina superposicion de lupus eritematoso/ liquen plano, con una
prevalencia del 15-20% en pacientes con lupus), estomatitis ulcerativa cronica, liquen plano
penfigoide (variante clinica poco comun, concurrencia de liquen plano y penfigoide ampolloso) y
liquen esclerdtico. Todas estas patologias tienen en comun la reaccidon a uno o mas antigenos

[1,3,4,5].

Muchos autores afirman que uno de los criterios de exclusion de liquen plano oral es la presencia
de displasia esto es una afirmacion controvertida hoy en dia, la OMS define el término liquen
plano como un trastorno oral potencialmente maligno (TOPM) con posibilidad de malignizacion

a largo plazo [2,6].

Dada la falta de consenso en relacion con la displasia del LPO como criterio de exclusion
hipotetizamos que el estudio molecular entre lesiones de este espectro podria arrojar luz en estas
discrepancias. Este estudio trata de elucidar en base a evidencias protedmicas si la firma propia de
un liquen plano con displasia epitelial se asemeja a una lesion de tipo leucoplasia con displasia

epitelial o a un liquen plano sin anomalias citoldgicas.

1. Liquen plano oral

El liquen plano oral (LPO) es una enfermedad inflamatoria mucocutanea crénica de origen
desconocido que cursa con lesiones multidisciplinares, principalmente en piel y mucosas. Esta

considerada un TOPM.

1.1.  Epidemiologia:

Esta patologia estd presente en el 1-2% de la poblacion considerandose bastante comtn. Es mas

frecuente en mucosa oral, sin predominancia por ningtn sexo [1,7].

La prevalencia de esta patologia varia segun distintos factores como la edad. Se observa que la
prevalencia es mas baja en adolescentes con respecto a ancianos situdndose los 40 afios como la

edad en la que el riesgo de desarrollar LPO aumenta significativamente con un riesgo 3,4 veces



mayor. Este riesgo aumenta de manera significativa y progresiva con la edad, los individuos de 50

tienen 2,2 veces mas riesgo que los menores de 50 y los de 60 2,2 veces mas [8,9].

La prevalencia también varia entre las distintas regiones geograficas, siendo la de mayor
prevalencia Sudamérica, después Africa, Europa, Asia, Norteamérica y la de menor India; aunque
esto podria estar asociado s la enmascarizacion de las lesiones por queratosis por mascar betel. En
cuanto a la prevalencia entre fumadores y no fumadores es menor en los no fumadores, pero esto

no es significativamente relevante [4,9].

Aunque esta patologia no tiene predileccion por ningln sexo, algunos estudios determinan que la
prevalencia en mujeres es ligeramente mayor con respecto a los hombres. En cambio, con los
fumadores y alcoholicos, existe una controversia a la hora de diferenciar si hay una prevalencia

significativamente mayor o no [4, 9].

Las localizaciones mas comunes a nivel oral son la mucosa bucal bilateralmente, el dorso de la
lengua y la encia. Mientras que el paladar duro o blando, los labios y el suelo de la boca son los
menos prevalentes [1,9]. Las lesiones eritematosas que afectan a la encia causan gingivitis
descamativa [10]. En cuanto a su presentacion clinica, el LPO exclusivamente reticular es el mas
frecuente, representado el 46% de los casos, mientas que las lesiones erosivas y atroficas presentan

una prevalencia del 44% [9].

En resumen, es importante destacar que la frecuencia del liquen plano oral puede subestimarse

debido a las variaciones clinicas e histologicas que presenta la enfermedad [4].

1.2. Etiologia y patogenia:

La patogénesis del LPO sigue sin estar clara, se considera una enfermedad autoinmune por las
muchas caracteristicas similares con otras enfermedades de etiologia inmunolédgica, como son: la
cronicidad, el inicio en la edad adulta, asociacidon con otras enfermedades autoinmunes,
asociaciones con tipos de tejidos, actividad inmunologica deprimida y la presencia de células T

citotoxicas [8].

Uno de los principales factores que causan exacerbaciones agudas en pacientes con LPO es la

presencia de niveles elevados de ansiedad, depresion, estrés y trastornos psicolégicos en



comparacion con un grupo de control. Estos sintomas psicoldgicos son méas comunes en personas
con LPO y pueden contribuir significativamente a empeorar la condicion de los pacientes [3]. Las
lesiones cronicas rara vez presentan una remision espontanea, son lesiones que causan dolor y

morbilidad significativos [1].

En el LPO se presenta una interfase epitelio-tejido conjuntivo débil, lo que provoca una hendidura
histologica y en raras ocasiones ampollas clinicas en la boca. Microscopicamente se pueden
observar la presencia de cuerpos coloides o cuerpos de Civatte, globulos eosinofilicos
homogéneos, los cuales son queratinocitos basales degenerados por los linfocitos TCD8+
citotoxicos ante la presencia de un antigeno desconocido [8]. Estos linfocitos son el componente
principal del denso infiltrado inflamatorio linfohistocitario en banda en la 1amina propia superficial
que discurre paralelo al epitelio. Este “infiltrado liquenoide” provoca una degeneracion hidropica
de la porcion basal epitelial y la ruptura de la membrana basal [1,9]. En las lesiones de LPO
también se pueden observar signos de paraqueratosis, acantosois y formacion papilar en forma de
dientes en sierra. La mayoria de los linfocitos presentes en la ldmina propia profunda son células
T auxiliares CD4+, también se pueden observar algunos cerca de queratinocitos basales. Por otra
parte, los CD8+ forman la mayoria de las células subepiteliales e intraepiteliales en LPO, siendo

las intraepiteliales adyacentes a los queratinocitos en degeneracion [8,11].

La patogenia del LPO estd mediada por mecanismos especificos e inespecificos. Dentro de los
mecanismos especificos se incluye la presentacion del antigeno mediante los queratinocitos y la
eliminacion de éste mediante los linfocitos TCD8+ y células T citotdxicas; y mecanismos no
especificos como la desgranulacion de mastocitos y activacion de las metaloproteinasas de la

matriz [8].

Las células B y plasmaticas son infrecuentes en LPO en cambio si es frecuente presenciar depositos
de inmunoglobulina, complemento y algunos de fibrin6geno y fibrina de manera lineal en la zona

de la membrana basal [1].

En el LPO las respuestas inmunitarias estan reguladas por citocinas y sus receptores, para
determinar su expresion se realizan pruebas de inmunohistoquimica y test ELISA. Se produce un
aumento en la produccion de citoquinas por los Thl, particularmente interferon-gamma (IFN-y)
que aparece presente en todo el infiltrado subepitelial en la ldmina propia superficial y factores de

necrosis tumoral alfa (TNF-a) presentes en todo el infiltrado epitelial y adyacentes a queratinocitos



basales en forma de banda continua. Ambos son citoquinas proinflamatorias [1,11]. Estas células
Thl pueden promover la actividad de las células citotoxicas CD8+ al producir las citoquinas

proinflamatorias IFN-y, IL-2 y TNF-a. [10].

Durante el inicio del desarrollo de la lesion en el LPO, se produce la expresion del antigeno de los
queratinocitos y la liberaciéon de quimioquinas [8,11]. Los cuerpos de Civatte, por su parte, se
forman tras la activacion de la cascada de caspasa de los queratinocitos, lo que desencadena su
apoptosis, o bien a través de la accion de las células T citotoxicas que secretan TNF-a y provocan
la apoptosis a través de TNF R1, el cual es expresado por células mononucleares y queratinocitos
basales y suprabasales [8,11]. Las células intraepiteliales del LPO son TGF-B1 positivas, con
expresion variable en el infiltrado subepitelial, y pueden actuar como factor de crecimiento o
inhibidor de la division celular. Por otro lado, los queratinocitos presentan una débil tincidon para
TGF-B1 [8,11]. En cuanto a los linfocitos CD8+, estos pueden ingresar al epitelio oral a través de
la vigilancia rutinaria o ser atraidos por quimiocinas producidas por los queratinocitos. Las células

T pueden migrar a través de las roturas en la membrana basal para ingresar al epitelio [8].

El LPO puede llevar al desarrollo del carcinoma oral de células escamosas (COCE), ya que
presenta una respuesta inflamatoria cronica que aumenta las probabilidades de mutaciones
genéticas [8]. La proteina MIF bloquea la funcion del gen supresor tumoral p53 en los
queratinocitos, lo que permite que las mutaciones genéticas que promueven el crecimiento no se
controlen, lo que puede preparar el escenario para el desarrollo del cancer en LPO, incluyendo
COCE. Por lo tanto, la funcién normal del gen supresor tumoral p53 es fundamental para prevenir
el cancer, incluido el COCE oral, y la actividad de proteinas como MIF puede tener un papel
importante en la carcinogénesis del LPO [8]. La senal integrada de varios inhibidores tumorales
(TGF- B1, TNF-a, IFN-y, IL-12) y promotores (MIF, MMP-9) pueden regular la carcinogénesis
del LPO ya que regulan el crecimiento tumoral y la metéstasis y determinan el nivel de actividad

inmunologica en las lesiones de LPO y el comportamiento clinico de la enfermedad [8,11].

Las células T se unen a los queratinocitos e inducen la secrecion de IFN-y, y la posterior regulacion
al alza de p53, metaloproteinasa de matriz 1 (MMP1) y MMP38 conduce a la muerte celular

programada (apoptosis) que destruye las células epiteliales basales [10].
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La cronicidad del LPO puede deberse a varios factores, en parte, a una interrupcion de la
membrana basal donde los queratinocitos apoptdticos son incapaces de reparar la membrana basal

dafiada o a una inmunosupresion mediada por TGF- B1 especifico de antigeno deficiente [8].

1.3. Diagndstico

El Liquen plano oral es una enfermedad mediada por células T. Esta patologia cursa con un
aumento de citoquinas genéticamente inducido, dependiendo del polimorfismo genético que
presenten estas citoquinas se determinard si las lesiones se desarrollan exclusivamente en la boca

o en la boca y la piel [10].

El LPO puede cursar con lesiones blancas reticulares simétricas en formas de estrias (Estrias de
Wickham), papulas, placas, lesiones eritematosas o erosiones. El LPO puede presentar lesiones
extraorales, en un estudio reciente de pacientes el 16% presentaban lesiones previas o actuales
cutaneas y el 19% en areas genitales. Por lo que en pacientes con LPO se debera realizar un examen
completo de piel, cuero cabelludo, ufias, area genital, anal y ocular para detectar posibles lesiones
extraorales [7]. Las lesiones genitales se encuentran en el 20% de las mujeres con LPO
denominandose entonces “‘sindrome vulvovaginal-gingival”, rara vez afecta a la mucosa ocular,

Otica, laringea, anal, gastrica o nasal [1, 11].

En relacion a las lesiones extraorales en piel: el 15% son papulas violaceas de superficie plana que
afectan a superficies flexoras de antebrazos y también a mufiecas, tobillos y genitales. También

puede afectar a las ufias, cuero cabelludo [8,10].

Se debe diferenciar el LPO de las reacciones liquenoides, que se asemejan clinica e
histopatologicamente, pero estas presentan: una etiologia identificable, tendencia a ser unilaterales
y erosivas, con un infiltrado linfocitario mas difuso con eosinofilos y células plasmaticas y con
mas cuerpos coloides que en el LPO. Algunas de estas reacciones liquenoides son producidas por

farmacos principalmente por AINES e inhibidores de la ECA [10].

Dependiendo de cémo se presente clinicamente el LPO, puede confundirse con otras
enfermedades. Por ejemplo, las lesiones en placa pueden parecerse a la leucoplasia, especialmente
a la leucoplasia verrugosa proliferativa o proliferativa multifocal. Las lesiones estriadas blancas

pueden simular el lupus eritematoso, mientras que las lesiones erosivas y ulceradas que no
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presentan lesiones blancas pueden confundirse con enfermedades vesiculo-erosivas como el

pénfigo y el penfigoide [10].

El diagnostico de esta condicion requiere la combinacion de criterios clinicos e histopatologicos,
tales como la presencia de degeneracion licuefactiva de la capa basal y la existencia de un infiltrado
inflamatorio. No obstante, se recomienda complementar el examen clinico con una biopsia y
estudio histopatologico si las lesiones persisten tras el tratamiento, con el fin de confirmar el

diagnostico clinico y descartar la posible presencia de displasia o cancer [4,7,9].

La inmunofluorescencia directa (IID), aunque no es especifica para el LPO, nos puede ayudar con
el diagnostico diferencial en pacientes con liquen plano erosivo o ulcerativo para descartar
enfermedades autoinmunes de naturaleza ulcerosa como el pénfigo vulgar, lupus eritematoso,
estomatitis ulcerosa cronica, liquen plano penfigoide, penfigoide de membranas mucosas y el
eritema multiforme. La IID acostumbra a ser negativa en LPO, pero se puede observar en algunas
ocasiones un patron lineal de depodsitos de fibrina y fibrindgeno lanoso en la membrana basal
epitelial o se observan los cuerpos de Civatte en la zona de la membrana basal, o ambos [1, 4, 10].

Los hallazgos mediante inmunofluorescencia no son diagndsticos [8].

La presencia de displasia en el LPO ha sido un tema controversial en la comunidad médica. La
OMS en su ultimo consenso no incluye la displasia como un criterio de exclusion para el
diagnostico de LPO [12]. Mientras que algunos expertos, como Farah et al., y Van der Meji et al.
argumentan que la displasia puede estar presente en algunos casos de LPO y que deberia ser un
criterio de exclusion [2, 13]. En cambio, Gonzalez Moles et al. sostienen que la displasia no es un
criterio de exclusion para el diagnostico de LPO y que esta implica una atipia celular caracteristica
dentro de la histopatologia de esta entidad clinica y que su presencia en cierto modo aumenta el
riego de transformacion maligna en pacientes con LPO [14]. En definitiva, la displasia puede ser
una respuesta inflamatoria cronica en el epitelio oral y no necesariamente una indicacion de

malignidad [15].

La Asociacion Americana de Patologia Oral y Maxilofacial (AAOPM) también ha tomado una
postura sobre este tema. En su ultimo consenso, la AAOPM afirma que la presencia de displasia
debe ser un criterio de exclusion para el diagndstico de LPO. Ademas, la AAOPM sugiere que la
evaluacion histopatoldgica de las lesiones de LPO debe incluir la busqueda de displasia y otras

caracteristicas histopatoldgicas [5].
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El LPO puede estar asociado con ciertas enfermedades sistémicas, incluyendo la infeccion por el
virus de la hepatitis C, que tiene una asociacion significativa con el LPO. La patogenia provocada
por las células T especificas del VHC puede causar sintomas extrahepaticos como el LPO,
pacientes con LPO presentan unas 5 veces mas probabilidades de ser seropositivos para VHC [7,
10]. Ademas, el LPO también puede estar relacionado con otras enfermedades como la
hipertension, la diabetes, la enfermedad injerto contra huésped y la disfuncion tiroidea [9]. En
muchos casos, el LPO puede presentar una sobreinfeccion por Candida que debe ser tratada con
antifingicos, esta sobreinfeccion contribuira a la hiperplasia y a una cierta inflamacion adicional

que puede distorsionar el grado de displasia real [8, 16].
1.4.  Clasificacion liquen plano:

Existen diferentes criterios para clasificar las lesiones del LPO, lo que puede generar cierta
confusion en la interpretacion y diagnostico de la enfermedad.

De las formas de clasificar las lesiones del LPO es mediante la distincion entre dos formas: LPO
blanco y LPO rojo. El LPO blanco se caracteriza por presentar lesiones reticulares o en placa,
mientras que el LPO rojo se refiere a lesiones atroficas o erosivas. Esta clasificacion fue propuesta

por Bagéan et al. en 1992 [17].

Por otro lado, Eisen et al. identificaron tres variantes del LPO: reticular, eritematosa o atrofica y
erosiva, que incluye a su vez las subvariantes ulcerativa y ampollosa. Esta clasificacion permite
una mayor especificidad en la identificacion de las lesiones del LPO y una mejor comprension de

la evolucion de la enfermedad [18].

Finalmente, Farhi & Dupin detectaron seis variantes clinicas que pueden ocurrir individualmente
o en combinacidn: papular, reticular, en placa, atrofica, erosiva y ampollosa. Esta clasificacion
permite una mayor precision en la descripcion de las lesiones y una mejor comprension de la

variedad clinica del LPO [19].

En conclusion, aunque existen diferentes criterios para clasificar las lesiones del LPO, todos ellos
permiten una mejor comprension de la enfermedad y una mayor precision en su diagndstico y
tratamiento. Es importante que los profesionales de la salud estén familiarizados con estas
clasificaciones para poder identificar correctamente las lesiones del LPO y brindar un tratamiento

adecuado a los pacientes afectados.
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LPO Clinica Sintomatologia Tratamiento Malignidad

Lesiones blancas

en forma de estrias

Reticular
“Estrias de
Wickham”
. . No necesita )
Asintomatico ) Bajo grado
tratamiento
Similar a la
Papular leucoplasia.
Diagnostico
diferencial
Areas
eritematosas,
atréficas. con Malestar, dolor o
Erosivo bordes irregulares ardor. espontaneas o .
o Tratar las lesiones
y rodeadas de durante la masticacion o
| cenillado. Limi y disminuir el
: o el cepillado. Limita
estrias idades diari dolor. Alto grado
: actividades diarias
blanquecinas. Glucocorticoides
como comer, beber o o
topicos.
) hablar
Erosiones,
Ulcerativo ulceras y
ampollas

Tabla 2. Principales diferencias entre las distintas variantes clinicas del LPO [1]

1.5. Tratamiento:

El tratamiento del LPO se basa principalmente en la administracion de corticoesteroides, ya sea
de manera tdpica, sistémica o en una combinaciéon de ambos. Aunque dependerd de la

sintomatologia, la extension, la historia clinica y otros factores.

Los corticoesteroides topicos pueden llegar a tener una efectividad local igual a los sistémicos. Se
prescriben en diferentes presentaciones como en enjuague, aerosol o pomada (chitosan u orobase).

Los mas utilizados son: el valerato de betametasona, el propionato de clobetasol, fosfato de
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betametasona y el acetonido de fluicinolona o triamciolona. Los corticoesteroides topicos
presentan menos efectos secundarios, siendo el mas comun la candidiasis aguda
pseudomembranosa que puede exacerbar la sintomatologia. Para su tratamiento se administra gel

de miconazol o solucion acuosa de nistatina como terapia complementaria [20,21].

Los sistémicos, la metilprednisolona o prednisolona se usan principalmente en pacientes que no
responden a los topicos y sobre todo en LPO erosivo difuso, eritematoso, recalcitrante o en

enfermedad multifocal [3,10].

En ocasiones también se usan corticoides intralesionales como las inyecciones de hidrocortisona,
dexametasona, acetonido de triamcinolona y metilprednisona u otros tratamientos alternativos
como son las ciclosporinas, retinoides, tacrolimus, irradiacién ultravioleta,antibioticos como
aureomicina al 2%, antimaldricos, azatioprina, dapsona, glicirrina (pacientes con VHC),

interferdn, levamisol, mesalazina, fentoina, reflexoterapia o cirugia/criocirugia [3, 10].

Para evaluar la efectividad de cualquier forma de tratamiento en pacientes con LPO, es necesario
considerar la historia clinica del paciente, su estado psicologico y si estd cumpliendo con el
tratamiento, ademas de la posible interaccion de los medicamentos, dado que se trata de una

enfermedad cronica [3].

1.6. Factores de riesgo de malignizacion

El LPO esta incluido en la clasificacion de lesiones premalignas por la OMS, el riesgo de
malignizacion es controvertido, es una lesion potencialmente maligna con cardcter claramente
benigno. Las lesiones rojas, atroficas, erosivas y con localizacion lingual son la que presentan

mayor riesgo de malignizacion.

La tasa de transformacion maligna de la LPO ha sido objeto de controversia debido a los criterios
restrictivos utilizados en su diagnoéstico. Los criterios modificados propuestos por Van der Meij &
Van der Waal, que se basan en la aparicion clinica de lesiones reticulares blancas bilaterales
simétricas y en la presencia de signos histopatologicos de degeneracion por licuefaccion de la capa
celular epitelial basal, asi como en una zona de infiltracion linfocitica en banda bien definida

limitada al corion superficial y la ausencia de displasia epitelial. [22]
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Sin embargo, la adopcion de la displasia como criterio de exclusion probablemente selecciona
casos con menor riesgo de transformacion maligna, lo que puede llevar a una subestimacion del

potencial maligno de la enfermedad.

En el articulo publicado en 2019 por Gonzalez Moles et al. se valora a través de una revision
sistematica el riesgo de transformacion maligna de LPO, reacciones liquenoides y lesiones

liquenoides orales. Siendo 1.14%, 1.71 y 1.88% respectivamente la tasa de malignizacion [6].

La mayor tasa de malignizacién se observd en estudios que basaron el diagndstico en criterios
clinicos e histopatologicos estrictos y con un periodo de seguimiento mas largo. En cuanto a los
factores de riesgo especificos, se aprecia un leve mayor riesgo significativo en desarrollar cancer
en varones frente a las mujeres, ninguna asociacion entre la edad y la region geografica y si un
riesgo significativamente mayor en fumadores, pacientes que consumen alcohol, que presentan

VHC, con lesiones en lengua y con lesiones atréfico-erosivas [3,23].

2. Displasia epitelial oral.

El término de displasia se utiliza para describir el crecimiento anormal o la alteracion en la forma
o estructura de las células de un tejido u 6rgano. La displasia es un término que se utiliza para
describir cambios precancerosos en los tejidos, aunque también puede ser un hallazgo en

enfermedades inflamatorias cronicas u otras afecciones [15].

Se produce cuando las células sufren algln tipo de alteracion, y esto puede ocurrir por varias
razones, incluyendo infecciones virales, exposicion a sustancias quimicas, deficiencias

nutricionales y factores genéticos [15].

Aunque los procesos displasicos pueden permanecer estables durante muchos afios sin mostrar
progresion clinica o genética, existe el riesgo de una transformacion aleatoria repentina en
cualquier momento. Es importante destacar que la displasia proporciona un entorno propicio para

la inestabilidad cromosomica, lo que aumenta la probabilidad de desarrollar carcinoma [15].

La displasia epitelial oral se caracteriza por cambios especificos en el patron de queratinizacion y
queratinizacion prematura. Por otro lado, la presencia frecuente de apoptosis a todos los niveles es

una caracteristica distintiva de la displasia asociada al VPH [15].
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La displasia se puede detectar mediante pruebas de diagnostico, como la biopsia, y el tratamiento
dependera de la gravedad de la displasia y del tipo de tejido afectado [15]. Se ha llegado a un
consenso generalizado de que a medida que aumenta el grado de displasia en una lesion individual,

también aumenta la probabilidad de su progresion hacia la malignidad [16].

En el 2017 la OMS defini6 lesion premaligna como “presentaciones clinicas que conllevan un
riesgo de desarrollo de cancer en la cavidad oral, ya sea una lesién precursora clinicamente

definible o en mucosa clinicamente normal” [24].

Las lesiones premalignas tienen caracteristicas clinicas e histologicas superpuestas dificultando el
diagnoéstico [2]. Por otra parte, la presencia de displasia conlleva un mayor riesgo de
transformacion maligna independientemente de la presencia o ausencia de caracteristicas

liquenoides [25].

Se han identificado caracteristicas especificas como indicadores de displasia epitelial oral
auténtica que tienen una relacion directa con los procesos patologicos subyacentes conocidos, pero
no determinan su transformacion [6]. Entre ellas se encuentran los cresta epitelial en forma de gota
y agrupacion de células basales y brotacion hacia el corion, margen lateral afilado, multiples
patrones distintos de displasia en diferentes zonas de la misma lesion, mitosis en la capa de células
espinosas, apoptosis espontanea y mitosis apoptoticas, nucleos hipercromdticos agrandados de
forma irregular, perlas de queratina profundas o grupos de células queratinizadas en capas basales
o en la cresta epitelial, aumento generalizado del espacio intercelular en las células basales y
suprabasales, pérdida de polaridad y organizacion celular basal, arquitectura verrugosa y extension

a lo largo de los conductos glandulares menores para reemplazar tejido normal [6,16].

Criterios histopatologicos para la displasia epitelial oral en funcion de caracteristicas organizacionales y

citologicas
Cambios arquitectonicos Perlas de queratina dentro de las crestas de la red
Estratificacion epitelial irregular Pérdida de la cohesion de las células epiteliales
Pérdida de polaridad en las células basales Cambios citologicos
Crestas reticulares en forma de gota Valoracioén anormal en el tamafio nuclear
Aumento del mimero de figuras mitoticas Valoracioén anormal en el tamaiio de las células
Mitosis anormalmente superficiales Valoracion anormal en la forma de la célula
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Queratinizacion prematura en células individuales Aumento de la relacion niicleo-citoplasma

Cambios organizativos Figuras mitéticas atipicas
Aumento de nimero y tamafio de los nucleolos Hiperplasia de células basales
Hipercromasia Pleomorfismo celular y nuclear
Arquitectura verrugosa o papilar Disqueratosis/queratinizacion prematura
Hiperplasia exofitica o endofitica voluminosa Células con citoplasma vitreo

Hiperqueratosis con atrofia epitelial

Tabla 3. Caracteristicas organizacionales y citologicas de la DEO [16, 24]

No se debe confundir el concepto de displasia oral epitelial (DEO) de la atipia epitelial reactiva,
pudiendo ser un LPO con atipia reactiva o un DEO que presenta una respuesta linfocitica. La

presencia de papilomatosis y atipia citologica puede indicar que la lesion no es un LPO [24].

El liquen plano es un grupo heterogéneo de lesiones con un fenotipo clinico reconocible, pero cuya
histopatologia puede ser similar a otras patologias como la DEO por lo que hace que sea dificil
determinarlo como lesion potencialmente maligna. Las queratosis friccionales y facticias pueden

mostrar atipia epitelial reactiva que puede llegar a confundirse con DEO [24].

2.1.  Clasificacion de la displasia:

Existen varios sistemas de clasificacion para la displasia oral, aunque los mas comunes son el
sistema de la OMS y el sistema de Ljubljana. El sistema de la OMS se basa en la gravedad de la
displasia, que se divide en tres categorias: leve, moderada y severa. Esta clasificacion se basa en
la presencia de anormalidades citoldgicas, alteraciones de la arquitectura y/o la diferenciacion
celular, y la presencia o ausencia de mitosis atipicas. También se utiliza la categoria

"indeterminada" para las lesiones que no se pueden evaluar claramente [12].
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Imagen 1: Clasificacion de la displasia en relacion con la OMS en 2005. Tomada con
permiso de: Warnakulasuriya S, Reibel J, Bouguot J, Dabelsteen E. Oral epithelial dysplasia

classification systems: predictive value, utility, weaknesses and scope for improvement. [16]

Figura 1: Epitelio escamoso mostrando queratosis, hiperplasia del estrato espinoso y
aumento del compartimento de maduracion sin cambios en la arquitectura. No se

observa atipia celular. Grado: sin displasia.

Figura 2: Epitelio escamoso mostrando aumento de células basales (hiperplasia de
células basales) como unico cambio en la arquitectura. No se observa atipia celular.

Grado: sin displasia.
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Figura 3: Se observan cambios arquitecturales en el tercio inferior del epitelio. Se

presenta una leve atipia celular. Grado: displasia leve.

Figura 4: Los cambios arquitecturales se extienden aproximadamente hasta el tercio

inferior del epitelio escamoso. La atipia celular es leve. Grado: displasia leve.

Figura 5: Los cambios arquitecturales se extienden hasta el tercio medio. La atipia

celular es moderada. Grado: displasia moderada.

Figura 6: Los cambios arquitecturales se extienden hasta el tercio medio del epitelio.

La atipia celular es moderada. Grado: displasia moderada.

Figura 7: Los cambios arquitecturales se extienden hasta el tercio superior del epitelio.

La atipia celular es marcada. Grado: displasia severa.

Figura 8: Los cambios arquitecturales se extienden hasta el tercio superior del epitelio.

La atipia celular es marcada. Grado: displasia severa.

Figura 9: Los cambios arquitecturales son graves y se extienden hasta el tercio superior

del epitelio. Sin embargo, la atipia celular es moderada. Grado: displasia moderada.

Figura 10: Los cambios arquitecturales se extienden hasta el tercio medio del epitelio
v constituirian una displasia moderada, pero debido a la marcada atipia se actualiza a

displasia severa. Grado: displasia severa.

Figura 11: La arquitectura se extiende hasta el tercio medio del epitelio, pero debido a

la marcada atipia celular, se actualiza a displasia severa. Grado: displasia severa.

Figura 12: Los cambios arquitecturales se extienden hasta casi el grosor completo del

epitelio y se observa una marcada atipia celular. Grado: carcinoma in situ.

Figura 13: La interfaz irregular entre el epitelio y el tejido conectivo con proyecciones

puntiagudas del epitelio indica una invasion temprana.

Figuras 14-16: Islotes epiteliales posiblemente separados del epitelio de superficie
indican un carcinoma invasor temprano. Puede ser necesario realizar secciones

seriadas para confirmar la invasion

-20 -



Por otro lado, el sistema de Ljubljana se basa en la presencia o ausencia de caracteristicas
citoldgicas y morfologicas especificas. Este sistema identifica cuatro categorias: hiperplasia sin
atipia, displasia leve, moderada y severa. Ademas, el sistema de Ljubljana también incluye una
categoria adicional de "sospechoso de malignidad" para lesiones que tienen caracteristicas de

carcinoma in situ pero que no cumplen con todos los criterios diagnosticos [26].

La clasificacion de la displasia ha pasado a un sistema binario, lo que significa que se ha restringido
el diagnodstico a displasia de alto y bajo grado. El uso de dos grados resulta atractivo para los
clinicos, ya que facilita la interpretacion de la patologia y aumenta la probabilidad de acuerdo entre
patologos. Kujan et al. (2006) proponen un sistema binario que segrega la displasia oral en grupos
de alto y bajo grado, dividiendo el grado moderado entre ellos basandose en el nimero de cambios
arquitectonicos y citologicos observados. El alto grado muestra al menos cuatro caracteristicas

arquitectonicas y cinco citologicas, y los de bajo grado tienen menos cambios microscopicos [27].

Imagen 2: Casos representativos entre la clasificacion de displasia epitelial de OMS del 2005
versus la propuesta de clasificacion binaria propuesta por Kujan et al. 2006. Tomada con
permiso de: Odell E, Kujan O, Warnakulasuriya S, Sloan P. Oral epithelial dysplasia:
Recognition, grading and clinical significance. [15]
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(a) Displasia epitelial leve (grado bajo) en la mucosa bucal. Se observan pequerias
celulas basales que dan lugar a células con citoplasma eosinofilico abundante, sin
atipia, lo que produce principalmente un patron arquitectonico o diferenciado de

displasia. Hay una respuesta inmune liquenoide presente.

(b) Biopsia de la mucosa bucal mostrando acantosis, leve atipia citologica y respuesta
inmune liquenoide, clasificado como displasia moderada (grado bajo), un patron

principalmente arquitectonico, pero con alguna leve atipia adicional.

(c) Mucosa bucal mostrando procesos de rete bulbosos alargados y atrofia supra-
papilar, con moderada atipia citologica y paraqueratosis, pero en general, una
maduracion razonablemente conservada, clasificado como displasia moderada (grado

alto).

(d) Biopsia de la mucosa del suelo de la boca mostrando marcada atipia citologica, alta
cantidad de figuras mitoticas y paraqueratosis, clasificado como displasia epitelial

grave (grado alto).

A pesar de que el uso de dos grados resulta atractivo para los clinicos, proporciona menos
informacion y se pierde informacion importante. En 2017, la OMS incluy® el sistema binario con

la advertencia de que se recomendaba una mayor validacion [15, 22].

3. Displasia epitelial oral con caracteristicas liquenoides

La displasia oral liquenoide es un término introducido por Krutchkoff y Eisenberg en el 1985.
Estos autores proponen una displasia con caracteristicas liquenoides que presentan un bajo riesgo
de malignizacién sobre un 1%. Una de las caracteristicas displasicas son las células basales

prominentes con caracteristicas liquenoides [2,3, 28].

CRITERIOS DE KRUTCHKOFF Y EISENBER

Hiperqueratosis o paraqueratosis

Diagnostico verificado con pruebas histopatologicas Clavijas de rete con dientes de sierra

que presenten al menos dos de las 4 caracteristicas Infiltrado superficial de linfocitos

Licuacion de células basales
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Caracteristicas clinicas de la transformacion
debidamente descritas. Datos como edad, sexo

o o localizacion y descripcion clinica de la lesion.
Historia y seguimiento

Seguimiento adecuado de la transformacion de minimo
dos afios con los cambios de las caracteristicas clinicas

debidamente registrados.

Documentar habitos tabaquicos para ayudar a
. distinguir entre transformaciones malignas y un
Exposicion al tabaco )
carcinoma que aparece de manera casual en un

paciente con LPO.

Tabla 4. Criterios de la displasia oral liquenoide, Krutchkoff'y Eisenberg 1985 [3, 28].

En este tipo de displasia se presenta una pérdida de heterocigosidad que se asocia a un riesgo
aumentado de cancer. En un estudio de Rock et al. de 2018 se compara la tasa de progresion
maligna en 10 afios entre mucositis liquenoide de bajo grado, mucositis liquenoides sin displasia
y displasia sin lesiones liquenoides. Los resultados no difirieron significativamente en ninguno de

los grupos [29].

Las principales diferencias surgieron de los factores de riesgo, la localizacion de las lesiones y las
caracteristicas de la displasia, si eran de alto o bajo riesgo. Pero no en si presentaban caracteristicas
liquenoides. Se observé que las células basales prominentes podia ser una caracteristica asociada
a la carcinogénesis. Sin embargo, era importante reconocer que la displasia epitelial con
caracteristicas liquenoides o el liquen plano presentaban una mayor probabilidad de desarrollar

displasia en comparacion con la mucosa normal [29].

La inflamacion presente en las lesiones del LPO pueden provocar caracteristicas histologicas
similares a la displasia, provocando que sea mas dificil su distincion. Ademas, existen otras
patologias con las que se solapan las caracteristicas histoldgicas liquenoides, como son el lupus

eritematoso, la leucoplasia, la eritroleucoplasia y la leucoplasia verrugosa proliferativa [3].

Los factores de riesgo para desarrollar cancer son variados dependiendo de los estudios analizados,
y se determina que pacientes con Liquen plano cutdneo tienen 1,2 veces mayor riesgo de
desarrollar cancer, al igual que las pacientes con enfermedad injerto contra huésped tienen mayores
probabilidades de desarrollar cancer oral [3]. Ademas de los factores mencionados, el consumo

de ciclosporinas o azatioprinas, el consumo de alcohol y tabaco, la presentacion clinica de la lesion,
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asi como el contenido de ADN y la pérdida de heterocigosidad, también se han asociado con un

mayor riesgo de desarrollo de la enfermedad [3].

Imagen 3: Caracteristicas liquenoides o displasicas en el liquen plano oral (LPO). Tomada
con permiso de: Patil S, Rao RS, Sanketh DS, Warnakulasuriya S. Lichenoid dysplasia

revisited - evidence from a review of Indian archives. [30]

(4) LPO con un infiltrado linfocitico en el corium superior, en forma de banda; (B)
Caracteristicas "atipicas" en el liquen plano oral con acantosis del epitelio e
infiltrado menos densamente compacto; (C) Centro germinal en el LPO con
apariencia liquenoide; (D) Infiltrado linfocitico que se extiende a la parte mas
profunda del corium, una caracteristica de la lesion liquenoide oral; (E &F) Displasia

epitelial en el LPO.
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Actualmente no hay suficiente evidencia cientifica como para determinar si la displasia oral
liquenoide es una entidad histologica distinta o un continuo por el cual las lesiones inflamatorias
liquenoides como LPO acaban desarrollando caracteristicas displasicas. En un estudio donde se
examinaron los genes mediante secuenciacion de ARN, expresion génica diferencial,
enriquecimiento funcional y estimacion fenotipica de células inmunitarias se determind que hay
una expresion mayor de genes relacionados con procesos inflamatorios en displasia oral liquenoide
y liquen plano oral que en displasia epitelial oral (DEO), demostrando que la displasia oral
liquenoide no es una entidad patologica distinta, ya que su perfil transcriptomico e
inmunofenotipico es similar a LPO y distinto a DEO. Seglin este estudio, la displasia oral
liquenoide representa una lesion liquenoide oral con atipia epitelial histologica derivada del

infiltrado inflamatorio asociado [2].
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Obietivo del estudio

El objetivo principal de este estudio es el de esclarecer las proteinas desreguladas en muestras de
en I) pacientes con leucoplasias displasicas, II) liquen plano oral y III) displasia epitelial con
caracteristicas liquenoides utilizando la adquisicion de ventana secuencial de todos los espectros
de masas teoricos (SWATH-MS) para cuantificar proteinas del perfil protedémico de las muestras.
El objetivo es obtener una comprension mas profunda de los mecanismos moleculares que
conducen al desarrollo de la displasia y determinar si la displasia es un factor de exclusion del

liquen plano oral.

Por otra parte, los objetivos secundarios de este estudio son los siguientes: en primer lugar, realizar
un analisis cualitativo del perfil protedmico de las muestras con el fin de obtener una comprension
detallada de la composicion proteica presente en estas lesiones. En segundo lugar, llevar a cabo un
andlisis cuantitativo para identificar las proteinas especificas que se expresan de manera
significativa y cuantificar su abundancia relativa en cada muestra, lo que permitira establecer
diferencias y patrones protedmicos entre los diferentes tipos de lesiones. Ademas, se busca evaluar
la correlacion molecular predominante entre las lesiones liquenoides con displasia, el liquen plano
oral y la displasia epitelial oral. Por ultimo, se pretende resaltar la importancia de identificar la
displasia epitelial en las lesiones del espectro liquenoide debido a su relacién con lesiones
displasicas con potencial maligno, lo que permitira guiar de manera mas precisa el seguimiento y

control del potencial carcinogénico de estas lesiones.
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Material v métodos

Las biopsias utilizadas en este estudio fueron obtenidas de: el Biobanco del Hospital Clinico
Universitario de Santiago de Compostela (CHUS), Espafia (PT17/0015/0002), el cual forma parte
de la Red Nacional de Biobancos de Espaia, y también de la Unidad de Medicina Bucal del
Servicio de Clinica Dental de la Universidad del Pais Vasco (UPV/EHU). El estudio se realizo de
acuerdo con la declaracion de Helsinki y fue aprobado por los Comités Eticos de Investigacion
Clinica (CEIC) de Galicia (Espana) con el nimero de aprobacion 2019/271. Todos los
participantes (Espafia) dieron su consentimiento informado por escrito antes de su inclusion en el

estudio.

Este estudio se realizd como un estudio de casos y controles que incluy6 16 muestras de tejido
oral. El Grupo 1 consistio en 5 biopsias de tejido oral con diagnostico de liquen plano. El Grupo 2
estuvo conformado por 5 biopsias de individuos con lesiones de leucoplasia con displasia.
Finalmente, el Grupo 3 estuvo compuesto por 6 biopsias de pacientes con enfermedad liquenoide
oral con displasia. Todas las muestras de tejido oral fueron previamente fijados en formol y
embebidos en parafina (FFPE), siguiendo los procedimientos habituales del laboratorio del
Departamento de Patologia del CHUS. Las muestras permanecieron en el biorepositorio de
protedmica del IDIS. En cuanto al andlisis de histopatologia. Los patologos estaban ciegos ante
los resultados clinicos de cada caso cuando se realizd el examen histoloégico. Dos patdlogos
expertos en patologia oral (JM.A.U y M.S.P.) realizaron sus evaluaciones de manera
independiente el uno del otro. Se realizd una evaluacion histologica basada en los cambios
arquitectonicos y citologicos que se describieron en el sistema binario [27]. El diagnostico
definitivo de los casos se alcanzdé mediante una evaluacion de consenso. Para comparar la
concordancia entre los patdlogos individuales, se calcularon los valores de K no ponderados y
ponderados para cada par de observadores. Los valores de kappa estadisticos sin ponderar y
ponderados para el sistema de dos resultaron idénticos. Se observo una variabilidad en el acuerdo

porcentual entre los examinadores, que oscil6 entre el 75.2.7% y el 90.2%.

Se siguieron las pautas de STROBE en este estudio (von Elm et al., 2008). Todos los
procedimientos se realizaron de acuerdo con la Declaracion de Helsinki de 1964 y sus enmiendas

posteriores.
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Todos los pacientes se sometieron a una anamnesis, evaluacion clinica y a una biopsia incisional
de la lesion. Los datos recogidos incluian: sexo, edad, consumo de tabaco y alcohol, edad en el
momento de la biopsia, presentacion clinica de la lesion, diagnostico histologico y localizacion de

la lesion.

1. Criterios de inclusion y exclusion

La seleccion de las biopsias se realizé en funcion de: pacientes que presentaban lesiones con liquen
plano oral con confirmacion histopatologica, pacientes que presentaban leucoplasias con presencia
de displasia confirmada histologicamente independientemente del grado de esta, y, pacientes que
presentaban liquen plano oral ya sea clinico o histologico y ademas presentaban displasia

confirmada histologicamente independientemente del grado de esta.

2. Recoleccidon de muestras

2.1. Procesamiento inicial de muestras

Todas las muestras se encontraban fijadas e incluidas en parafina de acuerdo con procedimiento
estandar, que consta de los siguientes pasos: fijacion en formol tamponado al 10%, generalmente
por un maximo de 24 horas, seguida de deshidrataciéon mediante inmersion en una serie gradual
creciente de alcohol etilico (EtOH), e inclusion en un bloque de parafina. Tras el procesamiento
de la muestra para la realizacion del diagnostico clinico pertinente, el bloque de parafina restante

se almacena en su correspondiente biorepositorio.

Previo al andlisis protedmico es necesario extraer las proteinas de las muestras parafinadas. Para
ello se empled una técnica previamente optimizada por el grupo, basada en la utilizacion de agua
como agente desparafinante [31]. Brevemente, la manipulacion de la muestra se realiz6 dentro de
microtubos Eppendorf de 1,5 mL en los que se introducen las 3-5 secciones de 10 um de espesor
de bloques de parafina, previamente pesadas en una balanza de precision. La secuencia de seguida

para el desparafinado con agua es la que sigue:

1) Se les afiade a las muestras parafinadas 400 pl de agua milli-Q precalentada a una

temperatura de 90-95 °C, y se deben incubar durante un periodo de 2-3 minutos a una
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2)

3)

temperatura constante de 95°C. Durante este proceso, es importante mantener una agitacion
constante de 500-600 rpm utilizando un Thermomixer (Eppendorf, Alemania). Este
proceso de incubacion se repite tres veces.

Se elimina esta agua y se aiaden nuevamente 400 pl de agua milli-Q esta vez a temperatura
ambiente

Las muestras se congelan a -20°C para ayudar a romper el tejido.

2.1.1. Extraccion de proteinas

El protocolo se desarroll6 de la siguiente manera [32, 33]:

1y
2)

3)
4)
)

6)

Se descongela la muestra desparafinada y se elimina el agua con la micropipeta.

Se incuba la muestra con 150 pL de buffer (20 mM Tris-HCI1 pH 8.8, 2% SDS (Serva,
Alemania), 200 mM DTT (Sigma-Aldrich, USA), 200 mM glicina (Sigma-Aldrich, USA),
1% de CHAPS (Sigma-Aldrich, USA) y un coctel inhibidor de proteasas (Roche
Diagnostics, Suiza)) a 100°C durante 20 minutos, seguida de 2 horas a 60°C.

La muestra se sonica durante 30 minutos (Branson Ultrasonics, CT, USA).

Se vuelve a congelar a -20°C durante 12 horas.

Al dia siguiente se vuelve a descongelar y se procede a la disgregacion del tejido en ayuda
de un TissueLyser (Qiagen, Alemania) mediante agitacion en frio a alta velocidad durante
3 minutos en microtubos Eppendorf de 2 mL conteniendo bolas de acero inoxidable.

Por ultimo, se centrifugan durante 20 minutos a 14.000 rpm a 4°C, y se recoge el

sobrenadante (proteinas) conservandolo a -20°C hasta su utilizacion.

2.2.  Cuantificacion de proteinas

Para determinar la concentracidon de proteinas en disolucion obtenida tras la aplicacion de los

protocolos de desparafinado y extraccion de proteinas, se utilizé el kit comercial Bio-Rad RCDC

Protein Assay (Bio-Rad, USA), esta prueba colorimétrica es muy similar a la cldsica prueba de

Lowry [34].
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2.3. Digestion en-gel: Preconcentracion en geles monodimensionales

Se usaron geles SDS-PAGE, para concentrar las muestras en una unica banda de unos 3-4 mm de
espesor, justo después del “stacking”. Concretamente se usaron geles al 10% de acrilamida con
1.5M de Tris-Base pH 8.8, SDS (Sigma-Aldrich, USA) al 10%, APS (Sigma-Aldrich, USA) al
10% y 1% TEMED (Bio-Rad, USA). Se carg6 el volumen necesario de muestra en cada caso para
tener una concentracion de 100 pg de proteina. Las proteinas se diluyeron en tampon de carga
“loading-buffer” (25% de Tris-Base a 0.5 M, 0.4% de SDS con pH 6.8, 20% de glicerol, 0.2% de
2-B-mercaptoetanol y 0.001% de azul de bromofenol (Merck, Alemania), tras haberlas hervido
previamente durante 5 minutos. La electroforesis se realizé a una intensidad constante de 40 A en
tampon de electroforesis “running buffer” (3 g/L de Tris-Base, 14.4 g/L de glicina y 0.96 g/L de
SDS), utilizando el sistema Mini-PROTEAN® Precast Gels (Bio-Rad, USA). Una vez que el frente
de migracion penetra aproximadamente 3-4 mm en el “resolving”, se detiene la electroforesis y se
tifen los geles con el reactivo QC-Colloidal Coomassie (Bio-Rad, USA) siguiendo las
indicaciones del protocolo de méxima sensibilidad del propio fabricante. A continuacidn, se cortan
con un bisturi las bandas concentradas de las distintas muestras para su posterior digestion “in-

gel”. [35]

El protocolo de digestion seguido consta de los siguientes pasos: los fragmentos de gel se lavaron
3 veces con una disolucion 50 mM de NH4HCO3 (Sigma-Aldrich, USA) y 50% de MeOH
(Scharlau, Espafa) y se mantuvieron en agitacion (400-500 rpm) durante 10 minutos. Las proteinas
se deshidrataron mediante la adicion de ACN durante 10 minutos en agitacion y, posteriormente,
se secaron a vacio usando el equipo de secado al vacio SpeedVac (Thermo Scientific, USA). A
continuacion, se llevo a cabo la reduccion de las proteinas con DTT 50 mM en 10 mM en
NH4HCO3, durante 30 minutos a 56 °C y manteniéndolas en agitacion. Se repitieron los 3
primeros pasos, (lavados, deshidratacion y secado de la muestra) y se realiz6 la alquilacion de los
grupos tiol (SH) libres con IAA 55 mM en 50 mM NH4HCO3 durante 20 minutos en oscuridad.
Por ultimo, tras realizar nuevamente los lavados y llevar las muestras a sequedad, se afiadi6 una
disolucion de tripsina a 20 ng/puL en 20 mM de NH4HCO3 (Promega, USA). Las muestras se
cubrieron con el doble de solucion de 20 mM de NH4HCO3 y se incubaron toda la noche a 37 °C
y en agitacion. Al dia siguiente, se realizé la extraccion de los péptidos mediante 3 incubaciones

de 20 minutos con 60% ACN y 0.5% de HCOOH en agitacion (600 rpm). Tras cada incubacion,
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se recogio el sobrenadante (péptidos) y se depositd en un tubo limpio donde se secé a vacio durante

2 horas. Se mantuvo en congelacion a -20 °C hasta su posterior utilizacion [36].

2.4. LC-MS/MS

Los andlisis de espectrometria de masas fueron realizados empleando un equipo Triple TOF 6600
(Sciex, USA), que permite realizar tanto un analisis cualitativo (en modo DDA-Data-dependent
acquisition) como cuantitativo, a través del método de adquisicion recientemente desarrollado
SWATH™ (En modo DIA-data-independent acquisition) (Sciex, USA). Acoplado al equipo de
masas se us6 un nanoHPLC, Eksigent Technologies nanoL.C 400 (Sciex, USA). Los péptidos se
separan segun su hidrofobicidad, en funcidn de su interaccion entre el recubrimiento quimico de
la denominada fase estacionaria (la columna) y el solvente orgénico (fase mévil) que pasa a través
de la columna. La muestra en disolucion es inyectada y transportada en la fase movil acuosa a
través del sistema, una vez en la columna el sistema realiza un gradiente donde se va reduciendo
la fase movil acuosa y se va incrementando la fase movil organica, lo que permite que los péptidos

avancen con distinta velocidad en funcion de su afinidad por cada una de las fases.

2.5. Cromatografia liquida

Las mezclas peptidicas se suspendieron en 20 puL de una disolucion compuesta por 0.1% (v/v)
HCOOH en agua con ayuda de sonicacion. En este caso, se us6 la pre-columna YMC-TRIART
C18 (YMC Technologies, Teknokroma, Espafia) 5 x 0.5 mm, 3 mm de tamafio de particula y 120
A de tamafio de poro, que estd conectada en linea con la columna analitica, que es una columna de
fase reversa, de silica, Eksigent CI8CL 150 x 0.30 mm, 3 mm de tamaifio de particula y 120 A de
tamano de poro (Eksigent, ABSciex). La bomba de carga “loading pump” suministré una
disolucion de HCOOH al 0.1% en agua a 10 uL/min. La microbomba “micro-pump”, que es la
que permite que podamos realizar un gradiente entre la fase A y B, proporciono6 una velocidad de
flujo de 5 pL/min, en condiciones de elucion en gradiente, utilizando HCOOH al 0.1% (v/v) en
agua como fase movil A, y 4cido formico al 0.1% en ACN como fase movil B. Los péptidos se
separaron usando un gradiente de 90 minutos en el caso de los andlisis cualitativos y un gradiente
de 40 minutos en caso de los analisis cuantitativos. Estos gradientes se realizan incrementando, en

ambos casos, el % de fase movil B desde un 2% a un 98%, para favorecer la elucion de todos los
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péptidos, desde los mas hidrofilicos a los mas hidrofobicos. El volumen de inyeccion fue en todos

los casos de 4 puL (aprox 4 pg).

2.6. Meétodo cualitativo (Analisis DDA)

La adquisicion de datos se realizé en un sistema Triple-TOF 6600 (Sciex, USA) usando un flujo
de trabajo dependiente de datos (DDA). Usando el software Analyst TF 1.7.1 (Sciex, USA). Las
condiciones de las fuentes e interfaces que se usaron son las siguientes: voltaje flotante del spray
de iones (ISVF) de 5500V, cortina de gas (CUR) de 25, energia de colision (CES) de 10 y gas de
la fuente de iones 1 (GS1) de 25. Los criterios de seleccion de iones se establecieron en aquellos
que presentaban un cociente masa/carga (m/z) mayor que 350 y menor que 1400 con estados de
carga de entre +2 y +5, una tolerancia de masa de 250 ppm y un umbral de abundancia de més de

200 cps. Los iones diana del analisis anterior se eliminan cada 15 segundos.

2.7. Meétodo Cuantitativo SWATH™ (Analisis DIA)

Para realizar un SWATH es necesaria la construccion previa de una libreria espectral de MS/MS;
este proceso se realiza generalmente a partir de mezclas peptidicas para cada grupo de muestras
experimentales (tipo de trastorno oral potencial maligno), y procesando estas muestras mediante

un método de adquisicion dependiente de datos (DDA) usando la tecnologia micro-LC-MS/MS.

Una vez que los pooles e proteinas de cada TOPM se analizan con el método DDA, este método
es igual en caracteristicas al descrito para el anélisis cualitativo, salvo que el tiempo en el que se
realiza la elucion de los péptidos es inferior 40 minutos, se puede usar uno de los archivos para

generar el método SWATH™.

Es proceso implica los siguientes pasos. En primer lugar, es necesario abrir los archivos obtenidos
previamente (pooles) con el programa PeakView™ (Sciex, USA), en formato MS/MS, para
valorar el nimero y la calidad de los MS/MS (fragmentos de los péptidos) que tenemos en cada
uno de ellos y seleccionar aquel en el que haya mayor nimero y sean de mejor calidad, para poder
crear el método a partir del mismo. Una vez seleccionado el archivo con mayor nimero de MS/MS,
éste se abre en modo TIC (“Total ion Chromatogram” o modo cromatograma de iones) y se
selecciona el cromatograma completo entre 350 y 1400 Da. El programa PeakView™, genera una

tabla con cada uno de los valores de masa/carga y la intensidad de los picos del archivo
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seleccionado para crear el método; por lo tanto, se seleccionan estos datos y se exportan como un
archivo de texto (txt.). A continuaciéon, se abre el archivo “SWATH™ Variable Window
Calculator” (Sciex, USA) para generar las ventanas necesarias con el objetivo de crear el método
de busqueda SWATH™. Una vez calculadas las ventanas, para finalizar con la creacion del
método, es necesario ir al programa Analyst TF 1.7.1 (Sciex, USA). Una vez que el método esta
creado, se procesaron las muestras individualmente para realizar la cuantificacion mediante una

busqueda masiva de las proteinas identificadas en la biblioteca.

El método creado para el analisis cuantitativo de las muestras en el “SWATH™ Variable Window
Calculator” consta de las siguientes caracteristicas: el numero de ventanas (“Target Number
Windows”) es de 100 (todas ellas son ventanas cruzadas); el limite minimo de m/z (“Lower m/z
limit”) es 400, mientras que el maximo (“Upper m/z limit”) es 1250; el nimero de veces que se
repite cada ventana (“Round bin edges to X figures”) es 1; el tamafio de ventana (“Minimun

Window Width”) es de 3 Da; por ultimo, el CES es de 5.

3. Analisis
3.1.  Analisis bioinformatico

3.1.1. Meétodo cualitativo

Después de la adquisicion de los MS/MS, los archivos se procesaron con el software ProteinPilot™
5.0.1 (Sciex, USA) usando los algoritmos: Paragon™, para la busqueda en la base de datos, y
Progroup™, para la agrupacion de los datos. Como fuente de busqueda se empleo la base de datos
Uniprot especifica de humano (Human Reviewed (Swiss-Prot) Database, con 49980 entradas). La
tasa de falsos positivos (FDR, False Discovery Rate) se obtuvo mediante un ajuste no lineal que

considera correctamente identificadas aquellas proteinas que presentan una tasa de FDR < 1%.

3.1.2. Meétodo cuantitativo relativo via SWATH™

Una vez que las muestras han sido analizadas con el método SWATH™ en el espectrometro de
masas, el andlisis cuantitativo se realizd con dos programas: PeakView™ y MarkerView™. Las
muestras se analizaron utilizando el enfoque DIA para llegar a una cuantificacion relativa. Se

procesaron 4 pl de cada muestra usando el gradiente LC-MS y LC para construir la biblioteca
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espectral. El método para obtener una cuantificacion relativa consistio en repetir ciclos. Cada ciclo
se realizd mediante la adquisicion de 65 escaneos TOF MS/MS (400 a 1500 m/z, modo de alta
sensibilidad, tiempo de adquisicion de 50 ms) de ventanas de aislamiento de precursores
secuenciales que se cruzan de ancho variable (superposicion de 1 m/z) que cubren los 400 a un
rango de masas de 1250 m/z con un escaneo TOF MS previo para cada ciclo. El tiempo de ciclo
total para cada ejecucion durd 6,3 s. La variabilidad en términos de ancho se optimizé de acuerdo

con la densidad de iones determinada por las ejecuciones de DDA.

3.2. Analisis estadistico

Las variables continuas con distribucién normal certificadas con la prueba de Kolmogoérov-
Smirnov se expresaron como media + desviacion estdndar. Mientras que las variables categoricas
se reportaron con porcentajes. Es decir, las variables cuantitativas en multiples muestras
independientes se estudiaron mediante la prueba t de Student o la U de Mann-Whitney y la prueba
de Kruskal-Wallis sobre la base de las distribuciones gaussianas o no gaussianas. El método
elegido para la seleccion del modelo fue el criterio de informacién de Akaike (AIC) para evitar
efectos de colinealidad. El procedimiento de seleccidon se repitié utilizando el criterio de
informacion bayesiano para certificar que las covariables seleccionadas fueron las mismas del

método AIC.

La extraccion de picos se realizd con SWATH Acquisition2.0 MicroApp (Sciex, Framingham,
MA, EE. UU.). Los péptidos con una puntuacion de confianza superior al 99% se incluyeron en la
biblioteca espectral DDA. Se calcul6 la tasa de descubrimiento falso para cada péptido y se uso el
1% como punto de corte para la inclusion. Los cambios de pliegue (FC) en la expresion de
proteinas se definieron como proporciones medianas de espectros significativamente coincidentes
con cada proteina con sefiales informadas en todas las muestras. Se consideraron para el analisis
aquellas proteinas que en la cuantificacion presentaban una p < .05 y con un FC ratio > 2. En la
cuantificacion de proteinas, se usaron técnicas de analisis de componentes principales y analisis

discriminante de minimos cuadrados parciales ortogonales.

Para el andlisis exploratorio de la relacion entre las muestras, se realizd6 un agrupamiento
jerarquico. Antes del agrupamiento, las lecturas se transformaron en log2, se normalizaron por

cuantiles y se filtraron a las 100 proteinas principales mediante su dispersion ajustada a la mediana.
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El analisis de expresion diferencial se realizo utilizando el paquete R Bioconductor EdgeR con la
funcion de filtrado independiente habilitada para filtrar proteinas con recuentos normalizados
medios bajos. También se us6 el programa de analisis estadistico GraphPad Prism 8.0 Software
(La Jolla, CA, USA) para obtener los graficos denominados volcano plots que representan las

proteinas significativas de cada grupo analizado, asi como diagramas de Venn.

3.3.  Analisis funcional

Para llevar a cabo el analisis funcional, utilizamos el programa STRING (https://string-db.org),

el cual nos permiti6 investigar las interacciones entre las proteinas identificadas.
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Resultados

1. Participantes del estudio

N° Biopsia
Sexo

Fecha
nacimiento
Tabaco
Alcohol
Edad en el
momento de la
biopsia
Presentacion
clinica

Diagnostico
histologico

Localizacion

1
Hombre

16.10.57

No
No

60

LPO erosivo

Liquen plano
erosivo con
presencia de
estructuras
fungicas
Lateral de la
lengua

LIQUEN PLANO
2 3
Mujer Hombre
08.09.59 19.12.72
Si No
No No
57 43

LPO atroéfico

Estomatitis
liquenoide
compatible con
liquen plano

Mucosa yugal
izquierda

LPO reticular

Estomatitis
liquenoide
compatible con
liquen plano

Encia tercer
cuadrante

4
Mujer

26.09.50

No
No

66

LPO reticular

Estomatitis
liquenoide
compatible con
liquen plano

Mucosa yugal
izquierda

Tabla 5. Caracteristicas de las biopsias de liquen plano oral

N° Biopsia
Sexo

Fecha
nacimiento
Tabaco
Alcohol
Edad en el
momento de
la biopsia
Presentacion
clinica

Diagnostico
histologico

1
Mujer

14.06.43

73

Leucoplasia
verrugosa
proliferativa
Displasia
epitelial de bajo
grado

DISPLASIA
2 3
Hombre Mujer
16.12.58 30.06.30
Si Si
No No
59 85
Leucoplasia Leucoplasia
Displasia Dl.s pla.lsw .
o epitelial de bajo
epitelial de alto
grado

grado

-36 -

4
Hombre

17.10.48

Exfumador

67

Leucoplasia

Displasia
epitelial de bajo
grado

5
Mujer

01.05.50
No
No

65

LPO erosivo

Estomatitis
liquenoide
compatible con
liquen plano

Mucosa yugal
derecha

5
Mujer

02.09.59
No

58

Leucoplasia

Displasia
epitelial de alto
grado



Borde lateral
derecho de
lengua

Borde lateral
derecho de
lengua

Borde lateral
derecho de
lengua

Borde lateral de
la lengua de
region anterior

Lesion gingivo-

Localizacion  labial

Tabla 6. Caracteristicas de las biopsias que presentan displasia epitelial oral.

ENFERMEDAD LIQUENOIDE ORAL CON DISPLASIA

N° Biopsia 1 2 3 4 5 6
Sexo Mujer Mujer Mujer Mujer Mujer Mujer
Fecha
ec. q 29.07.65 08.02.47 01.10.47 03.01.44 05.03.51 19.06.65
nacimiento
Tabaco No No No No No No
Alcohol No Si No No No Si
Edad en el
momento de 54 74 72 71 69 57
la biopsia
Liquen Liquen Liquen Liquen
Presentacion d Liquen plano 4 plano oral Reaccion 4
lini plano oral oral erosivo plano oral reticular liquenoide plano oral
AT reticular d ’ €rosivo
Diagnéstico Di.spla.lsia Di.spla.lsia Di.sple.lsia Di.spla.lsia Di.spla.lsia Di.spla.lsia
histolooi epitelial de | epitelial de epitelial de epitelial de | epitelial de epitelial de
e bajo grado | bajo grado bajo grado bajo grado | bajo grado alto grado
Mucosa yuge}l Mucosa Borde
, derecha, encia Borde lateral
Y Encia . yugal lateral o
Localizacion . vestibular y Jet N Mucosa yugal | izquierdo de
vestibular izquierda izquierdo
mucosa lengua
. de lengua
palatina.

Tabla 7. Caracteristicas de las biopsias con enfermedad liquenoide oral con displasia

2. Analisis protedmico

El anélisis SWATH permitio la identificacion de 366 proteinas. La informacion recopilada en esta
biblioteca, incluyendo el tiempo de retencion, MS y MSMS de todos los péptidos en cada proteina,
fue utilizada para llevar a cabo el analisis SWATH. Ademas, se realizaron analisis de componentes
principales (PCA) y andlisis discriminante parcial por minimos cuadrados (OPLS-DA) para

normalizar los datos, como se menciono anteriormente.
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Se realizaron un total de tres comparaciones entre: (I) displasia frente el liquen plano oral, (II)
enfermedad liquenoide con displasia frente la displasia y (III) enfermedad liquenoide oral con
displasia frente el liquen plano oral. En la comparacion I, se encontraron 7 proteinas expresadas
de manera diferencial (p < 0,05) en displasia en comparacion con el liquen plano, estos datos se
muestran en la Tabla 8. En la comparacion 11, 15 proteinas (Tabla 9) y en la III comparacion 12

(Tabla 10).

La comparativa se representa mediante un diagrama de Venn de las proteinas obtenidas mediante
el analisis del SWATH para los distintos grupos de estudio. Los resultados revelaron un total de
460 proteinas comunes en los tres grupos. Ademas, se identificaron 63 proteinas comunes entre el
LPO y la enfermedad liquenoide oral con displasia, 22 proteinas comunes entre el LPO y la

displasia, y 38 proteinas comunes entre la displasia y la enfermedad liquenoide oral con displasia.

Displasia LPO
Liquenoide

37

DEO

Imagen 2. Representacion mediante un diagrama de Venn de las proteinas comunes y

diferenciales para los distintos grupos.

Displasia versus Liquen plano oral

N° Identificacion Nombre Grupo Fold Change p-Value
QINZT1 CALLS Calmodulin-like protein 5 T3 ,67147217 0,04209727
P59666 DEF3 Neutrophil defensin 3 T3,09105 131 0,00842083
P25398 RS12 408 ribosomal protein S12 T2,93569729 0,02597155
P00338 LDHA L-lactate dehydrogenase A chain T2,32 144942 0,04992188
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Heat shock cognate 71 kDa

P11142 HSP7C ) T1,28830496 0,01192167
protein

P84085 ARF5 ADP-ribosylation factor 5 l0,3495862 0,00075849

P00326 ADHIG Alcohol dehydrogenase 1C l0,26437046 0,04394936

Tabla 8. Proteinas desreguladas con diferencia significativa presentes en la displasia epitelial oral frente al
liquen plano oral.

Después del analisis estadistico, se realizd un analisis de agrupamiento mediante un Heat Map.

2 0 2
Row Z-Score

P11142
P00338
P59666
P25398
QINZTH

P00326

4[

P84085

o © ~ < ) < [T}
[a] a o 3 a 8 8
4 4

Imagen 3. Representacion de las proteinas desreguladas mediante un HeatMap entre la displasia y el liquen

LPO13
LPO20
LPO24

plano oral. Solo se representan las proteinas expresadas de manera significativamente diferente (>2 fold y p
<0.05). Las columnas representan cada biopsia y las filas representan las proteinas individuales. Las
intensidades de expresion de las proteinas se transformaron mediante logaritmo en base 10y se muestran como

colores desde rojo hasta verde.
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Imagen 4. Grdfico de tipo volcano plot para representar las proteinas expresadas con una diferencia

significativa entre la displasia y el liquen plano oral. Las proteinas que muestran una expresion significativa

se situan por encima de la linea de puntos y se destacan en color azul Aquellas proteinas que estin

sobreexpresadas se encuentran en el lado derecho del grafico, mientras que las proteinas subexpresadas se

localizan en el lado izquierdo

Enfermedad liquenoide con displasia versus Displasia

Identi]j\i:acio'n Nombre Grupo Fold Change  p-Value
P61626 LYSC Lysozyme C T2,23616748 0,02995364
P00326 ADHIG Alcohol dehydrogenase 1C T2,07432141 0,04838922
P05141 ADT2  ADP/ATP translocase 2 i0,74633286 0,04118929
P10809 CH60 60 kDa heat shock protein, mitochondrial i0,643544 15 0,03738072
P38117 ETFB  Electron transfer flavoprotein subunit beta i0,549232 14 0,04157306
P12109 CO6A1 Collagen alpha-1(VI) chain i0,46216011 0,01475636
P62241 RS8 40S ribosomal protein S8 i0,42185334 0,03000387
P02452 CO1A1 Collagen alpha-1(I) chain i0,3 8784874 0,02816793
P08123 CO1A2 Collagen alpha-2(I) chain l0,3 8653382 0,01888723
P12111-4 CO6A3 Isoform 4 of Collagen alpha-3(VI) chain i0,3 8347873 0,03240337
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P02461 CO3A1 Collagen alpha-1(III) chain i0,34185937 0,03449829
095154 ARK73  Aflatoxin Bl aldehyde reductase member 3 l0,2997 3751 0,00665579
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta,
P11177 ODPB ) ) i0,27361952 0,03263667
mitochondrial
P13646 K1C13  Keratin, type I cytoskeletal 13 l0,25060011 0,04208985
QIUBG3 CRNN  Cornulin l0,23320355 0,04169095

Tabla 9. Proteinas desreguladas con diferencia significativa presentes en la enfermedad liquenoide oral con

displasia frente a la displasia.

i

2 0 2
Row ZScore

| L

P08123
P02452
|: P12109
P02461
P11177
095154
P12111.
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P62241
P38117
P10809
P05141
P13646
P00326
P61626
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Imagen 5. Representacion de las proteinas desreguladas mediante un HeatMap entre la enfermedad liquenoide

LPD10
LPD22
LPD23
LPD25

oral con displasia y la displasia. Solo se representan las proteinas expresadas de manera significativamente

diferente (>2 fold y p <0.05). Las columnas representan cada biopsia y las filas representan las proteinas

individuales. Las intensidades de expresion de las proteinas se transformaron mediante logaritmo en base 10y

se muestran como colores desde rojo hasta verde.
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Imagen 6. Grdfico de tipo volcano plot para representar las proteinas expresadas con una diferencia

significativa entre la enfermedad liquenoide con displasia y la displasia. Las proteinas que muestran una

expresion significativa se situan por encima de la linea de puntos y se destacan en color azul. Aquellas proteinas

que estan sobreexpresadas se encuentran en el lado derecho del grafico, mientras que las proteinas

subexpresadas se localizan en el lado izquierdo

Enfermedad liquenoide con displasia versus Liquen plano oral

N° Nombre Grupo Fold Change  p-Value
Identificacion
Q04695 KI1C17  Keratin, type I cytoskeletal 17 T4,12849854 0,04412299
Q15181 IPYR  Inorganic pyrophosphatase T 1,69227691 0,04495249
P07305 H10 Histone H1.0 l0,39785195 0,04483651
QI9POMO6 H2AW  Core histone macro-H2A.2 l0,33362575 0,01433688
P05062 ALDOB Fructose-bisphosphate aldolase B i0,3 1700307 0,01734892
Q01082 SPTB2  Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1 i 0,24513964 0,00284372
Q13423 NNTM  NAD(P) transhydrogenase, mitochondrial l0,243 1749  0,02073683
30838 AL3AL Aldehyde dehydrogenase, dimeric NADP- l 024294871 0,0489639
preferring
Q9UBG3 CRNN  Cornulin l0,13685878 0,01632886
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QI9UBC9 SPRR3  Small proline-rich protein 3 iO,l 1421431 0,03458425

P13646 KI1C13  Keratin, type I cytoskeletal 13 l0,0966017 0,02680421

P19013 K2C4  Keratin, type II cytoskeletal 4 i0,04528017 0,03048403

Tabla 10. Proteinas desreguladas con diferencia significativa presentes en la enfermedad liquenoide oral con

displasia frente al liquen plano oral.

L

2 0 2
Row Z-Score
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Imagen 7. Representacion de las proteinas desreguladas mediante un HeatMap entre la enfermedad liquenoide

LPO4
LPO5

LPD10
LPD22
LPD23
LPD25
LPO13
LP020
LPO24

oral con displasia y el liquen plano oral. Solo se representan las proteinas expresadas de manera
significativamente diferente (>2 fold y p <0.05). Las columnas representan cada biopsia y las filas representan
las proteinas individuales. Las intensidades de expresion de las proteinas se transformaron mediante logaritmo

en base 10y se muestran como colores desde rojo hasta verde.
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Enfermedad liquenoide con displasia to Liquen plano

6x10° - !
|
|
> |
2 ax100- |
g ]
3 !
2 .SPI‘BZ |
- K1C13. [ ) _
A K2C4@ szm A H10 : eIPYR ,chn p= 0.05

i

0 T 1 1 ] L] 1 1

6 -4 2 (1} 2 4 6

Log2 FC

Imagen 8. Grdfico de tipo volcano plot para representar las proteinas expresadas con una diferencia
significativa entre la enfermedad liquenoide oral con displasia y el liquen plano oral. Las proteinas que
muestran una expresion significativa se situan por encima de la linea de puntos y se destacan en color azul.
Aquellas proteinas que estan sobreexpresadas se encuentran en el lado derecho del grafico, mientras que las

proteinas subexpresadas se localizan en el lado izquierdo
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Imagen 9. Whisker plot del cambio porcentual basado en la cuantificacion DIA. Las cajas
muestran los cambios en la concentracion de KRT17, LYSC, CALLS5 y CRNN en cada uno de
los tres grupos. Las barras de error superiores indican el percentil 90, y las barras de error

inferiores representan el percentil 10, mientras que la linea central representa la mediana.

3. Analisis PCA

Los resultados obtenidos fueron ademas confirmados por el anélisis PCA (imagen). En el PCA,
los dos primeros componentes principales (PC) explicaron el 93,3% de la variacion total, siendo

el componente principal 1 (PC1) el 83.1% y el componente principal 2 (PC2) el 10.2%.

Scores for PC1 (82.1 %) versus PC2 (10.2 %), Sart | No Scaling

M Displasia
M Enfermedad liguenoide oral con displasia
2600 + M Liguen plano oral

2400 A

2200

PC2 Score

200

-200 4

-400 -

-600 4

-800 A

-1000

-1200 1

-1400 4

-1600 A

3000 4000 5000
PC1 Score

Imagen 1. Analisis de Componentes Principales en biopsias de tejido oral humano de diferentes tipos de

lesiones (Displasia, LPO y Enfermedad liquenoide oral con displasia)
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4. Vias biologicas y funciones moleculares de las proteinas

desreguladas

Analizamos las funciones moleculares y las implicaciones biologicas para poder comprender la
importancia de estas proteinas diferenciales y su posible implicacion en la fisiopatologia de la

enfermedad.

A través del STRING, llevamos a cabo un andlisis de enriquecimiento funcional de las proteinas
expresadas de manera diferencial en las diferentes comparaciones del estudio. En el anélisis entre
LPO y enfermedad liquenoide oral con displasia, se observd un mayor porcentaje de proteinas
relacionadas con la union a 4cidos nucleicos, la unién a nucleotidos, los ribosomas y la iniciacion

de la traduccidn.

En cambio, en el andlisis entre la enfermedad liquenoide oral con displasia y la displasia epitelial
canodnica se observo un mayor porcentaje de proteinas relacionadas con la estructura y funcion del

tejido muscular, especialmente en el contexto del musculo estriado.
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Imagen 10. Analisis de enriquecimiento funcional realizado con STRING para las proteinas
obtenidas de manera diferencial y significativa en: A) LPO frente enfermedad liquenoide

oral con displasia. B) Displasia frente enfermedad liquenoide oral con displasia.
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Discusion

En la actualidad, existe una falta de consenso significativa entre los investigadores sobre si la
presencia de displasia en el liquen plano debe considerarse un criterio de exclusion en el
diagnéstico y clasificacion de esta enfermedad. Esta discrepancia plantea interrogantes y destaca
la necesidad de abordar y debatir esta cuestion para lograr una mayor claridad en la evaluacion
clinica y el manejo del liquen plano con displasia. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
en su ultimo consenso, ha decidido no incluir la displasia como un criterio de exclusion para el
diagnostico de LPO [12]. Esta posicion sugiere que la presencia de displasia no necesariamente
esta relacionada con un mayor riesgo de transformacion maligna en pacientes con LPO. Krutchkoff
y Eisenberg, establecen una nueva entidad para definir las lesiones con patologia liquenoide que
también presentan caracteristicas displasicas acufiando el término de displasia liquenoide oral para
justificar la baja tasa de malignizacion del LPO [28]. La evidencia histologica de caracteristicas
liquenoides en biopsias de DEO y COCE es relativamente comun, con un 20-30% de las lesiones
mostrando caracteristicas inflamatorias [37]. Para estos autores la presencia de caracteristicas
liquenoides no descarta un diagnéstico final de DEO. Esto estd de acuerdo con la definicion
original de Krutchkoff, a pesar de que el desafortunado término “displasia liquenoide™ para
describirlo, enfatizando que "e! determinante crucial que permite separar la DEO del LPO es la
presencia aditiva en la primera de caracteristicas displasicas dentro del epitelio que la

recubre"[28].

Por otro lado, algunos expertos, como Farah et al. y Van der Meji et al., argumentan que la displasia
puede estar presente en algunos casos de LPO y que deberia considerarse como un criterio de
exclusion [2, 13]. Estos expertos sostienen que la identificacion de displasia en las lesiones de

LPO es fundamental, ya que podria indicar un mayor riesgo de transformacion maligna.

Sin embargo, Gonzalez Moles et al. proponen una perspectiva diferente, afirmando que la displasia
no debe ser considerada como un criterio de exclusion para el diagnostico de LPO y que su
presencia no aumenta el riesgo de transformacion maligna [14]. Estos autores sugieren que la
displasia podria ser una respuesta inflamatoria crénica en el epitelio oral y no necesariamente

indicativa de malignidad.

- 48 -



Ademas, la Asociacion Americana de Patologia Oral y Maxilofacial (AAOPM) en su ultimo
consenso establece que la presencia de displasia debe ser un criterio de exclusion para el
diagnostico de LPO, y recomienda la evaluacion histopatologica de las lesiones de LPO en busca
de displasia y otras caracteristicas histopatologicas [5]. Esta postura respalda la idea de que la

displasia puede ser un indicador importante en la evaluacion y el manejo de los pacientes con LPO.

La principal pregunta que se plantea en este estudio es si la presencia de displasia es un factor de
exclusion del LPO o si, por el contrario, la displasia puede estar involucrada en los mecanismos

moleculares que conducen al desarrollo de esta condicion.

Para el mejor de nuestros conocimientos, este es el primer estudio que evalta el perfil molecular
protedmico comparativo y las vias moleculares asociadas del LPO, enfermedad liquenoide con
displasia y DEO, junto con una rigurosa evaluacion clinica y patologica de las lesiones,
centrandose en la entidad controvertida de la enfermedad liquenoide con displasia. En este estudio
de protedmica en tejidos orales, se investigo la similitud entre tres tipos de lesiones: leucoplasia
displasica, liquen plano sin displasia y displasia oral con caracteristicas liquenoides. El enfoque
proteomico utilizado en este estudio proporciona una oportunidad para obtener informacion
detallada sobre las proteinas desreguladas en las muestras. La cuantificacion de estas proteinas
podria arrojar luz sobre los mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo de la displasia

y contribuir a una mejor comprension de esta condicion.

En primer lugar, observamos similitudes significativas en los perfiles proteémicos de las
leucoplasias displasicas y las lesiones de displasia oral con caracteristicas liquenoides. Estos
resultados respaldan la nocién de que estas lesiones comparten mecanismos moleculares
subyacentes y podrian representar una manifestacion clinica y patoldgica similar en el espectro de
las enfermedades orales potencialmente malignas. Estos hallazgos proporcionan una nueva
perspectiva sobre las relaciones entre los diferentes tipos de lesiones orales y resaltan la

importancia de considerar la displasia en el diagnostico y manejo clinico del liquen plano oral.

Los resultados obtenidos en el andlisis de enriquecimiento funcional entre el LPO y la enfermedad
liquenoide oral con displasia se pueden observar proteinas relacionadas con distintos procesos
bioldgicos principalmente relacionados con la sintesis de proteinas y la regulacion de la expresion
génica. Estas vias pueden conllevar a la alteracion de la traduccion de proteinas, la regulacion

anomala de genes especificos y la desregulacion de la sintesis y procesamiento del ARN [38].
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Cambios en la actividad de los ribosomas y en los procesos de iniciacion de la traduccion pueden
influir en la produccion de proteinas relacionadas con el mantenimiento de la homeostasis celular,
el control del crecimiento y diferenciacion de los tejidos. Cambios en la unioén de los acidos
nucleicos o del ARN pueden afectar la estabilidad y funcion de los ARN mensajeros. Esto puede
provocar cambios en la expresion de los genes y en la forma en que las células responden a las

senales del entorno y a la respuesta celular [38].

Por otra parte, al observar los resultados obtenidos con el andlisis de enriquecimiento funcional
entre la displasia y la enfermedad liquenoide oral con displasia son proteinas relacionadas con el
tejido muscular, mas concretamente, con tejido muscular estriado. También destacan proteinas
relacionas con el estrato corneo que hacen referencia a la capa de proteinas que se forma en la
superficie de ciertos tejidos como la piel, podria indicar posibles alteraciones en la diferenciacion
y maduracion de las células epiteliales. Estudios previos donde se analizaron los genes presentes
en mucosa oral normal, liquen sin displasia y lesiones liquenoides con displasia revelan que existen
genes sobreexpresados en lesiones liquenoides con displasia relacionados con la contraccién

muscular y con el citoesqueleto de actina [39].

De acuerdo con la informaciéon previamente expuesta, y habiendo observado un numero
significativamente mayor de proteinas comunes entre LPO y la enfermedad liquenoide oral, existe
una fuerte indicacion de que el liquen plano podria tener la capacidad de desarrollar displasia, por
lo que se sugiere no considerar esta como un criterio de exclusion. Encontramos también que
algunas lesiones de displasia oral exhibian caracteristicas tipicas de liquen plano, lo que indica que
la presencia de displasia no debe descartar la posibilidad de un diagnostico concurrente de liquen
plano oral. Estos hallazgos tienen implicaciones clinicas importantes, ya que destacan la necesidad
de considerar tanto la presencia de displasia como las caracteristicas clinicas y patologicas del
liquen plano al evaluar y diagnosticar las lesiones orales. Estos hallazgos estan respaldados por
estudios previos que han demostrado que tanto el liquen plano oral como la displasia oral
comparten cambios moleculares similares, como la sobreexpresion de citocinas proinflamatorias
y la activacion de vias de sefializacion inflamatorias, incluida la via del factor nuclear kappa B

(NF-xB) [40].

Ademas, nuestros resultados respaldan la interpretacion de la displasia oral con caracteristicas
liquenoides como una entidad distinta. La similitud en los perfiles protedmicos entre las

leucoplasias displasicas y las lesiones de displasia oral con caracteristicas liquenoides, en contraste
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con las caracteristicas protedmicas del liquen plano sin displasia, sugiere que estas lesiones
representan subgrupos diferenciados dentro del espectro de las enfermedades orales. Esta
distincion es importante para un enfoque de tratamiento y seguimiento mas adecuado, ya que la
presencia de caracteristicas liquenoides en la displasia oral puede tener implicaciones clinicas y
pronosticas diferentes a las lesiones de liquen plano sin displasia. El uso de estas designaciones
indicaria hallazgos histoldgicos importantes para el clinico, quien a su vez debe correlacionarlos
con la presentacion clinica y tomar decisiones de manejo terapéutico apropiadas. La clasificacion
de Krutchkoff de las lesiones liquenoides por desgracia tuvo en cuenta consideraciones clinicas, a
pesar de reconocer que "si los diagnosticos no son confiables, las conclusiones posteriores sobre

el comportamiento, tratamiento o pronostico de las lesiones en cuestion tienen poco o ningun

valor"[28].

Estudios anteriores han identificado cambios en la expresion de diversas proteinas en las
leucoplasias displésicas, como p53, cyclina D1 y Bcel-2, que estan involucradas en la regulacion
del ciclo celular y la apoptosis [39]. Ademas, se ha informado sobre la sobreexpresion de proteinas
relacionadas con la inflamacion y la respuesta inmune en las lesiones de displasia oral con
caracteristicas liquenoides, como interleucina-6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
[8]. Estas similitudes en los perfiles protedmicos respaldan la hipdtesis de que la displasia oral con
caracteristicas liquenoides puede ser una variante dentro del espectro de las leucoplasias
displasicas. Por otro lado, existe evidencia de que la pérdida de heterocigosidad (LOH) en 9p21,
3p o 17p en lesiones premalignas puede estratificar las lesiones en aquellas de bajo riesgo y alto
riesgo de transformacion maligna. Cuando se investigoé la LOH en condiciones liquenoides, solo
el 6% de LPO mostr6 LOH en comparacion con la displasia leve (40%) y la hiperplasia (14%).
Sin embargo, OLD (identificado por Zhang et al. como lesiones con displasia epitelial, asi como
caracteristicas liquenoides destacadas) mostrd una tasa aiin mas alta de LOH que la OED clasica

(54%) [41].

Sin embargo, es importante destacar que este estudio tiene limitaciones y desafios inherentes. La
complejidad de los perfiles protedmicos, la variabilidad interindividual y la necesidad de validar
los hallazgos en cohortes mas grandes son aspectos que deben abordarse. Los resultados obtenidos
podrian tener implicaciones clinicas significativas al proporcionar una mejor comprension de los
mecanismos moleculares subyacentes y permitir una evaluacion mas precisa del riesgo de

transformacion maligna en pacientes con LPO.
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En conclusion, este estudio de protedmica en tejidos proporciona una evidencia solida de una
relacion mas estrecha entre las leucoplasias con displasia y la displasia oral con caracteristicas
liquenoides. Nuestros hallazgos respaldan la idea de que la displasia no debe ser un criterio de
exclusion para el diagnostico del liquen plano oral y destacan la importancia de interpretar la
displasia oral con caracteristicas liquenoides como una entidad clinica y patoldgica distinta. Estos
resultados tienen implicaciones significativas para la practica clinica, al subrayar la necesidad de
una evaluacion integral de las caracteristicas clinicas, patologicas y moleculares al diagnosticar y

abordar las lesiones orales.

Conclusiones

1. El estudio protedmico cualitativo nos permite obtener informacion detallada sobre la
composicion proteica de las biopsias analizadas.

2. El estudio protedmico cuantitativo nos permite obtener ademas de la identificacion de las
proteinas, cuantificar su abundancia relativa en cada muestra.

3. El conjunto de datos obtenidos en el presente estudio permite asociar la displasia oral con
caracteristicas liquenoides a la displasia epitelial oral canonica en mayor medida que al
liquen plano con ausencia de displasia a nivel histopatolégico.

4. Los resultados resaltan la relevancia de la identificacion de la displasia epitelial en las
lesiones del espectro liquenoide por su relacion molecular con las lesiones displésicas
con potencial maligno. Esta caracterizacion permitira guiar su seguimiento en aras de
controlar su potencial carcinogénico de una manera mas precisa.

5. Desde un punto de vista molecular protedmico no se deberia tomar la existencia de
displasia epitelial como un criterio de exclusion para el diagnostico histopatologico del

liquen plano
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