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RESUMEN

Introduccion: La Hiperplasia Epitelial Multifocal (HEMF) se debe al virus de papiloma
humano (VPH 13 y 32). Con mayor frecuencia se presenta en nifios y mujeres.
Caracterizada por lesiones no dolorosas, de coloracién blanquecina o semejante a
mucosa. El indice de proliferacion celular (IPC)se mide por inmunohistoquimica (IHQ)
en lesiones por VPH y permite conocer el mecanismo de la enfermedad y su
asociaciéon con otras entidades patoloégicas. Objetivo: Determinar el IPC por medio
de IHQ con Ki-67 de la HEMF en pacientes de SEDENA y Clinica Orocentro de la
Facultad de Odontologia de la UAEMex. Metodologia: Estudio transversal
retrospectivo de 57 bloques y laminillas con diagnéstico clinico-patolégico de HEMF.
El calculo de IPC se llevd a cabo mediante microscopio Optico considerando
positividad leve, moderada o severa. El analisis estadistico se hizo con Chi cuadrado,
tomando como valor de P<0.05, mediante el paquete estadistico Stata SE 11.0 para
Windows. Resultados: La HEMF es mas frecuente en menores de 19 afios y mujeres.
Se confirma que en nifos y mujeres las lesiones se localizan con mayor frecuencia en
mucosa de revestimiento y en hombres, en mucosa especializada. La positividad a Ki-
67 se observa en los estratos basal e intermedio en el 49.12% de los casos. Se apoya
el argumento de que Ki-67 es util en la deteccion y prediccion del nivel proliferativo de
las células, sin embargo, la sobreexpresion en HEMF no esta clara y requiere mayor
estudio para su uso en patologia bucal. Conclusiones: La incidencia de HEMF es
mas frecuente en presentacion de lesiones multiples en nifios y mujeres, que suelen
presentarse en hombres en el dorso lingual y mujeres en el labio inferior. Aunque la

HEMF es una patologia benigna, existe un alto IPC en la HEMF.



1. INTRODUCCION

La Hiperplasia Epitelial Multifocal, o Enfermedad de Heck, fue descrita por primera vez
por Archad y colaboradores en 1965, quienes estudiaron lesiones orales en mucosa
de 19 nifios indios Navajos. Actualmente se sabe que la HEFM es una patologia
benigna, proliferativa, caracterizada por presentar lesiones nodulares y sésiles no
dolorosas, de coloracién blanquecina o similar a la mucosa en que se localizan. Se
asocia con los subtipos 13 y 32 del Virus de Papiloma Humano (VPH), predominante
en género femenino, adolescentes, nifios y grupos étnicos de esquimales e indios del
centro y sur de América.'

Clinicamente las manifestaciones nodulares, sésiles y delimitadas pueden irde 3 a 10
mm, que en coalescencia alteran la funcionalidad y estética de labios, carrillos, lengua,
encias y paladar.®

Histolégicamente se aprecia acantosis, hiperqueratosis y elongacion de las crestas
interpapilares, asi también, a través de métodos auxiliares de diagnostico por
inmunohistoquimica, se han identificado figuras mitosoides y células coilociticas, cuya
presencia confirma la infeccién por VPH, vinculado ademas con el desarrollo de
diferentes enfermedades de la mucosa oral tanto benignas como malignas.>®

En estas ultimas, la utilizacion de inmunomarcadores como Ki-67 cumplen una funcion
importante en el control del ciclo celular y proliferacion.”®

El recuento celular es una herramienta importante en el estudio de poblacién celular,
como medio de diagnostico, ya que permite optimizar la velocidad en el conteo,
localizacion y curso de las células en evaluacion. Asi, la identificacion del indice de
proliferacion de estas proteinas a través de inmunohistoquimica (IHQ) contribuye a la
mejora en el diagndstico y tratamiento de lesiones causadas por VPH, el conocimiento
del mecanismo de la enfermedad, su asociacién con otras entidades patolégicas y la
deteccion precoz de las mismas. 01

El objetivo de esta investigacion fue determinar el indice de proliferacion celular de la
HEMF por medio de inmunohistoquimica con Ki-67 en los pacientes de la clinica
Orocentro de la Facultad de Odontologia y del laboratorio de histopatologia SEDENA
de 2006 a 2019.



2. ANTECEDENTES

En el afio de 1983 Gerdes y Scholzen'? identificaron una proteina asociada a la
proliferacion celular, especialmente presente en las fases G1, Sy G2, es decir, activas,
pero ausente en las de reposo (G0), caracteristica que le ha valido para ser utilizado
como biomarcador y auxiliar en areas de investigacién y diagnéstico. Su nombre
proviene de la combinacion de la primera letra de Kiel, su ciudad de origen y el numero
original del clon 96. Se encontré que el anticuerpo ki-67 tenia un patron de tincion muy
particular, presente en todas las células proliferativas, lo que lo convertia en un
excelente auxiliar para determinar el crecimiento en un segmento celular, ademas de
que ninguna otra proteina habia mostrado un patrén de expresion celular regulada en
el proceso de proliferacion.'3-15

Anos mas tarde, en 1989 Nishizaki'® utilizo el antigeno Ki-67 para estudiar la relacion
entre la aneuploidia del DNA en el IPC de gliomas de 48 cerebros humanos, logrando
asi identificar a aquellos con caracteristicas histolégicas de malignidad. Entre 1990 y
1995 se utilizé para evaluar la respuesta de mujeres a la quimioterapia asi como el
crecimiento del cancer de mama. Por su parte, Slymen'” y colaboradores introdujeron
el indice de Ki-67 como factor predictivo e identificador de parametros de respuesta
de tratamiento en el linfoma de células gigantes. Debido a estos descubrimientos, en
1997 autores como Kushner'®, Ong’uti'® y Katou?°. Estudiaron la positividad de Ki-67
en enfermedades orales como la displasia epitelial, ameloblastomas y leiomioma
mandibular, lo cual confirmé su efectividad como herramienta de pronéstico, medio de
evaluacion de la agresividad de tumores, método de prediccion de supervivencia
postratamiento, asi como también para confirmar signos de malignidad y evaluar
opciones de tratamiento y recidivas.16-19 21-24

En Odontologia el uso de indices de proliferacion celular con antigeno Ki-67 se ha
utilizado mayormente en el area de patologia también como método predictivo y de
analisis. Las investigaciones en los ultimos 20 afos se han orientado al analisis del
patrén de expresion de biomarcadores como Ki-67. En entidades como el quiste
odontogénico calcificado, se encontré que el IPC de Ki-67 fue de 2.68% y que era

ligeramente mayor en el epitelio de los quistes de tipo no proliferativo en comparacion
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con los de apariencia de ameloblastoma y lesiones sin odontoma, que de igual manera
aunque no se encontraban manifestaciones clinicas de metastasis, si puede ser
potencialmente maligno.8: 122527

Mas recientemente, en 2015 Carredn y Cols.?® Utilizaron el antigeno Ki-67 para el
calculo de IPC de ameloblastomas, patologia en la cual se han hecho comparaciones
entre el conteo manual y automatico para medir el indice de proliferacion celular de
Ki-67 solo y con otras proteinas nucleares para medir la efectividad de cada una y
evaluaron las caracteristicas clinicas y la relacion de la expresion de las proteinas,
encontraron que no existe relacion entre ellas, sin embargo, es posible predecir la
agresividad de los tumores.??

De esta manera de 2016 a la fecha, en Odontologia, Ki-67 ha sido util como medio de
prediccion de recidivas de quistes, displasias y distintos tipos de carcinomas, en los
que se ha demostrado que estadisticamente existe una asociacion significativa entre
el indice de proliferacién celular y el grado del tumor, lo cual confirma los resultados
de investigaciones de afos anteriores acerca de que es posible identificar y predecir
el potencial de malignidad y recidiva si se utilizan en conjunto biomarcadores con

receptores transmembrana o de benignidad si se utiliza solo.”-29-33

Hiperplasia epitelial multifocal

La hiperplasia epitelial multifocal (HEMF), es una enfermedad de la mucosa oral,
asociada con los subtipos 13 y 32 del virus de papiloma humano (VPH). Se ha descrito
como una patologia benigna, asintomatica, proliferativa, con lesiones multiples de
caracter nodular y sésiles no dolorosas, de color blanquecino o similar a la mucosa en
que se localizan que tienden a degenerar por si solas con el tiempo. Su aparicion es
predominante en el género femenino, adolescentes, nifios y grupos étnicos de
esquimales e indios del centro y sur de América, raramente en personas de origen
africano o asiatico.’# 3435

Fue reconocida internacionalmente por Archad y colaboradores’ en 1965, quienes
estudiaron lesiones orales en mucosa de 19 nifios indios Navajos. Posteriormente, se

otorgd el homonimo de “Enfermedad de Heck” en atribucién al Dr. Heck, quien la



identifico en un paciente de Gallup, Nuevo México en 1961. Sin embargo, en los
ultimos anos se ha descrito como “Hiperplasia Epitelial Multifocal” debido a que este
término define de manera mas apropiada sus caracteristicas. En algunos estudios
realizados en América entre 1960 y 1956 se describié la presencia de verrugas
intraorales y lesiones papulomatosas en indios Katios y Caramantas en Colombia,
respectivamente. Mientras que en Guatemala se estudiaba la condicion papilomatosa
de las lesiones a través de biopsia para descartar que se tratara de una simple
verruga, asi también en 1964, en Venezuela se observaban las variaciones clinicas

de estas lesiones en la cavidad bucal.34:36

Etiologia

Posibles factores etioldgicos para la HEMF son la predisposicion genética, factores
ambientales, socioecondmicos y nutricionales. En paises como Brasil se estima como
la segunda patologia mas frecuente en la poblacién infantil y en México como una de

las mas comunes en algunas etnias del sur, como la maya y nahuatl.36-38

Clinica

Es la forma mas comun de virus de papiloma oral, del cual se distinguen dos tipos de
manifestaciones: papulonodular y papilomatosa. La primera, es la mas frecuente,
tiende a ser de coloracién rosacea, suave al tacto, frecuentemente localizada en
mucosa labial, bucal y comisuras. El segundo tipo se encuentra en zonas de mucosa
masticatoria, mayormente en encia adherida y lengua. Se reconocen lesiones de 1
hasta 10 mm de extension, que pueden variar en tamafo, numero y tiempo de
evolucion, segun la edad del paciente. Del mismo modo, puede experimentarse
coalescencia y con ello fomentar la aparicion de ulceras, erosiones y/o limitaciones en
la oclusién. Es importante mencionar también que la HEMF manifiesta muy baja

incidencia en zona de paladares, piso de boca, orofaringe y encias.37:3940



Fisiopatologia de la hiperplasia epitelial multifocal

El virus de papiloma humano pertenece a la familia de los Papoviridiae, incluida en los
papilomavirus. Se trata de un organismo pequefio, de estructura icosaédrica, con ADN
circular que infecta las células del epitelio basal y a la mucosa del epitelio escamoso.
En los seres humanos manifiesta su infeccion a través de la apariciéon de verrugas o
estructuras papilomatosas. Existen alrededor de 200 subtipos de VPH. A pesar de que
han sido vinculadas con distintos tipos de cancer, también se hallan subtipos
benignos, ejemplo de ello son el VPH13 y VPH32, asociados con el desarrollo de la
HEMF. En esta patologia, el VPH se distingue de otros tipos de virus porque no crece
en cultivos celulares, sino que se replica segun el grado de diferenciacion de los
queratinocitos, ademas de que carece de proteasas. Su patogenicidad inicia en la
capa basal de las células epiteliales, donde expresa proteinas capaces de replicar y
transcribir el ADN viral, provocando asi la hiperplasia epitelial. 4142

Los papilomavirus han coexistido con el ser humano por muchos anos, tal interaccion
ha permitido diversos cambios en su ADN a lo largo del tiempo. De todos los subtipos
conocidos, cinco géneros son VPH. En el caso de la HEMF, por métodos de analisis
por reaccidbn en cadena de polimerasa e hibridacibn se ha asociado mas
frecuentemente a los subtipos 13 y 32, considerados benignos. No obstante,
Niebriigge y colaboradores*® reportaron un caso de malignidad en enfermedad de
Heck vinculado al subtipo 24 en una mujer europea de 64 afios.*344

Un reporte de caso de HEMF en un paciente américo-africano se encontré que la
inmunosupresion podria ser causa del desarrollo de esta enfermedad, se observo
ademas que después de un trasplante de pulmén el paciente presentd papulas en
ambos labios y mucosa labial. El diagndstico se confirmé a través de la identificacion
de figuras mitosoides, nucleos pignoticos y vacuolizacién de los nucleos, es decir,
caracteristicas propias de la HEMF.4°

Las lesiones por HEMF tienden a desaparecer espontaneamente, sin embargo,
pueden permanecer por muchos afos y asi crear disfunciones en quien la padece,

ademas de ser antiestéticas y dependiendo del tamario y la localizacién, pueden ser



dolorosas. Por ello el tratamiento suele ser conservador, y clinico a través de escision
quirurgica y crioterapia

se establecen como tratamiento terapias como la escision quirurgica de las lesiones,
crioterapia, etc.46:47

El ciclo de infeccion de este papilomavirus depende de tres factores: la permeabilidad
celular, subtipo y estado inmunologico del huésped. A nivel celular depende
directamente de los queratinocitos, debido a que este microorganismo penetra las
capas supra basales del epitelio. Donde por transcripcion y represion viral de L1y L2,
el VPH evade la respuesta inmunologica del huésped y logra infectar. A su vez, con
la intervencion de las proteinas E6 y E7 que evitan la apoptosis de las células
epiteliales, promueve la transformacion del virus, al tiempo que bloquean la accion del

interferon 1, que también participa en la defensa contra el virus.46:48

Epidemiologia

La HEMF es una enfermedad que afecta principalmente a nifios, sin embargo, se
reportan pocos casos en adultos. Se relaciona con los subtipos 13 y 32 del VPH,
posible influencia genética y factores ambientales. Es una enfermedad benigna cuyas
lesiones generalmente desaparecen por si solas. Es frecuente en indios de Centro y
Suramérica, con incidencia mundial de cuatro infectados por cada 100 mil

habitantes. 1049

Patogenia

La hiperplasia epitelial multifocal se distingue por tener ciertas caracteristicas
histologicas distintivas, entre las que se incluye hiperplasia epitelial con
paraqueratosis y acantosis que envuelven la epidermis. A nivel celular, se observan
cambios citopatologicos como la degeneracién celular, hipercromasia, nucleos
multilobulados, halo perinuclear, fragmentacion nuclear y aparicion de los cuerpos
mitosoides.5%-%1

También es frecuente la aparicion de coilocitos en la capa superficial. Estas son

células con citoplasma claro y falta de nucleo, descritas por primera vez por J. Ernest



Ayre®, quien encontré que presentaban un halo mononuclelado o binucleado, poco
queratinizado e hipercromatico, posteriormente se descubrié que estas tienden a ser
células precancerosas y casi siempre estan asociadas con inflamaciones

cronicas.37:93.54

Diagnéstico y tratamiento

El diagndstico se realiza a través de exploracion clinica, analisis de la historia heredo-
familiar del paciente, estudio de factores socioecondmicos, conocimiento de la
ascendencia racial y condiciones de vida, no obstante, el método de primera eleccion
continua siendo la biopsia, ya que con esto se evaluan las caracteristicas nucleares e
histolégicas distintivas de la HEMF, tales como fusion en las crestas epiteliales,
hiperqueratosis y acantosis con preservacion normal en la maduracion de
queratinocitos, la presencia de figuras mitosoides y células coilociticas.>®

Debido a que es una enfermedad asintomatica y no tiende a malignidad, el tratamiento
de esta enfermedad generalmente es conservador, dependiendo de las condiciones
de las lesiones, puede ir de la extirpacion quirurgica, escision con laser, electro
cauterizacion o crioterapia y uso de agentes topicos como imiquimod, retinoides o

acido tricloroacético, aunque generalmente las lesiones desaparecen por si solas.%

Inmunohistoquimica y biomarcadores

La inmunohistoquimica es un método de diagndstico histopatoldgico, desarrollada por
Albert Coons y cols.>® ha sido utilizado para identificar la presencia y el nivel especifico
de proteinas celulares que simplifica y complementa el diagnéstico histomorfoldgico.
Este procedimiento consiste en aplicar anticuerpos especificos marcados con
isotiocianato de fluorescencia, que se unen a la proteina de interés. Después de
determinado tiempo se lava, de manera que queden solamente los anticuerpos que
se unieron a la proteina aplicada, ocasionando un cambio de color en la muestra, lo
que permitira revelar no solamente si la proteina buscada esta presente, sino que

también en qué cantidad se encuentra. Su uso principal es identificar proteinas
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tisulares, elementos inmunologicos y la localizacion de antigenos virales en células
infectadas o tumorales en lesiones cancerigenas.%%°

Se define como biomarcador a aquella proteina que tiene la capacidad de contribuir a
la identificacion de caracteristicas distintivas en una célula en particular para predecir
el riesgo de cancer o ayudar al desarrollo de un tratamiento o prediccion de respuesta
a un medicamento, por ello son muy utilizados en inmunohistoquimica.®®

La proteina Ki67 ha sido utilizada como inmunomarcador para la detecciéon de
proliferacion celular en tumores mediante técnicas de inmunohistoquimica. Esta
proteina ha demostrado tener una importante funcion en la regulacién del ciclo celular,
alcanzando su nivel maximo durante la mitosis. Ademas, se ha demostrado su valor
predictivo en la respuesta a quimioterapia y como diferenciador fenotipico en algunos
tipos de cancer.61:62

De esta manera, esta proteina funge como herramienta tanto en la prediccién, como
en el diagndstico y tratamiento de lesiones por VPH en distintas partes del cuerpo y
evaluar su expresion en células infectadas y también en la identificaciéon de patrones

anormales en el desarrollo celular.13.59.63

11



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo con la Clasificacion Internacional de Enfermedades de la Organizacion
Mundial de la salud en su 112 edicion, se define a la HEMF como la enfermedad
causada por una infeccion de la mucosa bucal por los subtipos 13 o 32 del virus de
papiloma humano, en la cual se presentan multiples papulas mucosas lisas que dan
a la mucosa un aspecto adoquinado. Especialmente frecuente en nifios indigenas del

continente americano, con incidencia reportada de hasta un 30%."64

Esta patologia se manifiesta con lesiones de tipo nodular o papilomatoso, de evolucién
lenta, generalmente de base sésil, no dolorosas, coloracion blanquecina o similar a la
mucosa de labios (mayormente en el inferior), carrillos, lengua y menos frecuente en
enciay paladar duro. La etiologia de esta enfermedad se relaciona con falta de higiene

oral, deficiencias nutricionales y factores genéticos y ambientales. .64

Los primeros estudios registraban que era una patologia de desarrollo exclusivo en
infantes, sin embargo, la evidencia sefala que puede presentarse en cualquier etapa
de la vida. Se estima como la segunda patologia mas frecuente en Brasil, mientras
que en Mexico, existen reportes de prevalencias de 0.53% y 0.75%. En
investigaciones mas recientes, se encontré que existe un alelo identificado como HLA-
drbi*0404, que predispone a la poblacion latina a desarrollar HEMF, lo que podria

explicar la alta prevalencia en paises latinoamericanos.'.37.65

Los inmunomarcadores han permitido identificar factores en el desarrollo de multiples
tipos de cancer, con frecuencia en los de mama, colon e intestinos. En la cavidad oral
la variabilidad es de 20-50% en la prevalencia reportada de carcinoma oral y de 10-
50% en displasia oral epitelial y etapas tempranas de carcinogénesis del epitelio oral,
ademas de que participan en la desregulacion de células en movimiento, control del

ciclo celular y apoptosis en caso de mutacion.18-20.26.28,66-68

De esta manera, la evidencia cientifica hasta hoy ha mostrado que el antigeno Ki-67
tiene importantes funciones en el mantenimiento del orden durante el ciclo celular,

diferenciacion y plasticidad gendmica, que se relacionan con signos de malignidad.
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Se reporta también que Ki-67 ademas, tiene la capacidad de expresarse en las fases

activas del ciclo celular, pero no en las fases de reposo.20:69
Por lo anterior, surgio la siguiente pregunta de investigacion:

¢Cual es el indice de proliferacién celular en la Hiperplasia Epitelial Multifocal

mediante Inmunohistoquimica utilizando el anticuerpo Ki-677?
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4. JUSTIFICACION

La Hiperplasia Epitelial Multifocal (HEMF), también conocida como enfermedad de
Heck, es una patologia exclusiva de la mucosa oral, cuyos primeros estudios se
realizaron en el continente americano, en los que se mostré la alta prevalencia de

estos en etnias de paises como México, Colombia y Venezuela.”®"!

Se localiza con predileccion en labios, carrillos, lengua, y con menor frecuencia en
encia y paladar duro, las lesiones son de lenta evolucion y el tamafo puede irde 1 a
10 mm. En coalescencia pueden formarse grandes placas en estas superficies, que a
su vez limitaran la oclusién o funciones como el habla o la masticacion, y que, al
permanecer en boca, se constituyen como un reservorio de bacterias y origen para

desarrollo de otras patologias.%372

Hasta ahora la prueba confirmatoria para esta enfermedad es a través de estudios
anatomopatolégicos por medio de biopsia, o que obliga a estudiar multiples
fragmentos de las lesiones. Por medio de inmunohistoquimica, se ha logrado agilizar
el diagnostico patologico de enfermedades de la cavidad oral. Método que no se ha
implementado para el analisis de HEMF, patologia benigna asociada directamente con
afecciones virales por Virus de Papiloma Humano, por lo que es muy importante
conocer con certeza sus caracteristicas clinicas y valores de proliferacion celular con
el antigeno Ki-67 para asi obtener un diagndstico certero y prevenir posibles

complicaciones o recidivas.”®74

A través del método de inmunohistoquimica con Ki-67 se puede identificar la presencia
y el nivel especifico de proteinas celulares, alteraciones ligadas con procesos de
proliferacion celular combinada con algun tipo de hiperplasia, por ello resulta util el
uso de biomarcadores en la deteccion de patologias, aparte de su uso ya identificado

como instrumento de prondstico y tratamiento de enfermedades.”®

La utilizacion de inmunomarcadores como la proteina Ki67 ha permitido identificar
distintos tipos de cancer, analizar su desarrollo e incluso predecir la efectividad del

tratamiento. Han sido implementados ademas en lesiones orales e infecciones por
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VPH, por ello, al realizar este estudio, se crey6 que al identificar estos elementos en
la Enfermedad de Heck, se lograria la mejora en el diagndstico y tratamiento de estas
lesiones, asi como también al conocimiento del mecanismo de la enfermedad, su
asociacion con otras entidades patoldgicas y la deteccion precoz de las mismas
mediante la obtencidén del indice de positividad celular a estos inmunomarcadores

presentes en la Enfermedad de Heck.5776

Se utilizé el método de conteo celular manual con el Software Imaged 1. 52A, del
National Institutes of Health, USA, donde se adapt6 una camara digital al microscopio
y una computadora personal. Entre las ventajas de este método se encuentra la
optimizacién del tiempo dedicado a la atencién del paciente e interpretacién de
resultados histopatolégicos, reduccion del estrés del patdlogo frente al microscopio,
reproducibilidad de resultados, utilizable en imagenes, ademas de ser un método

economico comparado con el conteo computarizado.”’

Cabe mencionar también que el indice de proliferacién celular con Ki-67 esta
directamente relacionado con el crecimiento celular, y conocerlo en la HEMF provee
una mejor vision acerca del patron de crecimiento de las lesiones, su susceptibilidad
a tratamientos farmacolégicos y quirurgicos. A su vez, permite al clinico establecer el

pronostico acuerdo con las caracteristicas del paciente.657879

A la fecha, con este estudio ya existe evidencia en México acerca de la HEMF con
estos elementos, lo cual, coloca a esta investigacidn como novedosa y generadora de

conocimiento en Odontologia.
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5. HIPOTESIS

De trabajo: El indice de proliferacion celular de la HEMF mediante inmunohistoquimica
con Ki-67 sera alto.

Nula: El indice de proliferacion celular de la HEMF mediante inmunohistoquimica con

Ki-67 no sera alto.
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6. OBJETIVOS

General:

e Determinar el indice de proliferacion celular con Ki-67 en la Hiperplasia Epitelial

Multifocal.
Especificos:

e I|dentificar el grupo de edad con mayor indice de proliferacion celular de la
HEMF por medio de inmunohistoquimica con Ki-67.

e Analizar si la localizacién de las lesiones influye en el indice de proliferacién
celular de la HEMF.

e Evaluar el indice de proliferacion celular por sexo en la HEMF por medio de
inmunohistoquimica con Ki-67.

e Describir en qué presentacion de HEMF (unica o multiple) el indice de

proliferacion celular es mayor por medio de inmunohistoquimica con Ki-67.
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7.

MATERIAL Y METODOS

7.1 Marco metodolégico

>
>

Diseno de estudio: Transversal retrospectivo

Universo: Bloques y laminillas producto de biopsias con diagndstico clinico-
histopatolégico de HEMF del laboratorio de Histopatologia de la Clinica
Orocentro de la UAEMex y del laboratorio de histopatologia SEDENA del
periodo de 2006 a 2019.

Muestra: 57 bloques y laminillas de 46 pacientes obtenidas mediante el
procedimiento de biopsia en cavidad oral.

Muestreo: Por conveniencia
Criterios de inclusion:

e Bloques y laminillas con registro de diagnéstico de HEMF
e Se incluyeron en el estudio bloques de parafina que contenian material
suficiente para realizar inmunohistoquimica
Criterios de exclusion:
e Bloques y laminillas con diagnéstico diferente a HEMF
e Bloques de parafina que no contaban con material suficiente para

realizar inmunohistoquimica
Criterios de eliminacion:

e Bloques que durante el procesamiento perdieron el tejido de estudio

e Casos que con la inmunohistoquimica no permitieron el analisis
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7.2 Operacionalizacion de variables

Tabla 1. Variable dependiente

Definicién Definicién Tipo de Escalade Unidad de
Variable conceptual Operacional variable medicion medida
1. Basal (+)
Indice de Medida de Medida que permite  Cualitativa 2. Basal- Cruces
proliferacion la velocidad  conocer el niumero nominal intermedio
celular del de células que se (++)
crecimiento  estan multiplicando 3. Basal-
de un enla HEMF a intermedio-
tumor, a través de superficial
mayor inmunohistoquimica (+++)
indice, con proteina Ki-67
mayor en laminillas con
divisién cortes histolégicos
celular.8° de HEMF
Tabla 2. Variables independientes
VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICADOR ESCALA UNIDAD
CONCEPTUAL OPERACIONAL DE DE
MEDICION MEDIDA
Edad Afos cumplidos Afos cumplidos que 1. 0-19 afios Cualitativa Nifios-
que tiene el tiene el paciente 2. Mayoresde 20 nominal adolescentes
paciente desde la desde la fecha de su afos Adultos
fecha de su nacimiento hasta el
nacimiento® momento de la
captura de datos y
elaboracion de la
historia clinica
expresado en
décadas
Sexo Condicion Condicion biologica 1. Hombre Cualitativa Hombre
organica, que identifica a una 2. Mujer dicotémica Mujer
masculino o persona como
femenina de los hombre o mujer
animales y las
plantas®
Localizacion Lugaren el que se  Lugar en el que se 1. Mucosa Cualitativa Mucosa
anatémica localiza un encuentran las especializada nominal especializada
elemento material®® lesiones 2. Mucosa de (dorso lingual)
revestimiento Mucosa de
revestimiento
(Comisura
labial, Mucosa
yugal, labio
inferior)
Presentacion de las Aspecto o Patréon y nimero en 1. Unica Cualitativa Unica
Lesiones caracteristicas de el que se presentan 2. Mdltiple nominal Multiple

un elemento®

las lesiones por
HEMF en el
paciente
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7.3 Material
Recursos humanos:

e Investigadores de la Facultad de Odontologia de la Universidad Auténoma del

Estado de México y de la Secretaria de la Defensa Nacional.
Recursos materiales:

e Microscopio con camara digital (VE-BC3 PLUS VELAB)

e Computadora (HP laptop Model 14-mb0008Ia)

e Bloques, laminillas y expedientes clinicos con diagnostico de HEMF procedente
de expedientes clinicos de la Clinica Orocentro de la Facultad de Odontologia
de la Universidad Auténoma del Estado de Meéxico y del laboratorio de
histopatologia de la Secretaria de la Defensa Nacional.

e Antigeno Ki-67 Clona MIB-1, dilucién 1:100 (Dako Corporation, Carpinteria CA,
USA).

7.4 Procedimiento

Técnica de Inmunohistoquimica

Se realiz6 en las instalaciones del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en
Odontologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad Auténoma del Estado
de México con el protocolo para el inmunomarcador Ki-67.

Se hizo la preparacion con H&E y posterior IHQ con antigeno Ki-67 Clona MIB-1,
dilucion 1:100 (Dako Corporation, Carpinteria CA, USA). Se hicieron cortes de 2mm
de espesor que posteriormente fueron montados en laminillas tratadas con poli-Lisina
y desparafinizados en estufa por 30 minutos a temperatura de 45°C. Una vez
terminado este proceso, las laminillas se colocaron en xilol por cinco minutos. Se
hidrataron los cortes histolégicos a concentraciones decrecientes de alcoholes (100%,
90%, 70% y 50%) y enjuagues con agua destilada. La recuperacion antigénica para

desenmascaramiento de los epitopos se hizo con citrato de sodio 10mM (pH 6.2) con
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olla de presion en microondas a potencia maxima (750 W), enfriado a temperatura
ambiente y enjuague con agua destilada.8®

Se bloquearon las peroxidasas endégenas con perdxido de hidrogeno al 0.9%,
lavadas con agua destilada y solucion salina amortiguada con solucidén salina de
fosfatos pH 7.4 (PBS). Finalmente se montaron las laminillas en placas con cubiertas
y se colocaran en bastidores para la realizacion de inmunohistoquimica por

capilaridad.®

Seleccidn de las imagenes

Una vez identificadas las laminillas incluidas en el estudio, se realiz6 la valoracion y
seleccion de areas representativas tomando como criterio las zonas de mayor
densidad de células positivas por patélogos bucales (V. H. T. R. y V. E. F. S.).
Posteriormente se procedid al conteo celular, en caso de discrepancias, el caso fue
reexaminado por un Patologo experto.

Estas areas se observaron en el microscopio con camara digital (VE-BC3 PLUS
VELAB, Co., USA) a objetivos 10x para obtener la totalidad de su superficie. Por medio
de microfotografia digital calibrada a milimetros se observé la superficie epitelial y se
obtuvieron de dos a cinco imagenes de cada laminilla con resolucion de 2592x1944
pixeles en formato jpg.

Como siguiente paso, se determin6 a través del conteo celular manual la actividad
proliferativa de positividad de Ki-67.8% Descrita como sigue:

1. Cada imagen se observo a objetivos 10x en microscopio con camara digital (VE-
BC3 PLUS VELAB, Co., USA) se obtuvieron de dos a cinco fotografias de cada caso.

2. Una vez tomadas las fotografias, se almacenaron en formato jpg. Y se importaron
al software ImagedJ. Con la funcion “lapiz” se hizo la delimitacion de estratos basal,

intermedio y superficial (Ver imagen 1).

3. Se hizo la delimitacion de los estratos basal (Imagen 2) para observar las células

positivas de cada estrato.
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Imagen 2. Microfotografia que muestra la delimitacion del estrato basal (A), intermedio (B) y superficial (C).
Fuente: directa

Se otorgd el criterio de positividad los nucleos tefiidos de coloracion café en matiz
bajo, medio o intenso. En cuanto a la marcacién de estratos, se consider6 como
positividad del estrato basal a las células localizadas inmediatamente encima de la
membrana basal; como estrato intermedio se tomaron en cuenta los nucleos positivos
de las siguientes capas por encima de la membrana basal y cercana a la capa
superficial y como estrato superficial aquellos nucleos positivos que se encuentren por
encima de la capa intermedia.®

Se excluyeron aquellos nucleos que en la imagen se notasen incompletos o borrosos.
Para fines estadisticos, se clasificaron de manera semicualitativa como positivas o
negativas, expresadas como:

1. Negativa (-): La célula no se tifie en ninguna de sus partes.
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2. Positiva (+): La célula presenta alguna region tefiida o se tifie totalmente en matiz

bajo, medio o intenso (Imagen 3). 6869

Imagen 3. Microfotografia que muestra la expresion de Ki-67 en la superficie epitelial de una lesiéon por HEMF
(40x). Se sefiala con rojo los nucleos positivos (+) que presentaron coloracién café en matiz bajo, medio e
intenso. Con azul se sefialan los nucleos negativos. Fuente directa.

La expresion de Ki-67 quedo categorizada como sigue:

1. Basal (+)
2. Basal-Intermedio (++)

3. Basal-Intermedio-Superficial (+++)

Calculo del indice de proliferacion celular con Ki-67

Se define como indice de proliferacion al total de células tumorales con tincion positiva
entre el total de células valoradas, expresado con una cruz (+) cuando la positividad
a Ki-67 se expresé unicamente en el estrato basal, dos cruces (++) cuando la
positividad se expreso en el estrato basal e intermedio, y tres cruces (+++) cuando la
positividad a Ki-67 se observo en los tres estratos de la microfotografia: 4.8

23



Este proceso se describe en la imagen 4 correspondiente al caso OP-58-18, del que
se obtuvieron cuatro microfotografias observadas a 10x, en las cuales se delimitaron
los estratos y segun la expresion de Ki-67 en cada uno, se cuantificd. A la imagen 4.1
se otorgo el criterio de dos cruces porque en el estrato superficial la expresion de Ki-
67 fue minima, no asi en las imagenes 4.2, 4.3 y 4.4, donde la positividad se dio en
los tres estratos, por lo tanto, para este caso el IPC Ki-67 fue de tres cruces (+++), ver
tabla 3.

e
1

Imagen 4. Conteo celular con ImagedJ de acuerdo con la positividad a Ki-67 por estratos.

Tabla 3. Ejemplo de calculo de IPC Ki-67 del caso OP-58-18

Imagen Estrato Estrato Estrato Total
basal intermedio superficial
1 XX XX X XX
2 XXX XXX XX XXX
3 XXX XXX XXX XXX
4 XXX XXX XXX XXX
Promedio XXX XXX XXX XXX
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7.5 Andlisis estadistico y aspectos bioéticos
Estadisticos.

Las pruebas estadisticas se llevaron a cabo para verificar la distribucion y normalidad

de los datos recabados utilizando el software Stata/SE 11.0 para Windows.

Se hizo un analisis descriptivo para analizar las variables (edad, localizacion
anatomica, edad del paciente, presentacion de las lesiones y sexo) y sus resultados
de acuerdo con la unidad de medida establecida. Asimismo, se hizo la descripcion

grafica de cada una por medio de histogramas y sectores de barras.

Se utilizé Chi cuadrado para establecer las diferencias entre los grupos: comparacion
del IPC entre los estratos basal, intermedio y superficial de acuerdo con los datos

demograficos de cada caso. Se tomo el valor de P<0.05.
Bioéticos.

Esta investigacion se desarrolld6 con base en los principios éticos para las
investigaciones meédicas en seres humanos de la Declaracion de Helsinki de la
Asociacion Médica Mundial (64 Asamblea General de octubre de 2013), el cual
establece en su articulo 7 que “la investigacion médica esta sujeta a normas éticas que
sirven para promover y asegurar el respeto a todos los seres humanos y para

proteccion de su salud y derechos individuales”.

Las muestras estudiadas en esta investigacion fueron donadas por la Clinica
OROCENTRO de la Facultad de Odontologia de la UAEMex y del laboratorio de
histopatologia SEDENA, del periodo 2006 al 2019.

Con apego al Articulo 9 de la Declaracion antes mencionada, se protegidé a quienes
participaron en esta investigacion, velando por su integridad, salud, intimidad y

dignidad, resguardando su informacion personal en calidad de confidencialidad.

De la misma manera, esta investigacion se basé en el Reglamento de la Ley general
de Salud en materia de investigacion para la salud, Codigo de bioética para el personal

relacionado con la salud bucal y Cédigo de deontologia de la Facultad de Odontologia
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de la Universidad Auténoma del Estado de México, con numero de registro CEICIEAO-
2021-004 (Anexo 1).

Acorde al articulo 17, se considerd este estudio como “de riesgo minimo”, ya que
involucrdé unicamente la obtencion de laminillas provenientes de tejidos blandos de la

cavidad oral, extraidos por indicacion médica.

Ademas, en todo momento se cuidd la integridad de los investigadores, siguiendo las

medidas de buenas practicas y seguridad del laboratorio.

Con relacion al investigador, se siguieron las normas del reglamento de la Ley general
de salud en materia de investigacion para la salud en su titulo cuarto, de la bioseguridad
de las investigaciones capitulo |, articulos 75 y 77, de la investigacion con

microorganismos patdogenos o material bioldgico.
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8. RESULTADOS
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8.2 Articulo enviado/Resumen

Abstract

Background: Multifocal Epithelial Hyperplasia (MEH) is associated with the
Human Papilloma Virus (HPV) 13 and 32. The proliferation index (PI) in HPV
lesions is measured through immunohistochemistry (IHC) and allows to know
the mechanism of the disease and its possible association with other
pathologies. The goal of this research was to determine the Pl in the MEH by
means of IHC with Ki67. The methodology was based on manual cell counting
using Imaged software, calculated based on Ki67 positivity in the basal,
intermediate, and superficial layer. The statistical analysis was done in STATA
SE 11.0 with Mann Whitney U tests and Chi2 between the Pl and the variables
of age, sex, number, and location of lesions. P<0.05. Results: the Pl with Ki67
in MEH is 50.84%; 49.12% positive in the basal layer and intermediate; 43.85%
in the entire epithelium and 7.01% in the basal layer, higher prevalence in
women. The lesions in the lining mucosa were more frequent in children,
adolescents, and women, and in men was specialized mucosa. The location
and lesion size influences the Ki67 PI of children and adolescents. Conclusions:
The Pl in MEH is the total of Ki67 positive cells among the total of assessed
cells 100x, in MEH it is 50.84%.

Keywords: Oral HPV, Proliferation index, Ki67, Immunohistochemistry
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8.3 Resultados adicionales

Poblacion general

Se incluyeron 57 bloques y laminillas de 46 pacientes en un rango de edad de 3-72

anos, con un promedio de edad de 28.57 anos, de los cuales, el 61.04% (n=35) fueron

mujeres y el 38.59% (n=22) hombres, quienes presentaron lesiones multiples en el

57.14% y 72.73%, respectivamente, con un tamafio promedio de 30.09 mm de

extension. La tabla 3 resume las caracteristicas clinicas de las lesiones por HEMF

incluidas en el estudio.

Tabla 4. Caracteristicas clinicas

Frecuencia Porcentaje Hombres Mujeres
Presentacion de las
lesiones
Unica 21 38.84% 27.27% 72.73%
Multiple 36 63.15% 45.95% 54.05%
Localizacion
Mucosa especializada (dorso 24 36.84% 50% 50%
lingual)
Mucosa de revestimiento 33 57.89% 30.3% 69.7%
(Labios, comisuras, mucosa
yugal)
Tamano
0-40mm 43 75.43% 38.64% 61.36%
41-80mm 10 17.54% 22.22% 77.78%
>81mm 4 7.01% 75% 25%
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El 49.12% de las lesiones estudiadas mostraron positividad a Ki-67 en los estratos
basal e intermedio. En el grafico 1 se detalla el IPC por sexo.

Gréfico 1. indice de proliferacion celular por sexo.

indice de proliferacién celular por sexo
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M Basal Basal-Intermedio (++) M Basal-Intermedio- Superficial (+++)

Por localizacion anatomica, las lesiones de mucosa de revestimiento expresaron
positividad mayormente en los estratos basal e intermedio, mientras que en los

estratos intermedio y superficial fueron las lesiones de dorso lingual (Grafico 2).
Gréfico 2. indice de distribucién celular por zona anatémica.

indice de proliferacién celular por localizacién
anatomica

70.00%
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En la Tabla 5 se presentan los resultados del analisis estadistico con Chi cuadrado

realizado en STATA SE 11.0 para Windows, que arrojo la muestra estudiada. Existe

diferencia estadisticamente significativa entre la localizacion de las lesiones y el

tamano de las lesiones (P=0.01), es decir que mientras mas grandes son las lesiones,

el IPC es mayor. Asimismo, que la edad es un factor que influye en el IPC (P=0.01).

Tabla 5. Resultados del analisis estadistico con Chi cuadrado de la poblacion general

Variable Variable Valor de p

IPC-Ki67 Edad (Adultos, Nifios-Adolescentes) 0.7

IPC-Ki67 Sexo (Hombres y Mujeres) 0.6

IPC-Ki67 Localizacion  por mucosas (Mucosa 0.08
especializada, Mucosa de revestimiento)

IPC-Ki67 Presentacion de las lesiones (Unica y 0.1
multiple)

IPC-Ki67 Tamarno de las lesiones (0 a 40mm, 41mm 0.2
a 80mm, >81mm)

Sexo (Hombres y Mujeres) Localizacién de las lesiones (Mucosa 0.1
especializada, Mucosa de revestimiento)

Sexo (Hombres y Mujeres) Edad (Adultos, Nifios-adolescentes) 04

Sexo (Hombres y Mujeres) Tamarno de las lesiones 0.1

Sexo (Hombres y Mujeres) Localizacién de las lesiones (Mucosa 0.1
especializada, Mucosa de revestimiento)

Localizacién de las lesiones (Mucosa Tamafio de las lesiones (0 a 40mm, 41mm 0.01*

especializada, Mucosa de a80mm, >81mm)

revestimiento)

Localizacién de las lesiones (Mucosa Edad (nifios y adultos) 0.01*

especializada, Mucosa de

revestimiento)
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Localizacién de las lesiones (Mucosa Presentacion de las lesiones (uUnica vy 0.1

especializada, Mucosa de multiple)

revestimiento)

*P<0.05

Analisis estadistico de ninos-adolescentes

Con fines estadisticos se analizé por separado a la categoria de edad formada por

nifos y adolescentes de 0 a 19 afios, en la que se incluyeron siete hombres (31.81%)

y 15 mujeres (68.18%). Se presentan las caracteristicas clinicas de las lesiones

incluidas en esta categoria en la tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas clinicas de las lesiones por HEMF en nifios-adolescentes (0-

19 afos)

Frecuencia Porcentaje

Hombres Mujeres

Presentacion de las lesiones

Unica 9 40.9% 2 7
Mdltiple 13 59.09% 5 8
Localizacién

Lengua 5 41.66% 3 2
Mucosa de revestimiento (Labios, 17 77.27% 4 13
comisuras, mucosa yugal)

Tamaro

0-40mm 17 77.27% 6 11
41-80mm 3 13.63% 0 3
>81mm 2 9.09% 1 1
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En las mujeres la positividad a Ki-67 se expres6 mayormente en el estrato basal e
intermedio, no se registré ningun caso en el que se expresara Ki-67 en el estrato basal
en hombres. Estos resultados se pueden observar en el grafico 3 y en la tabla 7, la

frecuencia de éstas.

Grafico 3. IPC Ki-67 por sexo en nifios y adolescentes

Indice de proliferacién celular por sexo en nifios y
adolescentes
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Basal Basal-Intermedio (++) M Basal-Intermedio- Superficial (+++)

Tabla 7. indice de proliferacién celular por sexo

Basal Basal- Basal- Total
(+) Intermedio (++) Intermedio-
Superficial (+++)
Hombres 0 57.14% (4) 42.86% (3) 100% (7)
Mujeres 6.67% (1) 53.33% (8) 40%% (6) 100% (15)
Total 4.55% (1) 54.55% (12) 40.91% (9) 100% (22)

Tanto las lesiones de lengua como las de mucosa de revestimiento expresaron
positividad en el estrato basal e intermedio en el 40% (n=2) y 58.82%(n=12),
respectivamente. Ver Tabla 8.
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Tabla 8. indice de proliferacién celular por localizacién de las lesiones

Basal (+) Basal- Basal- Total

Intermedio Intermedio-

(++) Superficial

(+++)
Mucosa especializada 0 40% (2) 60% (3) 100% (5)
Mucosa de 588% (1) 58.82% (12) 35.29% (6) 100% (17)
revestimiento

Total 4.55% (1) 54.55% (12) 40.91% (9) 100% (22)
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9. DISCUSION

La Hiperplasia Epitelial Multifocal o Enfermedad de Heck es una enfermedad benigna
proliferativa asociada a los subtipos 13 y 32 del VPH, adquirida por contagio directo y
como consecuencia de deficiencias nutricionales, inmunoldgicas o de higiene, factores

genéticos, entre otros.%6:87.88

Su prevalencia no es precisa debido a que al ser una condicion asintomatica, no es
motivo de consulta frecuente, a menos que las lesiones se tornen antiestéticas,
limitantes o dolorosas a causa de coalescencia, ademas de que la atencion de esta
patologia se da también en servicios como dermatologia o0 medicina general ademas
de medicina bucal. Por ello, segun la poblacién estudiada, se estima entre 0.002 y
35% a nivel mundial, 3.5 a nivel Sudamérica y de 11.8 a 15.5% en México.88-0

Las investigaciones han reportado que Heck tiene predileccion hacia el género
femenino y poblacion infantil. En este estudio, el 38.59% de la muestra estuvo
integrada por menores de 19 afos y el 61.04% por adultos, diferencia notable
comparada con los reportes de otros estudios, debida posiblemente a que son los
adultos quienes mas acuden a los centros de atencion, o a la falta de cultura de los
padres en el cuidado bucal de los menores, a un desconocimiento en el diagndstico
de esta patologia entre la comunidad de Cirujanos Dentistas y que por ende no remiten
al paciente al area especializada, o a que como las lesiones remiten de manera
espontanea se les resta importancia o son tratadas directamente por los padres con

remedios caseros.88.9091

Se encontrd que prevalecen las lesiones multiples en los grupos estudiados (nifios-
adolescentes y adultos). No se registraron lesiones en paladares, orofaringe, piso de
boca y encias, pero si en mucosa de revestimiento.%?% Estas zonas de contagio son
mencionadas por Constantino-Ledesma®® como de contagio directo resultado de
microtraumas en la piel y mucosas. Otra posible causa es planteada por Gonzalez-
Losa y Cols.®*, que explica que el VPH 13 es el subtipo mas frecuente presente en
HEMF y se transmite a través de la saliva. Asimismo, en el estudio realizado por

Padayache y cols.%, se encontré que el VPH 32 es afin a zonas no queratinizadas,
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como las mucosas bucal y labial, en tanto que el VPH 13 tiene afinidad hacia las
superficies epiteliales queratinizadas como las del dorso lingual. Cabe mencionar que
en el grupo etario de 0-19 afos, con la prueba de Chi2 se encontr6é diferencia
estadisticamente significativa entre la localizacion de las lesiones y el IPC (P=0.01),
es decir, que el IPC Ki-67 tiende a elevarse en las lesiones de mucosa de
revestimiento (57.89%) comparado con las lesiones de lengua, relacion que no esta
claramente establecida, pero que por podria deberse a las diferencias histoldgicas y
funcionales de cada mucosa y que ademas podria tener una afinidad cruzada hacia
ciertas areas, es decir, que un subtipo especifico determine la susceptibilidad de una
persona a contraer una infeccion por VPH o detonar infecciones latentes por otros
subtipos de riesgo bajo y de esta manera desarrollar lesiones en otras zonas a causa
del VPH asociado a HEMF o a otras patologias con las que se establece el diagndstico
diferencial de la Enfermedad de Heck, tales como papilomatosis oral florida, verruga

vulgar, papilomas y condiloma acuminado.6890.96-98

En relaciéon con las lesiones la principal diferencia en las lesiones es que en Heck
suelen ser asintomaticas, de aspecto adoquinado, superficie lisa, coloracién
blanquecina o semejante a la mucosa, en el condiloma acuminado pueden
presentarse de tres formas: de crecimiento pequefio y forma redonda; de crecimiento
mayor y forma plana; y lesiones gruesas y manchas dérmicas localizadas en labios,
comisuras, frenillo y dorso lingual. Es importante mencionar también que los
papilomas bucales son mucosotropicos considerados de bajo grado, por ello no
muestran sintomatologia en personas sanas, pero si en quienes tienen
inmunosupresiones provocadas por otros virus como el de Epstein-Barr o

comorbilidades como SIDA, cancer, enfermedades renales o diabetes.4%759°

Otra de las patologias incluidas en el diagnéstico diferencial con Heck es la
Papilomatosis Oral Florida (POF), en la que las lesiones son generalmente de tipo
verrucoso en cavidad oral y labios e histologicamente se observa proliferacion de
células escamosas con epidermis papilomatosa, paraqueratosis y ligera atipia celular,

y que, al igual que en la HEMF, estas lesiones coalescen y forman placas y
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vegetaciones, sin embargo, el grupo de edad predilecto son varones de entre 60 y 70

afos, mientras que en Heck, son las mujeres y adolescentes hasta 19 afios. %10

La importancia de conocer el diagndstico diferencial de estas lesiones es que la HEMF
comparte caracteristicas clinicas similares con infecciones causadas por el VPH y
aunque no necesariamente Heck es una lesién con potencial de malignizacion, la
identificacion errébnea de las lesiones podria confundirse y alarmar al paciente o
familiares en cuanto al diagnostico otorgado. Cabe mencionar también que el manejo
de enfermedades causadas por VPH compete no solamente al area odontolégica, sino
también a areas meédicas como la dermatologia, medicina general o pediatria, que
tratan estas infecciones con procedimientos quirurgicos, topicos o inmunizaciones, por
ello es importante conocer la etiopatogenia de la HEMF debido a que estas areas

tienen mayor flujo de atencion de nifios y adolescentes.#0.101.102

Referente al indice de proliferacion celular, este se puede calcular mediante IHQ con
Ki-67, una proteina utilizada como identificador de proliferacion celular que se expresa
en las fases activas del ciclo celular (G1, G2y S) por tener en su estructura fragmentos
de nucledtidos que codifican proteinas no estructurales involucradas en la regulacion
de las funciones virales en el proceso de transcripcion, llamadas regiones abiertas de

lectura (ORFs, por sus siglas en inglés).%7:103

De acuerdo con la clasificacién de tropismo celular y las manifestaciones clinicas del
VPH, los subtipos 13 y 32 relacionados con la HEMF, se ubican en el grupo
mucosotropico, cuya infeccidn comienza con la penetracion del virus al queratinocito
posterior a un microtrauma con el que se logra introducir viriones en la capa basal del
epitelio, esto inicia un proceso de transcripcion-replicacion del VPH que puede darse
de dos maneras: productiva o latente. En la infecciones productivas las células
morfolégicamente normales del estrato basal son infectadas por el VPH y permiten la
diferenciacion celular al mismo tiempo que inhiben la expresion de los genes virales
transformantes unicamente en células diferenciadas que inician el proceso de forma
auténoma y se manifiestan en una proliferacién desorganizada en los estratos

intermedio y superficial del epitelio. Lo anterior explica por qué la expresion de Ki-67
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en HEMF es mayor en estos estratos (49.12%) e histologicamente se observen
coilocitos, acantosis, binucleacion y vacuolizacion del citoplasma, caracteristicas

confirmatorias de una infeccién por VPH.°7.104

Y aunque el 43.85% de los casos estudiados, expresd positividad a Ki-67 en la
totalidad del epitelio y la proliferacion en HEMF es alta (52.85%), el hecho de que la
mayoria de las lesiones hayan resultado positivas a Ki-67 solamente en el tercio
inferior o en la mitad del epitelio, define a estas lesiones como de bajo grado, resultado
consistente con Mondal y cols.,'% que evaluaron la positividad de Ki-67 en leucoplasia
oral (LO) y carcinoma oral de células escamosas (COCE), estudio en el que se
encontré que el anticuerpo Ki-67 se expresaba en los estratos basal y parabasal de
lesiones de LO, mientras que en COCE podia expresarse hasta el estrato superficial.
En otro estudio realizando en Colombia por Colmenares et al.'% para calcular el IPC
en ameloblastoma y queratoquiste odontogénico, se registraron cifras de 32% y 22%,
respectivamente. En otras investigaciones sobre la misma linea pero a nivel de cérvix,
Méndez et al.’%” reportaron positividad de hasta 77% en carcinoma epidermoide de
cuello uterino, Carrilho y cols.’® de 55.5% en carcinomas invasivos; 72.2% en
carcinomas escamosos queratinizados; y 50.0% de carcinomas escamosos no
queratinizados. Pese a que las anteriores son consideradas lesiones malignas, se
puede contrastar con el IPC de 52.85% de HEMF encontrada en este estudio, lo cual
demuestra que existe una actividad proliferativa anormal en esta patologia catalogada

como benigna.107.108

Sobre la misma linea de investigacion, en un estudio de casos y controles de lesiones
benignas vs malignas de tumores de glandulas salivales, se encontré correlacion
significativa entre ambas lesiones, de las cuales, el IPC Ki-67 fue de 18.79 *
18.06% en las lesiones malignas, vs. 0.76 + 2.02% de lesiones benignas, donde
nuevamente se observa que las cifras son mucho menores que las encontradas en
HEMF 52.85+11.77 vs 30.65+6.89 del grupo control.

Por lo anterior, se refuerza la teoria de que Ki-67 es utii como marcador de

proliferacion celular y que ademas su expresion facilita el calculo del indice de fraccion

38



de crecimiento celular en lesiones ocasionadas por VPH y que este esta en estrecha
relacion con el grado de hiperplasia de los tejidos, por lo cual, es una herramienta de

apoyo en el diagnostico histologico de patologias benignas y malignas.5'.109

El fundamento biologico por el cual los niveles de proliferacion celular suelen ser mas
altos en nifos y que tienden a desaparecer espontaneamente, todavia no esta
completamente esclarecido, no obstante, se cree puedan estar relacionadas factores
ambientales, genéticos, condicién inmunolégica del hospedero y su asociacién a otros

subtipos.109.110
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10. CONCLUSIONES

El indice de Proliferaciéon Celular en la Hiperplasia Epitelial Multifocal, o Enfermedad
de Heck, es alto. Pese a ser considerada una patologia benigna, las cifras de IPC
encontrado son comparables a lesiones cancerigenas, sin que exista necesariamente

una transicion a malignidad.

Los resultados presentados en este estudio indican que existe una relacion entre la
localizacion de las lesiones y la edad de los pacientes (0-19 afios). Se sugiere
continuar con esta linea de investigacion, ya que se tuvieron limitaciones para la
obtencion de una muestra mayor y equitativa en cuanto a las caracteristicas
demograficas y considerar ademas la edad de las lesiones, el acceso a los servicios
de salud, nivel socioecondmico, habitos, entre otros, para evaluar si las ausencia de
diferencias estadisticas significativas se debe realmente al tamafio de la muestra o a
la enfermedad en si. De la misma manera, se recomienda realizar pruebas in situ para

comprobar el genotipo de VPH asociado a la localizacién y tamafo de las lesiones.

Finalmente, en esta investigacion se coincide en que el nombre correcto para esta
patologia es el de Hiperplasia Epitelial Multifocal porque envuelve sus caracteristicas

clinicas e histopatolégicas.343647
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