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RESUMEN

El Liguen Plano Bucal (LPB) es una enfermedad de origen
desconocido. Se han reportado diferentes agentes como
responsables en su etiologia: la etiologia viral es uno de ellos
aunque también destacan los aspectos psicdégenos (se puede
tratar de una enfermedad psicosomatica).

En el presente estudio se investigo la presencia del genoma de
los virus Epstein-Barr (VEB) y Papiloma Humano (VPH) en las
muestras de lesiones de LPB de 20 pacientes y en 10 muestras
de mucosa sana de pacientes sin LPB que constituyeron el grupo
control, utilizando la Reaccién en cadena de la Polimerasa
(PCR). Asi mismo, se cuantificaron los niveles de ansiedad en
los pacientes con LPB y en el grupo control utilizando el
cuestionario de ansiedad Estado-Rasgo “STAI” (State-Trait
Anxiety Inventory).

No se encontr6 presencia del genoma del VPH en las muestras
con LPB ni en el grupo control. El genoma del VEB se hall6 en
10/20 muestras (50%) del grupo con LPB y en solo una muestra
del grupo control (10%).

17/20 (85%) pacientes con LPB resultaron tener la ansiedad

como rasgo de su personalidad, mientras que 8/10 (80%) del

XVi



grupo control presentaron dicha caracteristica. Se observa una

incidencia alta de ansiedad en ambos grupos.
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INTRODUCCION

El sistema inmunolégico es un delicado mecanismo que
sincroniza complejos procesos, humorales y celulares, con el
objeto de reaccionar en forma adecuada ante los numerosos
patdgenos extrafios que constantemente invaden el cuerpo
humano y ante cualquier cambio celular interno que altere el

desarrollo y la funcion de los tejidos.

Sin embargo, resulta interesante que bajo ciertas vy
determinadas condiciones, el sistema inmunoldégico apunta su
arsenal de defensa contra los propios componentes normales del
cuerpo. Asi nacen las llamadas enfermedades autoinmunes, que
durante mucho tiempo representaron un misterio para la ciencia
pero que hoy en dia se identifican etiopatogénicamente con los
procesos de lisis y sensibilizacibn que causa el sistema

inmunolégico.

En algunas de esas enfermedades se conocen totalmente
los mecanismos fisiopatolégicos y etiolégicos que permiten el
desarrollo y mantenimiento de las lesiones. Conocer esto,

permite al clinico abordar de manera mas efectiva el tratamiento



y estudiar mejor, junto con su paciente, la evolucién y el

pronostico de la enfermedad.

En otras enfermedades autoinmunes esto no es asi.

El Liquen Plano es una entidad dermatoldgica, relativamente
frecuente, que puede presentar manifestaciones bucales. En
efecto; muchas veces la enfermedad solo se limita a la cavidad
bucal, y otras; representa la primera manifestacion antes de la

proliferacion cutanea.

Esta enfermedad dermatoldgica, pero especialmente sus
manifestaciones bucales, han sido estudiadas en profundidad, al
punto que actualmente ya se han establecido teorias aceptadas
por la mayoria de los cientificos acerca de la fisiopatologia de
las lesiones. Sin embargo, aun siguen siendo oscuros los
factores especificos que desencadenan esa respuesta
autoinmune tipica en el Liquen Plano. Su etiologia alun no se

conoce.

Esto ha traido una consecuencia bien importante que sufre
el clinico que se enfrenta diariamente a esta patologia: no existe

un tratamiento efectivo para curar esta enfermedad. Claro est4;



al no existir una etiologia definida, se prueban una gran variedad
de opciones de tratamiento. Tan heterogéneo y abundante es el
abanico de opciones de tratamiento como heterogénea vy
abundante es la literatura cientifica acerca de la etiologia del

Liguen Plano, especialmente el Liquen Plano Bucal.

Las opciones de tratamiento mas utilizadas hoy en dia se
limitan a tratar los sintomas, cuando los hay, sin eliminar las
lesiones que generalmente duran toda la vida, alternando

periodos de remision y exacerbacion.

Determinar definitivamente la etiologia del Liquen Plano
Bucal es un reto que aun esta lejos de cumplirse, pero
definitivamente estudiar las causas de esta enfermedad
redundard a la larga en el establecimiento de un tratamiento
curativo que no se limite a aliviar los sintomas, sino que ataque

realmente las causas que producen la enfermedad.

El presente estudio aborda dos aspectos propuestos por
algunos autores en la etiologia del Liguen Plano Bucal: la

infeccion viral y los factores psicégenos.



Tanto el Virus Epstein-Barr como el Virus Papiloma Humano
han sido propuestos en varios paises como agentes infecciosos
asociados a la etiologia del Liquen Plano Bucal. Esta
investigaciéon determina la presencia de estos virus en un grupo
de pacientes Venezolanos con Liquen Plano Bucal mediante

pruebas de biologia molecular.

Al mismo tiempo, se explora y cuantifica mediante un
instrumento psicométrico los niveles de ansiedad presentes en
estos pacientes: otro aspecto reportado en la literatura cientifica
como factor asociado a la aparicion y el mantenimiento de las

lesiones de Liqguen Plano Bucal.

Y finalmente, se reportan los datos recogidos tanto en la
elaboracion de la historia clinica de este grupo de pacientes
como en la realizacion de las pruebas diagnésticas. Datos como
los aspectos histopatoldégicos e inmunoldgicos recogidos durante
esta investigacion que sirven de complemento a los datos
obtenidos en las pruebas de biologia molecular y en los

cuestionarios psicometricos.

Es el ideal de esta investigacion proporcionar una vision

integral que abarque varios aspectos en la etiologia del Liquen



Plano Bucal, estudiados en una poblacion Venezolana que no
necesariamente coincide con lo reportado en otros paises vy
enriquecer asi, la larga discusiobn que se ha y se sigue
planteando acerca de la etiologia de esta controversial

enfermedad.



|.- REVISION DE LA LITERATURA

Liguen Plano Bucal

El Liqguen Plano es una inflamacion crénica de la epidermis
y de la mucosa que a menudo dura toda la vida y se alterna con
periodos de exacerbacién y remision. Como toda enfermedad
inmunoldgica, involucra en su fisiopatologia, procesos
relacionados con las células efectoras del sistema inmune. En la
piel, se presenta como papulas aplanadas, Vviolaceas,
pruriginosas, que confluyen focalmente dando lugar a placas que
pueden tener puntos o lineas blanquecinas denominadas estrias
de Wickhan. En la cavidad bucal se presenta como lesiones
blancas, rojas o mixtas. (Bricker 1994, Duske y col. 1982, Scully
y col. 1998). Las lesiones pueden afectar la superficie cutanea y
oral en un 40% de los casos, exclusivamente la superficie

cutanea, o tan solo la mucosa.

Tanto en piel como en boca el Liquen Plano presenta el
llamado fenomeno de Koebner, que es la aparicion de lesiones
en areas sometidas a traumatismos, como por ejemplo la linea

de oclusion (Scully y cols. 2001).



En el 2002 Myers y cols. reportaron que en cavidad bucal el
sitio predilecto para la aparicion de las lesiones es la mucosa

bucal seguido por la encia/reborde alveolar y la lengua.

Existen tres formas “mayores” de Liquen Plano Bucal: La
forma reticular; que se caracteriza por configuraciones
gueratdticas en la mucosa (estrias de Wickhan). La forma
atréfica; en la cual la queratosis se combina con zonas rojas o
cambios eritematosos. Y la forma erosiva en la cual las lesiones
ulcerosas se combinan con los cambios blancos y rojos de las
dos formas anteriores (Chainani-wu y cols. 2001). Otras formas
como la ampollosa o el liquen plano en placas sefialados por
otros autores (Sapp y cols. 1998) son solo variaciones en el
grado de queratosis o erosion- ulceracién de las formas
anteriores. Segun sefalan Myers y cols. en el 2002 en su estudio
retrospectivo de 248 pacientes las formas blancas (reticulares y

placas) son las mas frecuentes.

Puede haber lesiones queratdsicas en las encias que suelen
tener la apariencia de pequefias papulas o placas lineales o
reticulares. Las lesiones vesiculo-ampollares son bastante
infrecuentes en las encias y cuando estan presentes, pueden

causar dificultades para el diagnostico. Las lesiones atroéficas



producen gingivitis descamativa el tipo de Liquen Plano gingival
mas frecuente, sin embargo, si no hay lesiones queratoésicas, el
diagnostico a veces se dificulta ya que el pénfigo, la enfermedad
lineal de inmunoglobulina A y el penfigoide también producen

gingivitis descamativa (Scully y cols.2001).

La localizacién bilateral de las lesiones permite diferenciar
el Liguen Plano Bucal de otras entidades como las lesiones por
hipersensibilidad a materiales dentales y farmacos (Myers y cols.

2002).

De todas las formas solo las erosivas producen sintomas;
ardor y/o dolor que pueden estar acompafiados de hemorragia en
las lesiones. Se ha reportado una asociacién entre el Liquen
Plano y el sindrome de ardor bucal y xerostomia (Colguhoun y
Ferguson 2004). No se conoce cura para el Liquen Plano Bucal

(Chainani-wu y cols. 2001).

Etiologia

En la actualidad no se ha identificado el agente etiologico

especifico del Liquen Plano. Sin embargo Walsh y col. (1990)

sugieren que el inicio y el mantenimiento de las lesiones



requieren la presencia de células T especificas para un antigeno
(Simark y col. 1998). Se ha investigado mucho acerca de la
identidad de este antigeno. Especial interés suscita la siguiente
pregunta: ¢se trata de un antigeno exdgeno o enddgeno? Se
ha detectado un antigeno especifico, mediante
inmunofluorescencia indirecta, en lesiones de pacientes con
Liguen Plano cutdneo, a nivel de la capa de células espinosas y
granular. Al mismo se le ha denominado “Antigeno liquen plano-
especifico” (Olsen y cols. 1984). Sin embargo, en estudios de
Liguen Plano Bucal, la inmunofluorescencia directa de tejido
lesional no permite demostrar la presencia de ese antigeno.
Aunque, en un tercio de los casos, el suero de los pacientes
reacciona positivamente contra el tejido alogénico lesional de
pacientes con Liguen Plano cutdneo que exhiben dicho antigeno

(Camisa y cols. 1986).

Los intentos fallidos de varios investigadores en encontrar al
“Antigeno Liquen Plano-especifico” en las lesiones de Liquen
Plano Bucal puede deberse a varias causas: filtracion del
antigeno en la saliva, bajos niveles del antigeno en el epitelio
bucal o simplemente el Liquen Plano Bucal no constituye la
misma entidad que el Liquen Plano cutaneo, idea no apoyada por

la mayoria de los autores (Camisa y cols. 1986).



Algunos haptenos, componentes frecuentes de ciertos
materiales dentales y medicamentos, juegan un importante papel
en la etiologia de la reaccién liquenoide ante farmacos; entidad
gque tiene caracteristicas clinicas idénticas al Liquen Plano
(Neville 1995). Los pacientes con Liquen Plano Bucal consumen
mas drogas metabolizadas a nivel del citocromo p450,
principalmente antihipertensivos y AINEs, segun Kragelund vy
cols. en el 2003 y recomienda una mayor investigacion sobre la
asociacion entre el Liquen Plano y los medicamentos que se
metabolizan por esta via. Ademas se ha observado que lesiones
de Liquen Plano pueden aparecer en zonas de contacto con

ciertos materiales dentales (Kragelund y cols. 2003).

En los dltimos afios se le ha dado importancia al papel que
cumplen ciertos superantigenos (Simark-Mattson 1994); también
se destaca la predisposicién genética a padecer Liquen Plano y
la presencia de moléculas del Complejo de Histocompatibilidad
(HLA) ha sido reportada por Potter y col. en 1993 y por
Roitberg-Tambur y col. en 1994, sin embargo, no se ha
encontrado una frecuencia significativa de antigenos alterados

en los pacientes con Liquen Plano Bucal.



Chaiyarit y col. (1999) relacionaron la expresion de las
proteinas de Shock térmico y las citoqueratinas (Cks) con la
patogénesis de la enfermedad, encontrando una relacion
estadisticamente significativa entre la expresion de éstas
proteinas a nivel de las capas basales del epitelio y la presencia
de la lesion por Liquen Plano. Se ha sugerido que éstas
proteinas actian como autoantigenos en el Lupus eritematoso y
en la artritis reumatoidea (Hill-Gaston JS y cols. 1991) Chaiyarit
y cols. en 1999, proponen una hipétesis en la cual un individuo
genéticamente predispuesto puede desarrollar una reaccién
inmune mediada por células con infiltracion subepitelial de
linfocitos T originada por un hapteno, un antigeno convencional o

un superantigeno que proceda de la microflora bucal.

La generacién de citocinas por parte de estas células, puede
sobre-expresar proteinas de Shock térmico como la HSP60 en
los queratinocitos basales adyacentes. Lo que sucede después
depende si el individuo estd genéticamente predispuesto a
reaccionar inmunolégicamente en contra de la HSP60. Si no lo
esta, la primera reaccion inmune serd una mucositis no
especifica. Si tiene la predisposicion genética debido a que
posee ciertos complejos mayores de histocompatibilidad (HLA-

Bw57 0 HLA-DR2); entonces la reaccion continuara con el



desarrollo de linfocitos T citotoxicos que atacan a Ilos
gueratinocitos basales causando una destruccién autoinmune

(una de las caracteristicas del Liquen Plano bucal).

La reacciéon comienza con la activacion de las células de
Langerhans la cual presenta un antigeno a los linfocitos CD4+.
Estas células promueven la destruccion epitelial a través de las
moléculas de adhesién ICAM-1 y LFA-1, posteriormente la
produccion de citocinas, y la expresion de ICAM-1 y VCAM-1
pueden activar a los CD8+, dandole el caracter cronico a esta
lesién (Villarroel M y col. 2002). ElI predominio de mastocitos
durante la fase de formacion de la lesion de Liquen, sugiere que
ellas también juegan un papel activo, a través de la accién de
sus mediadores quimicos sobre las células endoteliales. Estos
mediadores, que se liberan rapidamente después de la
desgranulacién, incluyen; aminas vasoactivas, enzimas que
inducen la vasodilatacién e incrementan la permeabilidad
vascular y Factor de Necrosis Tumoral-derivado de mastocitos
(TNF-a), el cual induce, entre otras cosas, a la expresion en las
células endoteliales de ICAM-1 y E-selectina (CD62E), moléculas
necesarias para la permanencia y activacion de los CD8+ que

son responsables directos del dafio epitelial (Zhao y col 1998).



Algunos autores consideran al Liguen Plano como una
enfermedad multifactorial donde hay que considerar el factor
psicologico (es considerada por muchos como una enfermedad
psicosomatica). Un alto porcentaje de pacientes reportan que
han experimentado sucesos de vida estresantes en el inicio de la
enfermedad. Adicionalmente, indices elevados de ansiedad han
sido encontrados en los estudios de investigacion de estos
pacientes, considerdandose como un factor precipitante o
desencadenante de la lesion (Burkhart y col. 1996, Garcia-Pola y
col. 2000, Bagan y Cerrero. 1995). Sin embargo este punto
todavia es motivo de controversia: se ha determinado que los
pacientes sometidos a eventos cargados de stress aumentan sus
concentraciones de cortisol en saliva (Miller y Cols. 1995). Los
individuos sometidos a situaciones experimentales de stress
responden con hipersecrecién de cortisol (Jones y cols. 1997). Si
el stress no es seguido de un incremento en los niveles séricos
de cortisol, la respuesta del sistema inmune puede no ser
adecuadamente suprimida y pueden desarrollarse reacciones

adversas de tipo autoinmune (Stemberg y cols. 1989).

En modelos experimentales de desordenes autoinmunes, hay
una marcada evidencia que una respuesta adenocortical en

conjuncion con estimulacion antigénica, se relaciona con una



disminucién en el desarrollo de los sintomas y retarda la
evolucion de la enfermedad. Lo contrario, una supresion de la
funcion en el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal, conlleva a una
exacerbaciéon de los sintomas en estos modelos (Griffin y cols.

1991).

Rodstrom y Cols. en 2001 midieron la secrecion de cortisol
en saliva en pacientes con Liquen Plano Bucal, que fueron
sometidos a situaciones experimentales de stress y no
encontraron diferencias estadisticamente significativas con el
grupo control de pacientes sanos, concluyendo que los pacientes
con Liquen Plano bucal no tenian disminuida la capacidad
supresora en la respuesta inmune, al menos no a través de la

induccién de cortisol.

Se ha relacionado a varios agentes infecciosos, tales como
el virus herpes simple 1, el virus herpes simple 6, el
citomegalovirus, el virus papiloma humano, el virus Epstein-Barr
y Helicobacter pylori con el Liquen Plano Bucal pero a menudo
basandose en datos que no son incuestionables (Cox y cols.
1993, Yadav y cols. 1997, Leimola y cols. 1997, Pedersen 1996,

Boyd y cols. 1996, Singh y cols. 1998).



Algunos pacientes con Liquen Plano Bucal son portadores
bucales de especies de Candida o presentan candidiasis
subclinica o manifiesta, la cual puede ser responsable de la
inflamacion al menos en algunos pacientes con sintomas que
pueden mejorar con el tratamiento antimicoético. Sin embargo, es
necesario hacer notar que el tratamiento con agentes
inmunosupresores tales como los corticoesteroides topicos o
sistémicos puede predisponer al desarrollo de candidiasis.
Aunque del 37 al 50% de los pacientes presentan infecciéon por
Candida, estos resultados son similares a los encontrados en la

poblacién general (Scully y cols. 2001, Lundstrom y cols. 1984).

Epidemiologia

Existen evidencias que indican que las mujeres de la cuarta
y quinta década de la vida se ven mas afectadas (Chainani-wu y

cols. 2001).

Se ha observado que antes de los 50 afios de edad; ambos
sexos parecen ser afectados con la misma frecuencia. Después
de los 50 afios de edad, el sexo femenino se ve sensiblemente
mas comprometido (Buchanan y Zakrzewska 1999). La relacion

masculino/femenino segun Myers y cols. en el 2002 es de 1:1.7.



En este mismo estudio el promedio de edad es de 57.2 afios para

las mujeres y 51.8 afios para los hombres.

Se han reportado recientemente, en nuestro pais, casos de
Liguen Plano con manifestaciones bucales en nifios (Pérez y col.
1997) asi como en el Reino Unido (Alam y Hamburguer 2001). Al
hacer el diagndstico es importante tomar en cuenta que se ha
reportado la aparicién de reacciones liquenoides en nifios luego
de la aplicacion de la vacuna de la hepatitis C (Merigou y Cols.
1998, Rybojad y cols. 1998). En edades tempranas las lesiones
bucales parecen ser poco frecuentes, no asi las lesiones

cutaneas (Kanwar y cols. 1991, Kumar y cols. 1993).

El Liguen Plano Bucal se ha asociado con ciertas
condiciones como la diabetes o las alergias (Chainani-wu y cols.
2001). Un hallazgo interesante es que las lesiones atréficas o
erosivas se han asociado en algunos estudios a hepatopatia

cronica (Rebora 1981, Powell y cols. 1991).

Histopatologia

Histologicamente existe una gran respuesta de linfocitos T

citotoxicos en el tejido conjuntivo subyacente en contra de las



células epiteliales, aunque el aspecto histopatoldégico varia
dependiendo del tipo de liquen, en la patogénesis se han
descrito mecanismos similares: los macréfagos y las células de
Langerhans activan a los linfocitos T citotéxicos y éstos
comienzan a producir Factor de Necrosis Tumoral, que actlda
sobre las células del epitelio causando el dafio a nivel de éste
tejido. El aspecto de estas reacciones al microscopio es el de un
infiltrado linfocitico en banda en la unidn epitelio-conjuntivo, se
observa también acantosis, paraqueratosis, atrofia epitelial, y
degeneracion de la capa basal (Chaiyarit y cols. 1999). Esta
degeneracion “hidréopica” del epitelio de lugar a la aparicion de
cuerpo eosinofilos amorfos, redondos u ovalados conocidos como
cuerpos de Civatte (Sapp y cols. 1998). A menudo se pierde el
epitelio quedando expuesto el conjuntivo subyacente, puede
existir también una pérdida de de crestas en el limite entre el
epitelio y el conjuntivo o una alteracién de su forma, adquiriendo

un patron de “dientes de sierra” (Sapp y cols. 1998).

También se sabe que hay un aumento de mastocitos en las
lesiones de Liquen Plano Bucal especialmente alrededor de los
vasos sanguineos, los elementos neurales y la membrana basal

(Walsh y cols. 1990).



De manera tal que existen numerosas evidencias para
considerarla una enfermedad autoinmune (Walsh y col. 1990,
Eversole 1993, Karagoini y col. 1994, Buchanan y Zakrzewska
1999, Challacombe y Shirllow 1999). El diagndstico del Liquen
Plano es a menudo dificil y resulta muy util el empleo de la
inmunofluorescencia. Todas las formas de Liquen son positivas
para la presencia de Fibrinbgeno cuyo marcaje se observa a todo

lo largo de la membrana basal (Chruch y col. 1992).

Potencial oncogénico

Histologicamente se observa también un incremento de
apoptosis celular en las capas mas basales de epitelio (cercana
al infiltrado inflamatorio) y una proliferacion celular en las capas
superiores. Balvinder y col. en 1999, demostraron que esta
situacion estaba relacionada con la expresion de ciertos genes
(Bcl-2 'y Bax) que controlan los mecanismos apoptoéticos
celulares. Las aberraciones genéticas de éstos y otros
oncogénes como la p53 son indicativos de cambios hacia la

malignidad (Majorana y col. 1999, Girod y col. 1998).

Se ha comprobado el potencial de transformacién maligna de

las lesiones de Liquen Plano, especialmente de aquellas lesiones



gue tienen mas de 5 afios de evolucion, sobre todo en las que se
presentan en pacientes con habitos tabaquicos (Van Der Meij y
col. 1999). Se han estudiado los cambios cromosdémicos de las
lesiones que avanzan hacia la malignidad, y se han identificado
los cambios genéticos que ocurren en pacientes con Liquen
Plano bucal (Kim y col. 2000). Evaluaciones del grado de
inestabilidad genética ha sido util para determinar el potencial
premaligno del Liquen Plano Bucal. Las inestabilidades genéticas
causantes del desarrollo del cancer incluyen; puntos de
mutaciones, amplificacion, delecién, anormalidades en Ila

estructura y arreglos cromosomales, y aneuploidia cromosomal.

Dentro de estos cambios genéticos, el anélisis de la
aneuploidia cromosomal usando hibridaciéon in situ cromosomal
ha sido aceptado como un util marcador para predecir el riesgo
de transformacién maligna en lesiones precancerosas. Se ha
determinado el potencial premaligno del Liquen Plano Bucal,
midiendo el grado de inestabilidad genética, sobre todo en el
cromosoma 9 y 17 que son los mas frecuentemente involucrados
en carcinomas de células espinosas de cabeza y cuello. Kim y
cols. en el 2001, aplico la técnica de hibridacion in situ
cromosomal en pacientes con liguen Plano que respondian a la

terapia con esteroides y en pacientes con displasia liquenoide



determinando que la monosomia en el cromosoma 9 se
incrementaba en la displasia liguenoide y en el carcinoma
espinocelular desarrollado a partir de displasias liquenoides si se
comparaba con la mucosa de los pacientes cuyas lesiones
habian remitido. Lo que hace suponer que esta aberracion
cromosOmica juega un papel critico en el progreso a la

malignidad de las displasias liquenoides.

Algunos autores aseguran que los pacientes con Liquen
Plano Bucal (especialmente el erosivo) tienen un riesgo 10 veces
mas alto de padecer carcinoma de células escamosas que la

poblacién general (Drangsholt y col. 2001, Scully 1985).

La Organizacién Mundial de la Salud definié6 la condicion
precancerosa como “un estado generalizado asociado a un
incremento en el riesgo de cancer” y como lesién precancerosa
“un tejido morfolégicamente alterado en el cual el cancer es mas
probable que ocurra que en el equivalente aparentemente
normal”. Desde 1978 la OMS considera como lesion
precancerosa: el Liquen Plano, el Lupus eritematoso discoide,
las anemias ferropénicas, la sifilis y la fibrosis submucosa (OMS,

1973.)



Tratamiento

El tratamiento del Liquen Plano bucal es muy variado. La
primera linea la constituyen los corticoesteroides. Desde la
aplicacién tépica, en enjuagues (dexametasona, triamcinolona,
clobetasol) y geles (fluocinolona), hasta la infiltracién
intralesional (10-20 mg/ml triamcinolona), pasando por la
administracion oral de 30-80 mg/dia de Prenidsona en los casos
gque no respondan al tratamiento local (Scully y col. 1998,
Carrozo y Gandolfo 1999). Los corticoesteroides estan indicados
para reducir los sintomas y los efectos locales de las
enfermedades autoinmunes de la mucosa bucal, entre ellas el
Liguen Plano. Usados de manera tdOpica, son de gran ayuda y
sirven de soporte para cualquier tratamiento sistémico. Son
efectivos para reducir la inflamacién, y mas especificamente la
extravasaciéon de leucocitos y la formacion de mediadores
inflamatorios, al mismo tiempo ayudan a mantener la integridad
de la membrana celular, inhibe la fagocitosis y la liberacién de
lisoenzimas que contienen enzimas hidroliticas. Los esteroides
de alta potencia, como el clobetasol, aplicados en un vehiculo
adhesivo parece ser el tratamiento mas efectivo para el Liquen

Plano (Lo Muzio y col. 2001).



También se ha reportado el uso de interferén-a tépico con
excelentes resultados (Pedersen 1998). Y el tratamiento con
IFNa sistémico (3 a 10 millones Ul tres veces por semana) del
Liguen Plano Bucal en pacientes con o sin infeccién por virus de
Hepatitis C ha dado lugar a resultados satisfactorios (Doutre y

cols. 1992).

Otras alternativas de tratamiento son los inmunosupresores
no esteroideos como la azatioprina y ciclosporina (Carrozo y
Gandolfo 1999). La ciclosporina tépica se ha utilizado con ciertos
resultados beneficiosos en forma de enjuague bucal 500 mg tres
veces al dia, y en forma de pastas bioadhesivas (Lopez y Rosello
1995, Gombos y cols. 1992). El elevado costo de la ciclosporina
impide su uso sistémico, sin embargo dosis de 1 a 2 mg/Kg. al
dia reducen significativamente el dolor y el ardor en Liquen
Plano erosivo (Levell y cols. 1992). EI uso sistémico de la
ciclosporina y de la azatioprina debe reservarse para casos muy
graves debido a las reacciones adversas que incluyen
nefrotoxicidad en el caso de la ciclosporina y supresion de la
médula O0sea y neoplasias en el caso de la azatioprina (Lear y

English 1996).



Se ha estudiado al Levamisol como agente inmunomodulador
en el Liguen Plano Bucal pero no se ha demostrado su eficacia
clinica. No obstante, el tratamiento combinado con prednisona en
dosis bajas puede ser atil para controlar el Liquen Bucal erosivo

grave (Lu y cols. 1995).

La Heparina en dosis bajas desprovista de actividad
anticoagulante inhibe la actividad heparanasa de los Linfocitos T,
gque es fundamental para la migracion de éstas células a los
tejidos diana. Dos pequefios estudios no controlados indican que
la administracion subcutanea de enoxaparina, una heparina de
bajo peso molecular, puede producir cierto efecto beneficioso en
el Liguen Plano Bucal sin causar efectos adversos. Sin embargo,
la mejor respuesta se observé en la variedad reticular de liquen
plano bucal, que generalmente es asintomatica (Stefanidou vy

cols. 1999).

El tracélimo, un antibiético macrolido, inhibe la activacion de
las células T en concentraciones de 10 a 100 veces menores que
las de ciclosporina, y ademas, trac6limo topico parece penetrar
mejor la piel que la ciclosporina topica. Los pacientes comunican
un alivio rapido del dolor y el ardor con el uso del tracolimo

(Vente y cols. 1999).



La Talidomida sistémica (150 mg diarios durante cuatro
meses) curé completamente las lesiones del liguen plano bucal
en algunos pacientes, pero este farmaco puede producir efectos
adversos graves que impiden su uso sistematico y también puede

causar lesiones liquenoides (Dereure y cols. 1996).

Los retinoides tépicos y/o sistémicos (isotretinoina, vitamina
A, trioxaleno) y hasta la radiacién ultra-violeta (PUVA) (Carrozo y
Gandolfo 1999) se han usado en el tratamiento del Liquen. Sin
embargo, Nagao y cols. en 2001 midieron los niveles séricos de
micronutrientes antioxidantes como retinol, a-tocoferol, alfa y
beta caroteno, licopeno y otros; y determinaron que los
pacientes con Liquen Plano Bucal no poseian niveles séricos
inferiores de retinol o carotenos en comparacion con el grupo
control de pacientes sanos, y por lo tanto el déficit de estos
micronutrientes no eran factores de riesgo para el
establecimiento de las lesiones y su administracién no debia ser
considerada como opcién valida de tratamiento. Ademas; Ila
radiacion ultravioleta puede aumentar el riesgo de cancer bucal

en una lesién premaligna como el Liquen Plano, he incluso ella



misma de por si puede inducir a la aparicion de las lesiones de

Liguen (Lindelof y cols. 1991, Harrist y cols. 1984).

En ocasiones se han utilizado otros tratamientos con el fin
de intentar controlar el Liguen Plano Bucal. Entre ellos se
encuentran el magnetismo, la psicoterapia, y la reflexoterapia

(Scully y cols 2001).



[l.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Etiologia viral

Uno de los factores que se han mencionado en la etiologia
del Liquen Plano es la infeccion (Jontell y col. 1990).
Principalmente se ha sospechado de una etiologia viral, debido
entre otros hallazgos, a la expresidén de interferén en las lesiones

de Liquen (Simark-Mattsson y col. 1998).

Los virus inducen una proliferacion descontrolada de las
células in vivo, esto ocurre al menos por tres procesos distintos.
Primero; el virus debe desacoplar los mecanismos reguladores
normales que controlan el progreso del ciclo celular y la divisién
celular. Segundo; los virus deben evitar que la célula hospedera
se vuelva apoptética, como respuesta celular normal ante la
invasion viral, lo cual podria producir el desarrollo de una
proliferacion celular descontrolada. Finalmente, las células
proliferativas muestran inevitablemente un antigeno de superficie
derivado de los antigenos virales, lo cual las obliga a evitar que

el sistema inmune las reconozca como extrafias y proceda a



eliminarlas, es decir, existen mecanismos virales de “evasién de
la respuesta inmune” que garantizan que la proliferacién celular
se lleve a cabo sin el ataque del sistema inmunolégico (lrvin y

Thomson 2001).

Se han hecho planteamientos sobre los posibles
mecanismos por lo que los agentes virales participan en la
etiopatogénia de la autoinmunidad. El Virus Epstein-Barr (VEB),
por ejemplo, es un mitégeno inespecifico para las células B
policlonales y puede estimular la formacion de autoanticuerpos.
Ademas; la infeccion por VEB produce una disminucién en la
funcion de las células T supresoras (Goodman y Weigle 1981,

Fox 1987).

En el Sindrome de Sjogren la reactivacion del virus, que
efectivamente se ha detectado en pacientes con estas lesiones,
puede contribuir a la iniciacién o perpetuacién de una respuesta
inmune en organos “blanco” (Inoue y cols. 2001, Fox y cols.

1986).

Se ha encontrado una asociacion entre la presencia del VEB
y lesiones ulcerosas en cavidad bucal en pacientes

inmunosuprimidos (Syrjanen y col. 1999), asi como en las



lesiones de Liquen Plano bucal, otra enfermedad relacionada con
la inmunidad (Pedersen 1996, Sand y col. 2002). Recientemente
se ha reportado también la asociacion del Liquen Plano bucal
con el virus de la Hepatitis C (Van der Meij 2000, Nagao y col.
2000), pero hasta el momento no se ha podido establecer una

relacion directa.

El VEB y los Citomegalovirus estan asociados con la
exacerbacién aguda de la periodontitis apical y otras lesiones
periapicales, y su presencia estd mas asociada a la presencia de
los sintomas que con el tamafio de la lesion. EI VEB puede
inducir la exacerbacion de las lesiones periapicales a través de
numerosos mecanismos, incluidas respuestas del hospedero
como la desregulacién de macréfagos y linfocitos (Sabeti y cols.

2003, Torabinejad 1994).

El virus Epstein-Barr es una particula cuyo genoma consiste
en ADN bicatenario, recubierto de una capside icosaédrica
formada por 162 capsdmeros. La nucleocapside esta rodeada de
una envoltura de estructura lipoprotéica, de la que parten unas
proyecciones glucoproteicas. El tamafo del viriobn es de 120 a

200 nm (Urefia 1997).



La puerta de entrada del VEB es la orofaringe. En ella el
virus se multiplica y llega a los linfocitos B, donde persiste. La
transmision del virus es muy eficaz, el 95% de la poblaciéon
adulta se ve afectada de alguna manera por este virus (Urefia

1997).

Desde hace varios afos, los investigadores han encontrado
evidencias del poder oncogénico del virus Epstein-Barr, tanto en
linfomas y enfermedad de Burkitt como en carcinomas
nasofaringeos (Richstsmeier y col 1987, Martel-Renoir y col.
1995). También se le ha atribuido, junto con el VIH, un rol
importante en la patogénesis del sindrome de linfocitosis
infiltrativa difusa (Rivera y cols. 2003). Magro y Crowson en el
2000, asociaron al virus con varias afecciones de la piel y las
mucosas, que involucran histopatolégicamente un infiltrado
linfocitico en banda (caracteristico del liquen plano) como la
enfermedad de Crohn, enfermedad hepatobiliar, dermatitis

granulomatosa y la reaccion liguenoide a farmacos.

Los linfomas infectados con VEB expresan proteinas
asociadas con la infeccion latente, algunas de ellas han
mostrado un potencial oncogénico, tanto in vivo como in vitro.

Mas aun, estos productos genéticos latentes provocan una



respuesta citotoxica de células T. De esta manera, las células
tumorales que expresen estos antigenos son rapidamente
removidos por un sistema inmune normal. Los productos
genéticos latentes con potencial oncogénico incluyen: el
antigeno nuclear-2 Epstein-Barr (EBNAZ2), un transactivador
transcripcional especifico de genes virales y celulares, y la
proteina latente de membrana-1 (LMP-1), una fosfoproteina

transmembranal (Henderson y cols. 1991, Young y cols. 1989).

El virus Epstein-Barr se transmite por la saliva e inicialmente
infecta a las células epiteliales de la orofaringe. Como el virus se
replica y se libera de las células epiteliales, los linfocitos B de
las cercanias rapidamente se infectan. Pero al contrario de lo
que ocurre con las células epiteliales, la infecciobn en los
linfocitos B es latente y sin replicacion viral. La inmunosupresion
puede ser la causa por la cual esos marcadores oncogénicos de
latencia pueden no ser correctamente eliminados y la
proliferacion de células con estos genes expresados puede dar
lugar a la aparicion de neoplasias (Sixbey y cols. 1994, lona y

cols. 2001).

El Virus Papiloma Humano (VPH) también se ha asociado

como un factor predisponerte Liquen Plano Bucal (Gonzalez vy



col. 1999, Kashima 1996), e incluso se ha detectado el genoma
viral en las lesiones, mayoritariamente los subtipos 31, 33, 35
(Gonzalez y col. 1999, Vesper y col. 1997, Wen y col 1997,
Gonzalez-Morles y col. 1998). Mientras que la presencia de VPH
en mucosa bucal normal es especialmente baja (Kurose y col.

2004).

Se trata de un virus con ADN bicatenario, de simetria
icosaédrica y desnudo, con un tamafio entre 45 y 55 nm,
responsable de numerosas lesiones tumorales a nivel epitelial,
sobre todo el subtipo 16, frecuentemente asociado al céancer
genital (McMurray y col. 2000, Urefia 1997). Tang y cols. en el
2003 estudiaron por reaccién en cadena de la polimerasa el
papel del virus Papiloma humano en el desarrollo del carcinoma
bucal de células escamosas y encontraron que la infeccion por
este virus (especialmente el subtipo 16 y 18) juega un papel
importante en la progresién de estos tumores y la sobre
expresién de la proteina p53 mutada. Actualmente se han
identificado méas de 100 tipos diferentes que pueden ser divididos
en aquellos que infectan la piel, y aquellos que infectan la
mucosa. Existen subtipos que pueden causar lesiones malignas y

lesiones premalignas, sobre todo en el cuello uterino.



Genotipo del Virus Papiloma Humano y su potencial

oncogeénico.

Bajo riesgo oncogénico: 6, 11, 40, 42-45, 53-55, 57, 59,

61, 67, 69, 71, 82

Alto riesgo oncogénico: 16, 18, 31-35, 51-52, 56, 58, 66,

68, 70, 73

En cavidad bucal, el VPH es el responsable de multiples
lesiones como: verrugas vulgares, papilomas, condiloma
acuminado e hiperplasia epitelial focal (Rubacava y col. 2001,
Miller y cols. 1991). Jiménez y col. en 2001 reporta la alta
incidencia de la infeccion bucal por VPH en un grupo de
pacientes Venezolanos y sugiere que estas lesiones benignas
pueden servir como reservorio para nuevas lesiones o0 para
recurrencia de las lesiones, asi mismo sefala la importancia de
examenes como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
como método diagnéstico para detectar infeccion latente. En
cavidad bucal se ha asociado al virus con malignidad (Jovanovic
1994) y en nuestro pais se ha determinado una prevalencia de
los subtipos de alto riesgo oncogénico en las lesiones de

carcinoma espinocelular (Correnti y cols. 2004).




En algunos casos como en las displasias epiteliales
verruciformes, las lesiones benignas inducidas por VPH
progresan a la formacion de carcinomas espinocelulares. Se ha
establecido de manera clara el potencial oncogénico del VPH,
especialmente de algunos subtipos. La presencia frecuente de
genoma viral en las células cancerosas de los tumores
anogenitales sugiere que éste desempefia un papel etiolégico en
su aparicién. El VPH puede actuar solo o, lo que es mas
probable, en unién de otros factores de riesgo (Ostrow y Faras

1987, Bontifligio y Stoler 1988).

El virus puede encontrarse en nifios de hasta menos de 2
affios, lo que sugiere una transmision perinatal bien sea
transplacentaria o al pasar el nifio por el canal vaginal, y en
edades siguientes: auto-inoculacion de lesiones cutaneas, abuso
sexual, amamantar con pezones infectados, mordisqueo de
juguetes o ropa con presencia de virus, etc. El hecho es que la
infeccion de VPH puede ocurrir desde edades muy tempranas

(Kurt y col. 2001).

Como consecuencia de la infeccion por VPH, que ocurre a
nivel de las capas basales del epitelio, este se replica hasta un

nivel de 50-100 copias por célula en la capa basal. Algunas



proteinas virales se expresan en las capas basales, estas
proteinas estimulan a la célula a pasar de la fase G; a la fase S.
Al mismo tiempo, se requiere cierto grado de diferenciacion
celular para que ocurra la sintesis de las proteinas de la capside
y la amplificacion del ADN viral. De ésta manera, la célula inicia
un descontrol total en el proceso de mitosis, dividiéndose de
manera desordenada, y al mismo tiempo es estimulada a
diferenciarse en queratocitos por los diferentes genes virales que
toman posesion de la maquinaria proteica celular. Las proteinas
mas importantes que codifican dichos genes son: la E5, E6 y la

E7 (McMurray y col. 2001).

Algunas de las funciones de estas proteinas son:

1. Bloquear la apoptosis, que es la respuesta normal de la
célula ante la infeccion viral. Esto lo logran mediante la
degradacion del factor de transcripcién p53 por parte de la
proteina E6 y E5.

2. Transcripcion alterada de genes celulares mediante la
interaccion con p300, como ocurre con la proteina E6, E7.

3. Incremento en el tiempo de vida de la célula mediante

un incremento en la actividad de la telomerasa (E6).



4. Alteracion en el ciclo celular, especialmente incitando la
transicion de la fase G; a la fase S del ciclo mitdtico. Esto se
logra interactuando con ciertas proteinas y oncogenes como pRb,
pl07, pl03, las ciclinas, los inhibidores cdk, etc. como lo hace

la proteina E7. (McMurray y col. 2001)

Aspectos psicosomaticos

Segun Tordjan en 1990 lo psiquico y lo somatico no son
entidades separadas: deben ser tomadas como dos aspectos
particulares del conjunto viviente constituido por toda persona

humana.

Hip6crates comprendia ya en su tiempo que los problemas
sexuales interferian con nuestra salud mental. Pero se podria
decir que el verdadero nacimiento de la medicina psicosomaéatica
data de Freud, con su explicacién de la histeria; ha demostrado
que la angustia hunde sus profundas raices en el mismo cuerpo.
La colera, la depresion, la angustia, el deseo, se manifiestan por
signos exteriores evidentes, pero también por modificaciones

fisiologicas internas. Y las emociones desempefian un rol



considerable en la elaboracion de nuestra personalidad (Tordjan

1990).

El lactante, que no tiene posibilidad de traducir sus deseos y
emociones con recriminaciones verbales, esta obligado a
expresar sus sufrimientos a través de su cuerpo. De éste modo,
después del destete o de un aprendizaje demasiado riguroso de
la higiene, se vera que el nifio vomita, tiene convulsiones, se
niega a comer o a dormir para significar su insatisfacciéon. Con la
palabra, la insatisfacciébn puede expresarse a través del
pensamiento verbal, la emocion se moldea sobre la expresion y
el lenguaje transforma nuestra forma de comportarnos. Es
probable que una persona que padece disturbios psicosomaticos
ya lleven impresos sus disturbios desde antes de la etapa del
lenguaje. Es decir, un lactante que haya tenido problemas
digestivos o dificultades para dormir serd mas propenso que
otras personas a sufrir problemas psicosomaticos en la edad
adulta, si experimenta emociones que entren en resonancia con
sus antiguos conflictos. Las condiciones exteriores son
frecuentemente una simple excusa para cristalizar la
insatisfaccion o revivir un conflicto neurdético, por ejemplo; un
hombre siente que no puede soportar el ruido, o su vivienda,

porque esta insatisfecho o porque tiene mala relacién con su



mujer. La enfermedad psicosomatica no se presenta solamente
porque se ha sufrido un traumatismo o una emocion. Se presenta
porque se sufre lo que se podria denominar una unidad de
ruptura que es un momento de la vida en que el cambio asume
tal importancia que nuestro organismo ya no es capaz de
integrarlo. Con mucha frecuencia, el individuo se enferma dentro
de los seis meses que siguen a esa unidad de ruptura (Tordjan

1990).

En la actualidad cabe hablar de hasta cinco sistemas
biolégicos diferentes, aunque integrados y estrechamente
relacionados entre si: el sistema nervioso central (SNC), el
sistema nervioso auténomo o0 neuro-vegetativo, el sistema
nervioso somatico o musculo-esquelético, el sistema neuro-
endocrino y el sistema inmunolégico o neuro-inmunoldgico

(Caballo y cols. 1996).

Como principio general, cabe afirmar que en todos estos
sistemas se produce una activacion generalizada ante el estrés,
si bien, tanto el principio de inhibicion reciproca que regula
algunos de estos sistemas, como la fase o la situacion de estrés
agudo o croénico en que pueda encontrarse el sujeto, puede hacer

variar la actividad o el modo de funcionamiento de algunos de los



componentes de estos sistemas y observarse la aparente
desactivacion de algunos de ellos. Por ejemplo; el sistema
digestivo y reproductor, cuya activacion es dominantemente
parasimpatica, y que durante la reaccion del estrés muestran una
desactivacion como efecto de la reduccion de la afluencia de

sangre a los mismos (Caballo y cols. 1996).

Estos efectos organicos-fisiolégicos mas inmediatos vy
aparentes observados durante la reaccion del estrés pueden, por
su parte, transformarse en alteraciones o0 trastornos
psicofisiolégicos cronicos en caso de persistir a largo plazo la
exposicién continuada a las situaciones de estrés (Caballo y

cols. 1996).



SISTEMAS BIOLOGICOS Y RESPUESTAS CORPORALES

ALTERADAS DURANTE EL ESTRES

-SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Aumento de la afluencia de sangre al cerebro, interrupcion
de la actividad mental que se estuviera realizando previamente,
facilitacion de la actividad mental relacionada con la fuente de
estrés (percepcion, concentracion, procesamiento de

informacion, sensaciones).

-SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO

Incremento de la tasa cardiaca, aumento de la presion
sanguinea, hiperventilacion, dilatacién bronquial, aumento de la
actividad renal, incremento de la glucogénesis hepatica,
vasoconstriccion periférica, aumento del factor de coagulacion de
la sangre, incremento de la actividad electrodermal y de la
sudoracién, incremento de secreciones gastricas, reduccion de la
salivacion y del pH salivar, reduccion de la afluencia de sangre
al tracto digestivo, dificultades digestivas, reduccién de la

afluencia de sangre al tracto reproductor (dificultades sexuales).

-SISTEMA NERVIOSO SOMATICO

Aumento del flujo de sangre a los grandes musculos

(piernas, brazos, espalda), tensién muscular generalizada.




SISTEMAS BIOLOGICOS Y RESPUESTAS CORPORALES
ALTERADAS DURANTE EL ESTRES (continuacion)

-SISTEMA NEUROENDOCRINO Y ENDOCRINO

Alteraciones hormonales generalizadas, incremento en el
nivel de hormonas de efectos catabdlicos (catecolaminas,
adrenocorticotropina, cortisol), reduccion inicial e incremento
posterior de hormonas de efectos anabdlicos (andrdégenos,

estrégenos, insulina).

-SISTEMA INMUNOLOGICO

Incremento inicial de la actividad y la eficacia inmunoldgica,

reduccion final de la actividad y la competencia inmunoldgica.

(Caballo y cols. 1996).

Caballo y cols. en 1996 en su tratado sobre psicopatologia
sefiala al Liquen Plano Bucal y al bruxismo como las entidades
de etiologia psicosoméatica que se pueden presentar en la
cavidad bucal. Este investigador de la psicologia une su voz a
los muchos investigadores que en el campo de la estomatologia
dicen lo mismo (Burkhart y col. 1996, Garcia-Pola y col. 2000,

Bagan y Cerrero. 1995).

La aparicion de una enfermedad psicosomatica depende de

la estructura de la personalidad, del campo fisiol6gico, del




ambiente, y por ultimo del impacto que el traumatismo exterior
produce sobre el paciente. Tornar esos hechos traumaticos y sus
emociones en hechos y emociones conscientes puede disminuir
la intensidad de los sintomas, por lo cual, la presencia del
psicélogo y/o el psiquiatra se hace imperante en el equipo
multidisciplinario que aborde este tipo de enfermedades (Tordjan

1990).

La aparicibn de un trastorno psicosomatico puede
considerarse, en sintesis, como el resultado de la concurrencia

de los siguientes 5 factores (Caballo y cols. 1996):

1. La adquisicion o existencia previa de un “patron de
activacién psicofisioldégico”, con la implicacion especifica de una
0 unas respuestas fisiold6gicas o sistemas organicos en lugar de
otros.

2. La exposicion frecuente o prolongada del sujeto a
situaciones o estimulos estresantes ambientales o psicoldgicos.
Los dltimos descubrimientos en el campo de la inmunologia nos
han ensefiado que algunas personas son refractarias a ciertas
infecciones, porque el antigeno no encuentra un lugar donde
fijarse a nivel de la célula inmunitaria. El eje hipotalamico-

hipofisiario es la clave para hacer que estas estructuras



conflictivas de nuestra personalidad se manifiesten
somaticamente. La psico-neuro-inmunologia conoce bien esta
interacciéon y utiliza técnicas psicolégicas como la relajacion y la
visualizacion para regular la funcion inmunitaria (Battista y cols.
2002).

3. La activacion repetida de ese sistema organico y de la
correspondiente respuesta o patron psicofisiolégico dominante.

4. La alteracion del mecanismo regulador homeostéatico
con la consiguiente sensibilizacion de la respuesta fisioldégica y
el deterioro en el mecanismo de habituacién o reequilibrador de
la misma.

5. La alteracion crénica del 6rgano y la correspondiente

aparicion del trastorno psicosomatico.

El término "ansiedad" se encuentra fuertemente relacionado
con el de "estrés", que se conceptualiza como una respuesta
biol6gica ante situaciones percibidas y evaluadas como
amenazantes y ante las que el organismo no posee recursos para

hacerle frente adecuadamente (Caballo y cols. 1996).

El concepto de estrés fue utilizado por primera vez,
aparentemente, por el médico hungaro-canadiense Selye (1936,

1956) en el ambito de la salud, como un derivado 0 una



adaptacion del mismo término utilizado en el campo de la fisica,
y dentro de ésta, en el campo mas especifico de la dinamica de
las fuerzas, en el que el término del estrés se refiere, en general,
a la nocion del efecto producido sobre un cuerpo 0 unha
estructura sdlida (o la resistencia ofrecida por la misma) por la

aplicacion de una fuerza externa sobre ella.

Un organismo se hace mas vulnerable a las enfermedades
cuando se altera el equilibrio organico (Homeostasis) producto
de situaciones estresantes. Principalmente por la accion del
sistema nervioso auténomo y neuroendocrino (Caballo y cols.

1996).

El estrés constituye de esta manera; un fenémeno natural,
una reaccion biolégicamente adaptativa y fundamental para la
supervivencia de los organismos, incluidos naturalmente los
sujetos humanos. De esta manera puede decirse que la vida es
estrés, y que el estrés es inseparable de la vida. Entonces si el
estrés en si mismo no constituye ninguna anomalia, ¢doénde
radica el problema en los casos de dificultades o trastornos de
estrés? La respuesta puede encontrarse, en este sentido, en la
propuesta del concepto suplementario del distrés o estrés

inadecuado, alterado o andémalo (Caballo y cols. 1996).



La cuestion de fondo estriba, sin embargo, en establecer
qué caracteristicas de los multiples componentes que intervienen
en toda experiencia del estrés hacen que se convierta de natural

en inadecuada o anomala (Caballo y cols. 1996).

Los estresores psicologicos y los estresores sociales son,
con mucho, los mas frecuentemente observados en nuestra
sociedad actual y en nuestro estilo de vida occidental. En estos
casos, la reaccion de estrés no esta relacionada directamente
con la naturaleza objetiva del estresor , sino mas bien con la
interpretacién o el significado psicolégico o cognitivo que el
sujeto asigna a los distintos estimulos o situaciones, sean éstos
fisicos, relacionales o interpersonales o procesos internos
meramente personales, subjetivos o psicolégicos (Caballo y cols.

1996).

Al conjunto de manifestaciones de respuesta inespecifica
gque constituye el estrés se denomina sindrome de estrés o
también, Sindrome General de adaptacién adscribiéndole una
evolucion temporal a través de tres fases: reaccion de alarma,
etapa de adaptacion o resistencia y etapa de agotamiento. La

reaccion de alarma se caracteriza por un aumento en la actividad



suprarrenal, reduccion de los 6rganos timolinfaticos y cambios

gastrointestinales (Caballo y cols. 1996).

A medida que progresan las fases se afiaden otros signos
como pérdida de peso corporal, desajustes en la regulacion de la
temperatura del cuerpo, desaparicion de las células eosinofilas y
alteraciones quimicas en la composicion de los tejidos y fluidos

corporales (Caballo y cols. 1996).

Existen estudios que demuestran que el estado psicolégico
pre-quirdrgico, en especial la ansiedad, inciden en Ila
recuperacidén post-quiruargica. Es decir existe una relacion directa
entre la ansiedad y la capacidad del cuerpo para recuperarse. De
hecho, se han desarrollado técnicas psicolégicas para reducir la

ansiedad y facilitar asi la recuperacion (Moix 1997).

El trastorno de ansiedad es el grupo de trastornos
psiquiatricos mas frecuente en la poblacién general, con una
incidencia mayor en las mujeres de 2:1; como grupo, es mas
frecuente el de las mujeres jovenes (20-30 afios) con una
prevalencia de 3-8 % y una tendencia constante, disminuyendo

en la vejez (Crespo y cols. 2002).



Tomando en cuenta la respuesta y el estimulo responsables
del estrés se puede definir en un sentido mas amplio como un
estado de sobreactivacion sostenido experimentado por una
persona ante distintas situaciones consideradas o evaluadas
como excesivas 0 amenazantes y que ocurren bajo condiciones
de escasos recursos o habilidades de solucién o control y de

escaso apoyo social por parte del sujeto (Caballo y cols. 1996).

Desde este marco conceptual, la relajacion se considera una
respuesta bioléogicamente antagdnica a la de estrés (Jacobson
1938). Y es la relajacién un arma terapéutica eficaz para tratar

un gran numero de manifestaciones psicosomatica.

Mas all4d de los llamados trastornos por ansiedad (panico,
agorafobia, fobia social, obsesiones, ansiedad generalizada,
etc.), la ansiedad es, ademas, un componente importante de
otros problemas: problemas de alimentacion, problemas
sexuales, problemas de relacion personal, dificultades de
rendimiento intelectual, molestias fisicas de origen
psicosomatico, etc. (Cautela y cols. 1987, Battista y cols. 2002,

Fuste 1997).



Hampf y cols. En 1987 investigaron el grado de perturbacién
mental en los pacientes con Liquen Plano Bucal y encontraron
gue la mayoria de los pacientes empeoraban en los sintomas y
en la apariencia clinica de las lesiones durante los periodos de
estrés. Sin embargo, ninguno de sus 56 pacientes con Liquen
Plano fue diagnosticado con desarreglos psiquiatricos y ninguno
a excepcion de uno necesitdo terapia psicofarmacolégica. La
evaluacion psiquiatrica en este estudio se realiz6 mediante la
aplicacién a los pacientes (siempre por un psiquiatra) del Cornell
Medical Index (CMI); un cuestionario de salud mental que difiere
entre hombres y mujeres y permite diagnosticar trastornos de

personalidad.

Si bien es cierto que niveles altos de ansiedad han sido
encontrados en pacientes con Liquen Plano Bucal (Garcia-Pola y
col. 2000, Bagan y Cerrero. 1995), la depresibén, por su parte, ha
estado casi ausente o cuando estuvo presente se encontr6 por
debajo de los niveles de ansiedad (McCartan 1995, Colella y

cols. 1993).

Dentro de los pacientes con Liquen Plano Bucal, existen un
gran numero de pacientes divorciadas, viudas, con personalidad

propensa a la depresion, con pensamientos tristes, ansiosas, y el



51% de los pacientes con Liquen Plano Bucal manifiestan haber
sufrido de situaciones estresantes al inicio de las lesiones
(Lanfranchi 2001). Sin embargo, Allen y cols. en 1986 no
encontraron diferencias estadisticamente significativas al medir
los niveles de ansiedad en los pacientes con Liquen Plano Bucal
y compararlos con su grupo control de pacientes sanos. Para
esto utilizaron un instrumento psicométrico ideal para medir

ansiedad; el State-trait Anxiety inventory.

Resultados similares encontr6 McCartan en 1995 que
ademas encontrdé niveles bajos de depresién en su muestra de
pacientes con Liqguen Plano, mediante el uso de otro instrumento
psicométrico para determinar los niveles de depresion; la escala
HAD (Hospital Anxiety and Depression scale). Ademas, refuta
con su estudio el perfil psicolégico de los pacientes con Liquen
Plano Bucal propuesto por autores como Shklar en 1972 y Fox en
1931 en el cual se presentaba a dichos pacientes como
“intelectuales” con altos niveles de inteligencia y muy

susceptibles a las tensiones que se originan a nivel profesional.

McCartan demuestra que esto no es asi, al menos en su
muestra, donde se aplica otro instrumento psicométrico que

estudia personalidad; el Cattell 16 PF Questionnarie (McCartan



1995). Asi pues, la controversia se mantiene acerca de la

supuesta etiologia psicogena del Liquen Plano Bucal.

La ansiedad suele ser evaluada a través de cuestionarios.
Sin duda alguna, el méas utilizado por su fiabilidad y validez es la
escala estado del “State-trait Anxiety Inventory” (STAI). Esta
escala consta de 20 items, las respuestas a cada uno de los
items se registran en una escala de 4 puntos (0 nada, 1 algo, 2
bastante, 3 mucho) y se ha utilizado con éxito para medir la
ansiedad vy el estrés antes de procedimientos quirdrgicos (Moix

1997).

El cuestionario STAI, un instrumento para investigar los
fenobmenos de ansiedad (permite medidas objetivas de la
ansiedad), comprende escalas separadas que miden dos
conceptos independientes de la ansiedad, como estado (E) y

como rasgo (R) (Crespo y cols. 2002).

La ansiedad estado (A/E) es una condicion emocional
transitoria del ser humano que se caracteriza por: Sentimientos
subjetivos, conscientemente percibido, de tension y aprension y

por pensamientos negativos. Y un alto grado de activacion del



sistema nervioso autonomo (reaccion general sin patrones

especificos) (Crespo y cols. 2002).

La subescala ansiedad-estado (A/E) puede determinar los
niveles actuales de intensidad de la ansiedad inducidos por
procedimientos experimentales o como un indice del nivel del
impulso. La ansiedad estado estd conceptualizada como un
estado o condicién emocional transitoria del organismo humano,
gue se caracteriza por sentimientos subjetivos, conscientemente
percibidos, de tension y aprensiéon, asi como por una
hiperactividad del sistema nervioso autonémico. Puede variar con
el tiempo vy fluctuar en intensidad. Las puntuaciones A/E
aumentan como respuesta a diferentes tipos de tension vy
disminuyen como resultado de las técnicas de relajacion; valora
sentimientos de tensién, nerviosismo preocupacién y aprension

(Crespo y cols. 2002).

La ansiedad rasgo (A/R) es una propensién relativamente
estable, una tendencia a percibir las situaciones como
amenazadoras y a elevar, consecuentemente, su ansiedad
estado. Como un concepto psicolégico la ansiedad-rasgo son
como disposiciones que permanecen latentes hasta que son

activadas por algunos estimulos de situaciones. Estas



disposiciones comportamentales adquiridas son residuos de
experiencias pasadas que predisponen tanto a ver el mundo de
una determinada manera como a manifestar unas tendencias de
respuesta vinculada al objeto (Spielberger y cols. 1997). La
variable ansiedad-rasgo (A/R) puede ser utilizada en
investigacién para seleccionar sujetos con diferente
predisposicion a responder al estrés psicoldégico con distintos

niveles de intensidad de la A/E (Crespo y cols. 2002).

La puntuacion A/R permite discriminar alumnos de
ensefianza secundaria o0 universitaria segun su predisposicion a
la ansiedad, asi como para evaluar el grado en que estan
afectados por problemas de ansiedad neurdética los alumnos que
acuden a los servicios de orientacion y consejo (Crespo y cols.

2002).

En general, los sujetos con elevada A/R presentan mayor
A/E y son mas propensos a responder con un aumento de A/E en
situaciones que impliguen alguna amenaza a la autoestima

(Crespo y cols. 2002).

Ambos conceptos, en ciertos aspectos, se asemejan a las

energias cinestésicas y potencial en el mundo de la fisica. La



primera es una manifestacion, en un determinado momento y con
un grado de intensidad, de un proceso 0 reaccion empirica,
mientras que la segunda indica diferencias de fuerza en una
disposicion latente para manifestar un determinado tipo de
reaccion. De la misma manera que la energia potencial presenta
diferencias de los objetos en la cantidad de energia cinestésica
gque puede ser liberada mediante la aplicacion de una fuerza
apropiada, la ansiedad rasgo implica diferencias entre los sujetos
en una disposicion para responder a situaciones tensas con
diferentes cantidades de ansiedad estado (Spielberger y cols.

1997).

En general, los sujetos A/R+ (con mayor ansiedad rasgo)
presentardn un A/E+ (mayor ansiedad estado) que los sujetos
A/R-, porque los A/R+ ven muchas mas situaciones
amenazadoras. Por tanto, los A/R+ son m&s propensos a
responder con un aumento de A/E en situaciones de relaciones
interpersonales que impliqguen alguna amenaza a la autoestima.
Sin embargo, el hecho de que las personas que difieren en A/R
muestren unas correspondientes diferencias en A/E, depende del
grado en que la situacion especifica es percibida por un

determinado individuo como peligrosa o amenazadora, y esto



esta muy influido por las particulares experiencias pasadas

(Spielberger y cols. 1997).

El STAI también ha mostrado ser util en la labor clinica. La
puntuacion A/R permite discriminar alumnos segun su
predisposicion a la ansiedad, asi como evaluar el grado en que
estan afectados por problemas de ansiedad neurética los
pacientes que acuden a servicios de orientacién y consejo,
psicoterapia y psiquiatria. También puede ser utilizada para
medir los cambios que ocurren en situaciones la variable A/E,
especialmente en momentos de tensién, nerviosismo,
preocupacion y aprension (Spielberger y cols. 1997). Y se le ha
utilizado con éxito para medir la ansiedad en pacientes que van a

ser sometidos a cirugia bucal (Yusa y cols. 2004).



.- OBJETIVOS

Objetivo General:

-Deteccion del virus Epstein-Barr y del virus Papiloma

Humano en las lesiones de Liquen Plano Bucal.

-Medicién de los niveles de ansiedad en los pacientes con

Liguen Plano Bucal.

Objetivos especificos:

1.- Deteccién del virus Epstein-Barr y virus Papiloma

Humano mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en

biopsias de tejido de pacientes con Liquen Plano Bucal.

2.- Genotipaje del tipo de virus Papiloma Humano en

biopsias de tejido de pacientes con Liquen Plano Bucal.



3.- Establecer la relacién existente entre la ingesta de
medicamentos y la presencia de las lesiones de Liquen Plano
Bucal.

4.- Comparar la presencia de enfermedades sistémicas y la

presencia de lesiones de Liquen Plano Bucal.

5.- Establecer la relacién existente entre los habitos
tabaquicos de los pacientes con Liquen Plano Bucal y la

presencia del virus Epstein-Barr y del virus Papiloma Humano.

6.- Cuantificar los niveles de ansiedad-estado en los
pacientes con Liguen Plano Bucal segun Ila escala del
cuestionario ansiedad estado-rasgo “STAI” (State-Trait Anxiety

Inventory).

7.- Cuantificar los niveles de ansiedad-rasgo en los
pacientes con Liguen Plano Bucal segun la escala del
cuestionario ansiedad estado-rasgo “STAI” (State-Trait Anxiety

Inventory).

8.- Comparar los niveles de ansiedad-estado y ansiedad-

rasgo en los pacientes con Liquen Plano Bucal.



V.- MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron dos grupos de individuos. Un grupo de
pacientes con Liquen plano Bucal: 20 individuos con lesiones. El
diagnostico clinico se corrobor6 mediante estudio histopatologico
(muestra de biopsia de las lesiones fijada en formol, incluida en
parafina y tefiida con hematoxilina-eosina) e inmunofluorescencia
directa positiva para fibrinbgeno. Todos los pacientes fueron
atendidos en el Servicio de Clinica Estomatolégica “Magdalena
Mata de Hening” de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Central de Venezuela y en el Instituto de Biomedicina del
Hospital José Maria Vargas de Caracas entre los afios 2002-
2003. Se excluyen del grupo; aquellos pacientes con lesiones
liguenoides en vecindad con restauraciones metéalicas y/o de
acrilico que hayan aparecido posterior a la colocacion de las
mismas, pacientes con medicaciones sistémicas
antihipertensivas, antidiabéticas y antidepresivas que hayan
comenzado anterior a la aparicion de las lesiones, pacientes con
enfermedades inmunoldégicas como lupus eritematoso, eritema
multiforme, enfermedad de rechazo de injerto y SIDA, vy
pacientes con displasias y/o carcinoma in situ (Myers y col.

2002).



Y un grupo control de 10 individuos con mucosas bucales
sanas y sin antecedentes de Liquen Plano Bucal. Los pacientes
de este grupo fueron atendidos en el post-grado de cirugia bucal
y en el quir6fano de periodoncia de la Facultad de Odontologia
de la Universidad Central de Venezuela entre los afios 2002-
2003 para realizarle tratamientos como exodoncias a colgajo de
los terceros molares y alargamiento de corona clinica. Las

muestras tomadas eran de mucosa sana.

Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado
para participar en la investigacién siguiendo las directrices de la
declaracién de Helsinki (World Medical Association 2000) (VER

ANEXO).

En todos los casos se completdé un protocolo de estudio
donde se recogid: datos personales del paciente, enfermedad
actual, habitos, antecedentes médicos, Ilocalizacion vy
caracteristicas clinicas de las |lesiones, caracteristicas
histopatologicas e inmunofluorescencia directa, analisis
sanguineo, y estado psicoemocional (VER ANEXO). Los analisis
histopatoldogicos y de inmunofluorescencia fueron realizados

siempre por dos histopatologos (J.P. e I|.D.) en el Instituto



Anatomopatolégico “José A. O’Daly” en la Facultad de Medicina

de la Universidad Central de Venezuela.

Cuestionario psicométrico. Se aplico el cuestionario de
Ansiedad Estado-Rasgo “STAI” (State-Trait Anxiety Inventory) en
ambos grupos una hora antes del procedimiento de toma de
biopsia. El cuestionario esta disefiado para la autoaplicacion y la
misma se hizo de manera individual sin limite de tiempo. Aunque
en las instrucciones impresas en el ejemplar se convida al
paciente a no emplear demasiado tiempo en la respuesta de
cada uno de los items (VER ANEXO) los pacientes utilizaban
entre seis y ocho minutos para cada parte del cuestionario (A/E y

A/R).

En la seccion referente a la ansiedad-Estado se le indicaba
al paciente rellenar con un boligrafo la puntuacién de 0 a 3 que
indique mejor coOmo se siente en el momento de la aplicacion del
cuestionario segun lo indique cada item, indicando asi mismo
gque no hay respuestas buenas ni malas y evitando al maximo

utilizar el término “ansiedad”.

En la seccion referente a la ansiedad-rasgo se convida al

paciente a rellenar con un boligrafo la puntuacion de 0 a 3 que



indiqgue mejor como se siente “en general” la mayoria de las
ocasiones segun indique cada item y nuevamente se sefiala que
no hay respuestas buenas ni malas. Dentro de los datos
personales que recoge el ejemplar impreso del cuestionario (VER
ANEXOQO) en este estudio solo se indic6 al paciente escribir su

nombre, apellido y la edad.

En todos los casos se aplicaba primero la parte A/E y luego
la A/R. ElI mismo investigador aplicé en todos los casos el

cuestionario (A.A.).

En la tipificacion espafiola del STAI se obtienen
puntuaciones transformadas en las escalas de centiles vy
decatipos. La puntuacion centil indica el tanto por ciento del
grupo normativo al que un sujeto determinado es superior en la
variable apreciada por la prueba. Las puntuaciones decatipos
constituyen una escala tipica de diez puntos (media: 5,50.
desviacién: 2) que puede ser facilmente comprendida por el
publico en general. Una vez obtenidas las puntuaciones directas
mediante la aplicacién de la plantilla a las respuestas del sujeto,
y determinadas las caracteristicas (sexo y edad) se busca en la
tabla del manual de la prueba la puntuacion centil y decatipo

correspondiente. Un decatipo mayor o igual a seis (6) indica un



sujeto ansioso en la escala A/E o un sujeto con la ansiedad como

rasgo de su personalidad en la escala A/R.

Manejo tisular. EI material biolégico consistié en muestras
de tejido bucal obtenido mediante biopsias incisionales bajo
anestesia local (lidocaina al 2% con epinefrina 1: 100.000 A.T.O.
™ Zizine. Paris Francia) que se practicaban en los pacientes del
servicio para diagnosticar lesiones con impresion diagnostica de
Liguen Plano Bucal (siguiendo los criterios de exclusion del
grupo 1). Las muestras de tejido provenientes de lesiones
ulcerosas o0 erosivas eran obtenidas mediante incision
proveniente de zonas aledafias al sitio ulcerado con el objeto de
obtener un tejido con epitelio sano que permite observar la
inmunoreaccion a nivel de la unién epitelio-corién. En las
lesiones reticulares las muestras se obtenian de las zonas

blanquecinas.

Dichas muestras de tejido se dividian en tres porciones; una
para ser fijada en formol tamponado, embebida en parafina,
seccionada en microtomo (5 um), y tedAida con hematoxilina-
eosina para su analisis histopatologico. Otra que se colocO en
solucion fisiologica (muestra en fresco que incluia tejido no

ulcerado) para la realizacion de la inmunofluorescencia directa



con anticuerpos policlonales (Dako Corporation, Conpenhagen,
Denmark) fluoresceinados (Clq, fibrinégeno, C3, IgM, C4, IgG,
IgA). Y otra que se congelé a menos 70°C en nitrogeno liquido
para su posterior analisis molecular. La porcion congelada para
la extracciéon del ADN se dividié a su vez en dos porciones; una
para la extraccion del ADN-VPH y otra para extraccion del ADN-

VEB (Fig. 1).

Fig. 1.- Muestras congeladas a -70° C en nitrégeno liquido:
una porcion para la extraccion del ADN-VPH y otra para la

extraccion de ADN-VEB.

Extraccién del ADN

1. Se agreg6 a las biopsias 100 ul de proteinasa K (1000

ug/ml) + 100 pl de buffer lisis (tris-HCL 10 mM + sarcosina



0.1%). Se agitdé con voOrtex y se colocd en bafio de maria a 55°C
por 2 horas. La proteinaza K se inactivé a 100°C por 5 min.

2. Se agreg6 igual volumen de cloroformo: fenol:
isoamilico. Se vorterizo y centrifugé al4000 rpm por 10 min.

3. Se tomo la fase acuosa y se transfirio a otro eppendorf
para agregar igual volumen de cloroformo. Se mezclé por
inversidn suavemente y centrifugé a 14000 rpm por 10 min.

4. Se tomoé la fase acuosa y se transfirié a otro eppendorf
para precipitar el ADN agregando 1/10 volimenes de acetato de
amonio 3V y el doble de volumen de etanol puro frio. Se dejé
toda la noche a —20°C.

5. Al dia siguiente: se centrifugd a 14000 rpm durante 20
min. (Fig. 2).

6. Se descart6 el sobrenadante y se agreg6 500 ul de etanol
al 75%. Se centrifugé a 14000 rpm durante 10 min.

7. Se descarto el sobrenadante y se colocaron los tubos en
posicion invertida sobre papel absorbente hasta que el etanol se
evaporé totalmente.

8. Se resuspendid el pellet en 50ul agua destilada y libre de

DNAsa.



Fig. 2.- Centrifuga utilizada durante la extraccién del ADN.

Velocidad utilizada: 14000 rpm.

Reaccién en cadena de la polimerasa para VPH.

Antes de las reacciones de amplificacién se cuantifico el
ADN extraido utilizando un GeneQuant (Pharmacia. Cambridge,

UK).

En las reacciones de amplificacion se emplearon iniciadores

especificos PVHfast (Pharma Gen s.a., Madrid, Espafa).

El ADN extraido se agregdé a la mezcla para PCR que
contenia: Dntp’s, los iniciadores, un plasmido de 1200 pb para

control positivo, MgCl,, Taq polimerasa y agua.



La reaccion de amplificacion se realizé de la siguiente

manera:

1.- Se descongeld un tubo de reaccién por cada muestra
durante unos pocos segundos a 37 °C y se guardd en hielo. Se
anadio 5 yl del ADN extraido de las muestras y se mantuvo en

hielo.

2.- Se programé el termociclador (PTC-150 minicycler. MJ
Research. Watertown, Massachussets. USA) con los siguientes
ciclos de temperaturas: 1 ciclo a 94 °C por 4 min.
(desnaturalizacién inicial). 35 ciclos a; 94 °C por 1 min.
(desnaturalizacion), 52 °C por 1,5 min. (anillamiento) y 72 °C por
2 min. (extensién). 1 ciclo a 72 °C por 10 min. (extension final). Y

finalmente 4 °C continuos hasta la recogida de los tubos (Fig. 3).

3.- Se colocaron los tubos y se inici6 el programa una vez
que el bloque alcanzd los 90 °C. Minimizando asi, las posibles
amplificaciones inespecificas debidas a incubacion por debajo de

la temperatura de hibridacion.



La visualizacion del producto amplificado se realizo

siguiendo el siguiente protocolo:

1.- Se llevd 10 pl del producto amplificado con micropipeta a
un tubo Eppendorf limpio. El resto del material se conserva a 4
°C para su posterior utilizacién, especialmente para la

tipificacion del virus con enzimas de restriccion (fig. 4).

2.- Se afnadié 2 pl de solucion de carga a los 10 ul de
producto amplificado y se cargd en un gel de agarosa al 2% en
TBE 1X en una camara de electroforesis (minisub. Biorad). Se
utiliz6 como marcador de peso molecular 0,5 pg de ADN
(Molecular Weight Marker VIII. Boehringer Mannheim). La

electroforesis se corrié a 8 V/icm (fig. 5y 6).

La visualizacién se realizé en un transiluminador (2011

macrovue LKB. San Gabriel, California. USA).



Fig. 4.- Micropipetas con sus puntas seriadas.



Fig. 5.- Gel de agarosa. Fig. 6.- Camara de electroforésis

Para las muestras positivas aparecia una banda de 450 pb
correspondiente al genoma de VPH. En el control interno
aparecera solamente la banda 1200 pb. En caso de que aparezca
en el control negativo (mezcla sin ADN) una banda de 450 pb,

significa que la amplificacién esta contaminada.

Tipificacién por digestion con enzimas de restriccién.

Se centrifugan unos segundos los tubos de enzima 1 de
restriccion y enzima 2 de restriccién en la microfuga. La enzima

1ylaenzima 2 de restriccion se mantienen siempre a -20 °C.

Se toman los tubos de reaccion amplificados anteriormente
de las muestras positivas para VPH y se afiade a cada uno 1 pl
de enzima 1 de restriccion. Luego de resuspender se pasan 20 ul

a otro tubo Eppendorf. Se afiade 0,5-1 pl de enzima 2 de



restriccion y se resuspende de nuevo suavemente. Se incuban

los tubos a 37 °C durante 2 horas.

Al final a cada uno de los tubos de las 2 digestiones se
afiaden 3 pl de solucion de carga y se corren 15 pyl de cada uno
en un gel de agarosa al 2,5% con TBE 1X, en la camara de
electroforesis (minisub. Biorad). Se utiliz6 como marcador de
peso molecular 0,5 pg de ADN Molecular Weight Marker VIII

(Boehringer Mannheim). La electroforesis se corrié a 8 V/cm.

La visualizacion se realizé en un transiluminador (2011

macrovue LKB. San Gabriel, California. USA).

En las muestras positivas la banda de 450 pb se digiere con
este procedimiento generando un patrén de bandas dependiendo
del tipo de virus. Ademas del patrén de bandas del virus
aparecen dos bandas de 550 650 pb correspondientes a la

digestion de la banda de 1200 pb de control interno.

Reaccion en cadena de la polimerasa para VEB.
Antes de las reacciones de amplificacion se cuantificé el
ADN extraido utilizando un GeneQuant (Pharmacia. Cambridge,

UK).



El ADN extraido se agreg6 a la mezcla para PCR (nested)

H

gue contenia en la amplificacion “primer outer”:

-Buffer 10X: 6 pl.

-MgCl,; (50 mM): 1 ul.

-Dntp’s (10 mM): 2 pl.

-Tag polimerasa: 0,5 pl.

-Iniciador W1 (5°CTA GGG GAG AAC GTG AA3’, nucleotidos
14555-14575): 0,5 pl.

-Iniciador W2 (5°CTG AAG GTG AAC CGC TTA CCA 3,
14310-14380): 0,5 pl.

-H,0: 12,0 pl.

-ADN: 2,5 pl.

Se programé el termociclador (PTC-150 minicycler. MJ
Research. Watertown, Massachussets. USA) con los siguientes
ciclos de temperaturas: 30 ciclos de 942C por 4’, 922C por 45,

69°C por 30", 72°C por 45’ y 72°C por 5'.

En la segunda amplificacion (primer inner) la mezcla

contenia;:

-Buffer 10X: 6 pl.



-MgCl,; (50 mM): 1 ul.

-Dntp’s (10 mM): 2 pl.

-Tag polimerasa: 0,5 pl.

-Iniciadores W3 (5 GGT ATC GGG CCA GAG GTA AGT 3/,
nucleotidos 14605-14625).

-Iniciadores W4 (5° GCT GGA CGA GGA CCC TTC TAC 3/,
nucleodtidos 14777-14797).

-H,0: 12 pl.

-Amplificado: 2,5 pl.

Se programo6 el termociclador (PTC-150 minicycler. MJ
Research. Watertown, Massachussets. USA) con los siguientes
ciclos de temperaturas: 30 ciclos de 942C por 4’, 922C por 457,

69°C por 30", 72°C por 45’ y 72°C por 5'.

El control positivo fue una muestra de ADN de la linea B95-8
positiva para VEB y se hizo una reaccidén paralela para la beta-

actina.

El producto de PCR fue analizado por electroforésis en un
gel de agarosa al 3% y La visualizacion con bromuro de etidio se
realizéo en un transiluminador (2011 macrovue LKB. San Gabriel,

California. USA).



Analisis estadistico

El anélisis estadistico entre los resultados de ambos grupos
se realiz6 mediante la utilizacion de la prueba de Fisher (Fisher
Exact Test) procesando los datos mediante el software SPSS®

para Windows version 9.0 (©1998 SPSS Inc. Derechos

reservados).



V.- RESULTADOS

El estudio se realiz6 en un grupo de pacientes que acuden a
los Servicios de Medicina Estomatolégica de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Central de Venezuela y de

Dermatologia en el Instituto de Biomedicina.

Poblacion estudiada: En este estudio fue evaluada una
poblacién total de 30 individuos, de los cuales 20 presentaban
lesiones de Liquen Plano Bucal y 10 constituyeron el grupo

control.

1.- Distribucion de los pacientes con Liquen Plano Bucal

y grupo control segun la edad.

El promedio de edad del grupo de los pacientes con Liquen
Plano Bucal, fue de 50,85 + 14.8 (X £ DS). Con un rango de edad

entre 28 y 75 afios.

Para el grupo control el promedio de edad fue de 38,6 *

19.43 (X £ DS) con un rango de edad entre 21 y 85 afios.



2.- Distribuciéon de los pacientes con Liquen Plano Bucal

y grupo control segun el género.

En la poblacion evaluada se observé un predominio del
género femenino en el grupo de pacientes con lesiones de
Liguen Plano Bucal con 19/20 pacientes (95%) y solo un paciente
del género masculino (5%). En el grupo control 8/10 pacientes
fueron del género femenino (80%) y 2/10 de género masculino

(20%) (Grafico 1)

Grafico 1.- Distribucién de los pacientes con Liquen

Plano Bucal (LPB) y el Grupo Control segun el género.
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3.- Distribucion de los pacientes segun los tipos de

Liguen Plano Bucal.

El tipo de liquen plano bucal méas frecuente segun la
apariencia clinica fue el reticular con 9/20 casos (45%), seguido
del: erosivo con 4/20 casos (20%), 3/20 pacientes (15%),
presentaron tanto lesiones reticulares como erosivas, 1/20
paciente (5%) presentd lesiones reticulares, lesiones en placa y
zonas atroficas alternadas, un solo paciente (5%) presentd la
apariencia clinica de una méacula hipercromica, mientras que otro
paciente presentdé una mezcla de zonas reticulares y maculas
hipercrémicas, y un paciente presentd lesiones en placa y

erosivas (Tabla I, Fig. 7, 8, 9)



Tabla I.- Distribucién de los pacientes segln

Liguen Plano bucal.

los tipos de

N° de pacientes

Tipo de Liqguen Plano (apariencia

%

Clinica)
10 Reticular 50
8 Erosivo 40
1 Atréfico 5
1 Macula Hipercrémica(*) 5

(*)No se puede clasificar en ninguna de las clasificaciones propuestas

y reticulares de Liquen Plano Bucal.

~ Fig. 7.- Lesiones erosivas




Fig. 8.- Liquen Plano en Placas.

Fig. 9.- liquen Plano erosivo.



4.- Distribucion de los pacientes con liquen Plano Bucal

y el grupo control segun la sintomatologia.

Referente a los sintomas se pudo observar que 7/20
pacientes (35%) del grupo <con Liguen Plano fueron
asintomaticos, mientras que los otros 13/20 (65%) presentaron
los siguientes sintomas: ardor (30%), sensacion de mucosa
rugosa o “acartonada” (30%), dolor (30%), sensacién de mucosa
rugosa y ardor (7%). De los pacientes sintomaticos el 53,84%

(7/13) presentaron la forma reticular de Liquen. (Tabla II).



Tabla Il.- Distribucion de los pacientes con liquen Plano

Bucal y el grupo control segun la sintomatologia.

Tipo de Liquen Sintoma Grado de dolor
(1-10)*
Reticular No refiere 0
Reticular Mucosa rugosa 0
Méacula Hipercrémica No refiere 0
Erosivo No refiere 0
Atréfico Ardor 0
Erosivo Dolor 3
Erosivo Ardor 0
Reticular No refiere 0
Erosivo Dolor 2
Reticular No refiere 0
Reticular Mucosa rugosa 0
Erosivo Ardor 0
Erosivo Ardor 0
Reticular Mucosa rugosa 0
Reticular Mucosa rugosa 0
Reticular No refiere 0
Reticular Dolor 3
Reticular Mucosa rugosa-ardor 0
Erosivo Dolor 5
Erosivo No refiere 0

(*) Escala subjetiva que manifestaba el paciente al momento

de la anamnesis.




5.- Distribucion de los pacientes con Liquen Plano Bucal

y el grupo control segun las manifestaciones extrabucales.

En el grupo evaluado 2/20 pacientes (10%) presentaron
lesiones Liquenoides en otras mucosas (especificamente mucosa
de vulva), mientras que 9/20 pacientes (45%) presentaron
lesiones en piel: observandose en 5/9 pacientes maculas
hipercromicas, en 2/9 pacientes maculas y papulas
hipercromicas, un paciente papulas hipercromicas y otro paciente

maculas hipocrémicas.

También se observdé que 8/20 pacientes (40%) ademas
tenian lesiones en ufias y/o cabellos: 5/8 pacientes micosis a

nivel de las ufias, y 3/8 pacientes con alopecia (gréafico 2).

En el grupo control no se encontraron lesiones liquenoides
en otras mucosas, solo un individuo (10%) presentaba lesiones
costrosas en piel, ninguno present6 lesiones en ufias yl/o

cabellos (grafico 2).



6.- Distribucion de los pacientes con Liquen Plano Bucal

y el grupo control segun el habito tabaquico.

Con respecto a los habitos tabaquicos 7/20 pacientes con
Liguen Plano Bucal (35%) manifestaron el habito de fumar, de los
cuales: 6/7 pacientes tenian el habito desde hace mas de 20
affios y solo uno fumaba recientemente, 5/7 pacientes fumaban
una o mas de una caja de cigarrillos al dia y 2/7 pacientes

fumaban menos de una caja.

En el grupo control 2/10 pacientes (20%) presentaban el
habito de fumar cigarrillos; ambos menos de una caja al dia, uno
desde hace mas de 20 afios y el otro desde un periodo méas corto

(gréafico 3).

Mediante la prueba para datos no paramétricos de Fisher
existe una diferencia estadisticamente significativa entre ambos
grupos P > 0.90 (1.37 es el estadistico de contraste para la

significancia en este grupo).



Grafico 2.- Distribucién de los pacientes con LPB y el

grupo control segun las manifestaciones extrabucales.
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Grafico 3.- Distribucién de los pacientes con LPB vy

grupo control segun el habito de fumar.
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7.- Distribucion de pacientes con Liquen Plano Bucal y

grupo control segun laingesta de medicamentos.

En cuanto a la ingesta de medicamentos 15/20 pacientes
(75%) del grupo con Liquen ingerian medicamentos en el
momento del diagndstico. EI medicamento mas frecuente es la
vitamina E (5/15 pacientes), seguido por suplementos de calcio

(4/15 pacientes) y la aspirina (2/15 pacientes) (grafico 4).

En el grupo control, 6/10 pacientes (60%) no ingerian
medicamentos. Mientras que 4 pacientes (40%) usaban

medicamentos (gréafico 4).

Se observdo una diferencia estadisticamente significativa al
aplicar una prueba H para muestras no parameétricas entre el
grupo con Liquen y el grupo control P > 0.95 (1.85 es el valor

estadistico de contraste para este grupo)



Grafico 4.- Distribucion de pacientes con Liquen Plano

Bucal y grupo control segln laingesta de medicamentos.
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8.- Distribucién de los pacientes con Liquen Plano bucal
y grupo control segun presencia de enfermedades sistémicas

concomitantes.

En el grupo de pacientes con liquen plano bucal, 6/20 (30%)
presentaban una enfermedad sistémica concomitante (grafico 5).
Las enfermedades que se presentaron fueron: depresién bipolar,
artritis, candidiasis bucal, asma, varices en las piernas,
hipotiroidismo, gastritis, hipertensiéon arterial y enfermedad
vascular periférica. De los pacientes que presentaban
enfermedades sistémicas concomitantes al Liquen Plano Bucal,
5/6 pacientes (83,3%) presentaron la forma erosiva sola o

asociada a otra forma de Liquen Plano Bucal (tabla III).

En el grupo control, 5/10 pacientes (50%) de los pacientes
presentaron alguna enfermedad sistémica (grafico 5). En este
grupo la hepatitis A se presenté en 2/5 pacientes. Las otras
enfermedades fueron: artritis, osteoporosis, varicela e
hipertension arterial. Se observa una diferencia estadisticamente
significativa entre ambos grupos P > 0.90 (1,37 estadistico de
contraste segun la tabla del test de Fisher), con una prevalencia

de enfermedades sistémicas en el grupo control (tabla III).



Grafico 5.- Distribucién de los pacientes con Liquen
Plano Bucal y grupo control segun la presencia de

enfermedades sistémicas.
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Tabla 1ll.- Enfermedades sistémicas segun el tipo de

Liquen Plano Bucal.

Tipo de Liquen Enfermedad sistémica asociada
Erosivo Asma, varices en las piernas.
Erosivo Artritis
Erosivo Depresion bipolar

Placa-erosivo Candidiasis bucal

Reticular-erosivo Hipotiroidismo, gastritis
Reticular Hipertensién arterial,
Enfermedad vascular periférica




9.- Distribucion de los pacientes con Liquen Plano Bucal

segun la localizacion de las lesiones.

La localizacién mas frecuente de las lesiones de Liquen fue
cara interna de carrillos con 17/20 (85%) pacientes (fig. 7, 10 y
11) seguida por fondo del vestibulo con 4/20 (20%) pacientes,
cara dorsal de la lengua con 4/20 (20%), piso de la boca con
3/20 (15%), reborde alveolar 3/20 (15%) pacientes, y paladar
duro, bordes laterales de la lengua, encia, paladar blando, cara
ventral de la lengua y labio con solo un paciente (5%)
presentando lesiones en cada localizacion respectivamente (fig.
12). Las lesiones se presentaban en varias localizaciones en un

mismo paciente en la mayoria de los casos.



Grafico 6.- Distribucién de los pacientes con Liquen

Plano Bucal segun la localizacién de las lesiones.
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Fig. 10 y 11.- Liquen Plano Reticular en cara interna de
carrillo. A la izquierda mezclado con zonas melandticas, a la

derecha mezclado con zonas atroficas.

Fig. 12.- Lesiones de

Liquen plano en semimucosa de labio inferior.



10.- Evaluacion histopatolégica de las lesiones de

pacientes con Liquen Plano Bucal.

El estudio histopatoléogico se realiz6 como parte de los
examenes diagndéstico. Las muestras de tejido coloreadas con
hematoxilina y eosina presentaron las siguientes caracteristicas
histopatolégicas: 18/20 muestras (90%) presentaron acantosis
(Fig.13), 16/20 (80%) presentaron degeneracién hidropica del
epitelio (Fig. 14 y 15), 11/20 (55%) muestras presentaron
cuerpos de civatte, 10/20 (50%) papilomatosis, y 10/20 (50%)
infiltrado inflamatorio moderado en banda en unién coridn-
epitelial, 7/20 (35%) muestras hiperparaqueratosis (Fig. 13), y
6/20 (30%) hiperortoqueratosis, 5/20 (25%) infiltrado inflamatorio
leve en banda en unién corién-epitelial (Fig. 16), y 5/20 (25%)
presentaron infiltrado inflamatorio severo en banda en unién
corién-epitelial (Fig. 17), tres (15%) muestras presentaban
melanosis, tres (15%) congestion vascular, dos (10%) elongacién
de los mamelones epiteliales, dos (10%) fibrosis del corién, y dos
(10%) hemosideréfagos, una (5%) muestra presentaba edema del
corion, una (5%) infiltrado linfocitico alrededor de pequefios
vasos, y otra (5%) extravasacion de globulos rojos en el epitelio,

una (5%) muestra presentaba vesicula sub-epitelial, y otra (5%)



muestra mostraba células gigantes multinucleadas a nivel del

conjuntivo (Fig. 18) (Tabla IV).



Tabla IV.- Evaluacion histopatolégica de las lesiones de

pacientes con Liquen Plano Bucal.

Caracteristica histopatologica NUumero de muestras
Acantosis 18
Degeneracion hidrépica 16
Cuerpos de Civatte 11
Papilomatosis 10
Infiltrado inflamatorio en banda 10

Moderado (*)

Hiperparaqueratosis 7
Hiperortoqueratosis 6
Infiltrado inflamatorio en banda leve (*) 5
Infiltrado inflamatorio en banda severo 5
(*)

Melanosis 3
Congestién vascular 3
Elongacion de los mamelones 2
epiteliales.

Fibrosis del Corién 2
Hemosiderofagos 2
Edema del corién 1
Infiltrado linfocitico alrededor de 1

pequefos vasos

Extravasacién de glébulos rojos en el 1
epitelio

Vesicula subepitelial 1
Células gigantes multinucleadas. 1

(*) Todas las muestras (100%) presentaron infiltrado inflamatorio tipo linfocitico en

banda a nivel subepitelial siendo ésta la caracteristica histopatolégica mas frecuente.




Fig. 13.- Microfotografia de mucosa de reborde alveolar,
coloracion H-E. Se observa acantosis, hiperparaqueratosis e
infiltrado inflamatorio leve. La apariencia clinica era de Liquen

Plano en Placas. Aumento: 10X.



Fig. 14 y 15.- Microfotografia de mucosa de piso de boca,
coloracion H-E. Notese el infiltrado linfocitico en banda con la
consiguiente degeneracion hidrépica de las capas basales del

epitelio. Aumento: 20X

Fig. 16.- Microfotografia de mucosa de cara interna de
carrillo, coloracién H-E. Se observa un leve infiltrado inflamatorio
en banda a nivel del corién y la presencia de macrofagos
cargados de pigmento. Aumento: 40X Clinicamente se trataba de

un Liguen Plano Reticular.



Fig. 17.- Microfotografia de
mucosa de piso de boca. Coloracién H-E. Se observa infiltrado
inflamatorio linfocitico (severo) en banda a nivel subepitelial.

Clinicamente era una zona erosiva. Aumento 10X.
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Fig. 18.- microfotografia anterior a mayor aumento (40X).
Notese la presencia de células gigantes multinucleadas a nivel

del conjuntivo.



11.- Evaluacion de la localizacion de Fibrinégeno en las
muestras de los pacientes con Liquen Plano Bucal por

inmunofluorescencia

Todas las muestras fueron positivas para fibrin6geno en los
pacientes con Liquen Plano Bucal. En la figura 19 se puede
observar el inmunomarcaje a todo lo largo de la unién corion-

epitelial.

Fig. 19.- Inmunofluorescencia positiva para fibrinbgeno a

todo lo largo de la union corién-epitelial.



12.- Evaluacion de las moléculas del complemento Cg3, Cy4,
Ciq y de los anticuerpos IgM, 1gG e IgA por
inmunofluorescencia directa en relacién al tipo de Liquen

Plano Bucal.

Al evaluar la presencia de inmunoglobulinas se observé que
16/20 muestras resultaron positivas para 1gG, siendo el tipo
reticular el que present6 mayor numero de inmunoreactividad
(50%) para este anticuerpo. En relacién a las moléculas de
complemento 14/20 muestras (70%) resultaron positivas para las
proteinas del complemento C3, y 8/20 para la presencia de Ciq
(37.5%), siendo el tipo reticular el que presenté mayor numero
de muestras positivas para ambos marcadores. Mientras que
4/20 muestras resultaron positivas para C4, siendo el tipo erosivo
el que presenté mayor numero de muestras inmunopositivas
(75%).

En relacién a la presencia de anticuerpos de la clase IgM e
IgA; 12/20 muestras resultaron positivas para IgM, siendo mas
frecuente en el tipo reticular (41.6%). Solamente 1/20 muestra
resulté positiva para IgA, y esta se presento en una muestra de
tipo reticular (Tabla V).



Tabla V.-

complemento y de

inmunofluorescencia directa en

Plano Bucal.

Inmunopositividad

los anticuerpos

de

las
IgG,

proteinas
IgM E

relacion al tipo de Liquen

del

IgA por

Tipo de Fibrin6geno Clq C3 C4 IgM IgG IgA
Liquen

Erosivo. ++ - ++ - - ++ -
Reticular + - trazas - - + trazas
Reticular ++ - trazas - - + -
Reticular +++ - trazas - - + -
Erosivo ++ - trazas - trazas + -
Erosivo + - - - - - -
Reticular ++ trazas trazas - + trazas -
Erosivo +++ + - - ++ ++ -
Erosivo trazas - trazas + trazas + -
Reticular ++ - - - - - -
Erosivo +++ - trazas - trazas + -
Reticular ++ trazas trazas - trazas | trazas -
Reticular +++ trazas trazas - + + -
Erosivo + trazas ++ trazas | trazas | trazas -
Atréfico + - - - - - -
Reticular + - - - - - -
Reticular ++ - - - ++ + -
Reticular ++ trazas trazas ++ + ++ -
Macula ++ + ++ - ++ ++ -

hipercromica
Erosivo ++ + ++ ++ + ++ -




13.- Localizacion de Ila inmunopositividad para el
fibrinbgeno, los anticuerpos IgG, IgM e IgA y las moléculas

del complemento C3 Csy Cy1q.

La localizacibn méas frecuente para el fibrindgeno fue la
union coridn-epitelial con 12/20 muestra positivas (60%).
Mientras que para la IgM se observé mas frecuentemente a nivel
del coriébn con 5/12 (42%) muestras positivas en dicha
localizacion. En relacién a la IgG la inmunopositividad se
presenté en el tejido conjuntivo tanto superficial como profundo
(submucosa) con 10/16 muestras positivas (63%). La IgA solo se

present6 en el corién de un solo caso.

Con respecto a las proteinas del complemento; para el Ciq
la localizacion mas frecuente fue el corion con 3/8 (38%) y la
unién coridn-epitelio con 3/8 muestras positivas. Mientras que
para C3 fue las paredes de los pequefios vasos con 4/14
muestras positivas (29%). Para el C,; la localizacion méas
frecuente fue las paredes de los pequefios vasos con 3/4

muestras positivas (75%) (Tablas VI y VII).



Tabla VI.- Localizacién de la inmunopositividad para IgM,

IgG e IgA.

Anticuerpo

Paredes

Corién | Conjuntivo uUnion Corién y
de superficial Corion- paredes
pequefios y profundo | Epitelial de
vasos pequefios
vasos
IgM 3/12 5/12 2/12 1/12 1/12
1gG 0 3/16 10/16 2/16 1/16
IgA 0 1 0 0 0
Tabla VII.- Localizacion de

fibrindogeno, C3, C4 Y Cyq.

la inmunopositividad para

Marcador Unién Conjuntivo Paredes de Corién y Corién
Corién- superficial y pequefios vasos paredes
epitelio profundo de
pequefios
vasos
Fibrinégeno 12/20 4/20 0 3/20 1/20
Cs 2/14 2/14 4/14 4/14 2/14
C. 0 1/4 3/4 0 0
Ciq 3/8 0 0 2/8 3/8




14.- Pruebas seroldgicas de los pacientes con Liquen

Plano Bucal.

De todos los pacientes del grupo con Liquen Plano solo uno
presentd hiperglicemia (115 mg/dl), siendo normales los valores

de glicemia del resto de los pacientes.

La alteracién hematoldégica mas encontrada en el grupo de
pacientes con Liquen fue la anemia con 4 casos (20%). 12/20
pacientes (60%) presentaron alteraciones seroldgicas (Tabla

VIID).



Tabla VIIl.- Alteraciones seroldgicas.

Alteracion serolégica

Anemia

hiperglicemia

neutrofilia

eosinofilia

leucocitosis

leucopenia

Eritrosedimentacion disminuida

hiperlipidemia

linfopenia




15.- Anélisis molecular del virus Papiloma Humano en
muestras de pacientes con Liquen Plano Bucal y Grupo

control mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa.

El analisis molecular de las muestras provenientes de
pacientes con Liquen Plano Bucal y del grupo control, mostré
gue ninguno de los pacientes presenté genoma viral, ya que en
la electroforésis no se observo la banda de 450 pb caracteristica
de la amplificacién de la regidén conservada L1 delimitada por los
oligonucleodtidos inciadores especificos del PVHfast (Pharma

Gen).

En el carril 1 se observd el marcador de peso molecular. En
todos los carriles se visualiza la banda de 1200 pb del gen del
control interno de la prueba, la cual se observd en todas las
muestras. En el carril 2 se observa el control negativo. En el
carril 4 se observa la banda de 450 pb del genoma del virus tipo
18 de las células HelLa correspondiente al control positivo y en
los carriles 3, 5, 6, 7y 8 muestras de pacientes negativos para la

presencia de genoma del VPH (fig. 20).
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Fig. 20.- Deteccién del virus Papiloma Humano en
muestras de Liquen Plano Bucal. Linea 1: marcador de
peso molecular. Linea 2: control negativo. Lineas 3, 5, 6,

7y 8 ADN de pacientes. Linea 4: control positivo.



16.- Anéalisis molecular del virus Epstein-Barr en
Muestras de pacientes con Liquen Plano Bucal y Grupo

Control mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa.

El ADN extraido de los tejidos provenientes de los pacientes
gque resultaron positivos para la presencia del genoma viral,
mostraron una banda de 192 pb caracteristica de la amplificacidon
de la region W1 delimitada por los oligonucledétidos iniciadores
14555-14575 (5°CTA GGG GAG AAC GTG AA3’) y la regién W2
delimitada por los oligonucledtidos 14310-14380 (5°CTG AAG

GTG AAC CGC TTA CCA3’) como resultado de la nested-PCR.

En la electroforésis en gel de agarosa se visualiza en el
carril 1 el marcador de peso molecular, en los carriles 3 y 5
pacientes positivos para el genoma viral, en los carriles 4, 6y 7
pacientes negativos. Ademas se observa en el carril 2 el control

positivo correspondiente (Fig. 21)



Fig. 21.- Deteccién del virus Epstein-Barr en lesiones

bucales de Liquen plano.

1 2345678

192 pb

El producto de PCR 192 pb (flecha). Linea 1: marcador de
peso molecular. Linea 2: control (linea celular B95-8). Linea 3 y
5. pacientes positivos. Lineas 4, 6 y 7. pacientes negativos.

Linea 8: control negativo.



17.- Deteccion de virus Epstein-Barr por Reaccién en
Cadena de la Polimerasa en pacientes con Ligquen Plano

Bucal y Grupo Control.

En la evaluacion de las biopsias provenientes de pacientes
con Liguen Plano Bucal por técnicas de Biologia Molecular se
encontré la presencia del genoma del virus Epstein-Barr en
10/20 (50%) pacientes. En el grupo control se obtuvo que un
individuo (10%) fue positivo para el genoma viral. Se observé
una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos
con una confianza de alfa=90% gracias a la prueba no

paramétrca de Fisher con un P > 0.80 (Grafico 7).



Grafico 7.- Distribucion de los pacientes con LPB vy

grupo control positivos para virus Epstein-Barr.
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18.- Distribucién de los pacientes positivos para el virus

Epsten-Barr segun el tipo de Liquen Plano Bucal.

De los 10 pacientes positivos para el VEB 4/10 (40%)
presentaron la forma reticular de Liquen Plano Bucal. El mismo
numero de pacientes presenté la forma erosiva; siendo estas las
formas clinicas méas comunes (grafico 8). Un paciente presenté
la forma atrofica de Liquen Plano Bucal y un paciente presento la

apariencia clinica de macula melandtica.



Grafico 8.- Distribucion de los pacientes positivos para

VEB segun el tipo de Liquen Plano Bucal.
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19.- Distribucién de los pacientes con Liquen Plano
Bucal y Grupo Control positivos para el virus Epstein-Barr

segun el habito tabaquico.

De los 10 pacientes positivos para el VEB 4/10 (40%) tenian
el habito de fumar cigarrillos mientras que el Unico paciente
positivo para el VEB en el grupo control no tenia dicho habito
(gréfico 9). Esta diferencia es estadisticamente significativa P >

0.090 (0.699 es el estadistico de contraste).



Grafico 9.- Distribucién de

los pacientes con Liquen

Plano Bucal positivos para el VEB segun el habito tabaquico.
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20.-Evaluacion del Estado psicoemocional de los

pacientes con Liquen Plano Bucal y grupo control

Segun el cuestionario realizado a los pacientes a la
pregunta: “;se siente normalmente calmado y seguro?” 14/20
pacientes del grupo con Liquen Plano Bucal contestaron
afirmativamente (70%) y 6/20 pacientes contestaron no (30%).
Referente al grupo control 8/10 pacientes contestaron si (80%) y
2/10 pacientes contestaron no (20%) (Grafico 10y 11).



Grafico 10.- Pregunta: ¢se siente normalmente calmado y

seguro? Grupo con Liquen Plano Bucal
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Gréafico 11.- Pregunta: ¢se siente normalmente calmado y

seguro? Grupo control
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A la pregunta: “;se preocupa normalmente por desgracias
futuras?” 12/20 pacientes del grupo con Liquen Plano Bucal
contestaron si (60%) y 8/20 pacientes contestaron no (40%). En
el grupo control 2/10 pacientes contestaron si (20%) y 8/10

pacientes contestaron no (80%) (Grafico 12 y 13).



Grafico 12.- Pregunta: ¢se preocupa normalmente por

desgracias futuras? Grupo con Liquen Plano Bucal
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Grafico 13.- Pregunta: ¢se preocupa normalmente por

desgracias futuras? Grupo control
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A la pregunta: “jsiente frecuentemente ganas de llorar?”
9/20 pacientes del grupo con Liquen Plano Bucal contestaron

afirmativamente (45%) y 11/20 pacientes contestaron no (55%).



En el grupo control; 3/10 pacientes contestaron si (30%) y 7/10

pacientes contestaron no (70%) (Grafico 14 y 15).

Grafico 14.- Pregunta: ¢siente frecuentemente ganas de

llorar? Grupo con Liquen Plano Bucal.
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21.- Distribucion de los pacientes segun la escala del
cuestionario de ansiedad Estado-Rasgo “STAIl” (State-Trait

Anxiety Inventory).

Al analizar las respuestas de los cuestionarios de ansiedad
rasgo se obtuvo que 17/20 de los pacientes del grupo con Liquen
Plano Bucal presentaron un decatipo igual o mayor de 6 en la
escala del cuestionario de Ansiedad Rasgo “STAI” (State-Trait
Anxiety Inventory) lo que indica que el 85% de los pacientes en
este grupo resultaron tener la ansiedad como rasgo en su
personalidad. 8/10 pacientes del grupo control presentaron un
decatipo igual o mayor de 6 en la escala del cuestionario de
Ansiedad Rasgo “STAI” (State-Trait Anxiety Inventory) lo que
sefiala que el 80% de los pacientes de este grupo presentaba la
ansiedad como rasgo en su personalidad. No existe una diferenta
estadisticamente significativa entre ambos grupos P > 0.01

(0.412 es el estadistico de contraste).

Al analizar las respuestas de los cuestionarios para medir la
ansiedad Estado se obtuvo que 15/20 de los pacientes del grupo
con Liquen Plano Bucal presentaron un decatipo igual o mayor
de 6 en la escala del cuestionario Ansiedad estado “STAI” (State-

trait Anxiety Inventory) lo que indica que el 75% de los pacientes



de este grupo se mostraban ansiosos al momento de la
aplicacion de esta prueba. 9/10 pacientes del grupo control
presentaron un decatipo igual o mayor de 6 en la escala del
cuestionario Ansiedad estado “STAI” (State-Trait Anxiety
Inventory) lo que indica que el 90% de los pacientes de este
grupo se mostraron ansiosos al momento de la aplicacion del
cuestionario (Grafico 16). No existe una diferenta
estadisticamente significativa entre ambos grupos P > 0.01

(estadistico de contraste: 0.412).

Grafico 16.- Cuestionario Ansiedad Estado-Rasgo en el

grupo de pacientes con LPB y en el grupo control.
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VI.- DISCUSION

La etiologia del Liquen Plano Bucal ha sido controversial y
los diferentes estudios reportados en la literatura cientifica, lejos
de clarificar definitivamente los aspectos mas polémicos,
generalmente abre la puerta para aumentar la discusién. En el
presente estudio la distribucion de pacientes con Liquen Plano
Bucal segun edad y género coincide con otros autores (Buchanan
y Zakrzewska 1999, Chainani-wu y cols. 2001, Myers y cols. en
el 2002) los cuales han reportado que las mujeres entre la cuarta
y quinta década de la vida son el grupo méas afectado en esta
enfermedad. En efecto, el promedio de edad de 57 afos del
grupo de pacientes evaluados se aproxima al reportado por
Myers y cols. en el 2002. Cabe destacar la marcada predileccidn
del género femenino observada en esta investigacion, donde el

95% de los pacientes fueron mujeres.

En cuanto a la apariencia clinica de las lesiones de Liquen
Plano Bucal en los pacientes los resultados obtenidos concuerda

con el estudio retrospectivo realizado por Myers y Cols. en el



2002 acerca de la prevalencia de las formas “blancas”

especialmente la reticular.

En este estudio el 50% de los casos presentaron Liquen
Plano reticular, siendo esta la forma clinica mas frecuente. Sin
embargo, un hallazgo interesante de esta investigacién fue
encontrar casos de Liquen plano Bucal con una apariencia
clinica macular de color pardo oscuro de manera solitaria o en
conjuncion con otras formas de Liquen. Si bien, esta apariencia
clinica ha sido reportada en piel como una hiperpigmentacién
post-inflamatoria en lesiones de Liquen de larga data (Cotran y
cols. 1990), en cavidad bucal no existen estudios que permitan
incluirla en una de las clasificaciones propuestas (Duske y cols.
1982, Bricker 1994, Scully y cols. 1998, Sapp y cols. 1998), por
lo tanto se hacen necesarios estudios epidemiolégicos con
poblaciones méas grandes que permitan elaborar una clasificacion
de Liquen Plano Bucal que incluya todas las variadas

presentaciones clinicas que esta enfermedad puede tener.

Un considerable nimero de pacientes sintomaticos (53.84%)
presentaban la forma reticular de Liquen Plano Bucal. Si bien es
cierto que en la presente investigacion la forma reticular fue la

mas comun, estos datos contradicen a autores como Myers y



cols. en el 2002 y su hallazgo de que solo las formas erosivas

producen sintomas.

Los sintomas mas comunmente encontrados coinciden con
los de la mayoria de los autores (Sapp y cols. 1998, Chainani-wu
y cols. 2001, Scully y cols. 2001, Colquhoun y Ferguson 2004):
ardor, dolor y sensacién de mucosa “acartonada” o rugosa.
Resaltando que, la paciente con peor sintomatologia dolorosa

presentaba Liquen Plano erosivo.

Solo 10% de los pacientes del grupo con Liguen Plano Bucal
presentaban lesiones en otras mucosas, especificamente en
mucosa de vulva, lo que es de esperarse segun la extensa
revision bibliografica de Sapp y cols. en 1998. El 45% de los
pacientes con Liquen Plano Bucal también presentaban lesiones
liguenoides en piel, lo cual coincide con el porcentaje de
pacientes propuesto por Sapp. En el grupo control solo un
paciente presentaba lesiones costrosas que no fueron
diagnosticadas pero que no eran sugestivas de Liquen Plano. El
40% de los pacientes con Liquen Plano presentaba lesiones en
ufias y cuero cabelludo, por lo cual en nuestro estudio, esta
combinacion de afecciones no fue tan infrecuente como Ilo

manifiesta Scully y cols. en el 2001.



El presente estudio coincide con el reporte de Eisen en 1999
gque encontr6 un elevado numero de casos con Liquen que
presentaban lesiones en piel, especialmente en genitales, ufas,
es6fago y ojos. ElI mismo estudio propone el abordaje
multidisciplinario de los pacientes con Liquen Plano Bucal debido
a las numerosas implicaciones que tiene la enfermedad en otros

sistemas.

Existe una prevalencia en el numero de pacientes con
Liguen plano Bucal que presentaban el habito del cigarrillo si se
compara con el grupo control. Llama la atencién el hecho de que
todos menos uno de los pacientes fumadores presentaban el
héabito desde hace mas de 20 afios. Lo que indica una conducta
bien arraigada y que indiscutiblemente deteriora la condicion

sistémica del paciente.

La literatura al respecto es contradictoria; mientras
Neumann-Jensen y cols. en 1977 reportaban una prevalencia de
fumadores dentro de los pacientes con Liquen no mayor al de la
poblacién general, Pindborg y cols. en 1972 y Murti y cols. en
1986 lo relacionan directamente como un factor importante en la

aparicion y/o el mantenimiento de las lesiones de Liquen Plano



Bucal. En el presente estudio no se puede por el tamafo de la
muestra establecer una relacion causal entre el habito tabaquico
y la aparicion y/o el mantenimiento de las lesiones, pero motiva a
la realizacion de estudios posteriores para comprobar si esa
tendencia se mantiene en una poblacion mayor y si existe una
asociacion entre el consumo de tabaco y la posterior
transformacion maligna de estas lesiones. Para el clinico, es de
importancia manejar con su paciente esta combinacién de
manera de advertirle el riesgo incrementado de la aparicion de

neoplasias malignas en la cavidad bucal.

Existe una prevalencia significativamente mayor en la
ingesta de medicamentos en el grupo con Liquen plano Bucal si
se compara con el grupo control, lo cual coincide con Ilo

reportado por Scully y cols en el 2001.

El medicamento mas utilizado por los pacientes con Liquen
en este estudio es la vitamina E, el cual no aparece en la larga
lista de medicamentos productores de reacciones Liquenoides
propuesta por Scully y cols. en el 2001 ni tampoco es una de las
drogas metabolizadas a nivel del citocromo P-450 que segun
Kragelund y cols. en el 2003 juegan un papel importante en la

aparicion y el mantenimiento de las lesiones. Por otro lado, dos



de los pacientes que ingerian medicamentos en el grupo con
Liguen Plano Bucal tomaban aspirina; un antiinflamatorio no
esteroideo que segun Scully y cols en su revision del 2001,

estaba asociado con la etiologia de las lesiones de Liquen.

Ahora bien, es dificil decir con exactitud, en este o en los
estudios citados anteriormente, cual o cuales medicamentos se
pueden asociar directamente como responsables en la etiologia
del Liquen Plano Bucal. Sin embargo, el presente estudio
muestra una clara tendencia que también se presentdé en
diferentes investigaciones (Scully y cols. 2001, Kragelund y cols.
2003): que los pacientes con Liquen Plano Bucal ingieren mas
medicamentos que los pacientes control que no presentan
lesiones. Pero la lista de estos medicamentos es tan larga, y
aumenta tanto con cada investigacion, que los cientificos
simplemente no han podido explicar mediante que mecanismos
ocurre esa interaccion causa-efecto (si es que la hay) entre el

Liquen Plano y la ingesta de medicamentos.

La presencia de enfermedades sistémicas concomitantes fue
mayor en el grupo control que en el grupo con Liquen Plano
Bucal, y esta diferencia es estadisticamente significativa, lo cual

no concuerda con los trabajos de Rebora en 1981, Powell y cols.



en 1991 y Chainani-wu y cols. en el 2001 donde reportaron que
los pacientes con Liquen sufrian de algunas enfermedades
previas que los podian predisponer a la apariciobn de las
lesiones. Mas aun; en los seis pacientes del grupo con Liquen
gque presentaban enfermedades sistémicas; no se observo

hepatopatias crénicas como lo reporta Powell y cols. en 1991.

Un dato interesante es que uno de los pacientes con
enfermedades  sistémicas presentaba candidiasis bucal.
Lundstrom y cols. en 1984 habia planteado dicha relacién, sin
embargo, nuestro trabajo no muestra una prevalencia de
candidiasis en el grupo con Liquen Plano Bucal que permita
establecer una asociacion etiolégica, y segun el mismo
Lundstrom; la presencia de Candida en los pacientes con Liquen
Plano Bucal no difiere en gran medida de la que se puede

encontrar en la poblacion general.

En el presente estudio la localizacién de las lesiones de
Liquen Plano Bucal mas encontrada coincide con la reportada
por Myers y cols. en el 2002, siendo la mucosa bucal de la cara
interna de carrillos. Sin embargo, la encia no fue tan
frecuentemente afectada en nuestro estudio como lo reporta el

mismo Myers en sus datos. Es importante destacar la



localizacion bilateral de las lesiones de Liquen en la mayoria de

los pacientes con carrillos afectados.

En cuanto al estudio histopatoléogico todos los tejidos
biopsiados del grupo con Liguen Plano Bucal presentaron el
infiltrado inflamatorio en banda a nivel subepitelial que reportan
la mayoria de los autores y que orienta en la mayoria de los
casos el diagnéstico histopatolégico (Walsh y col. 1990, Eversole
1993, Karagoini y col. 1994, Sapp y cols. en 1998, Buchanan y
Zakrzewska 1999, Challacombe y Shirllow 1999, Chaiyarit y cols.

1999).

En nuestro estudio; algunas muestras presentaban infiltrado
leve (5/20), y otras severo (5/20); la mitad del grupo con Liquen
presenté infiltrado inflamatorio linfocitico moderado (10/20). La
acantosis fue la segunda caracteristica histopatolégica mas
encontrada con 18/20 muestras. Estos resultados son similares a
los reportados por Chaiyarit y cols. en 1999 en donde la
acantosis fue la caracteristica mas frecuente sobre todo en las
formas “blancas” de Liquen. Es importante destacar que nuestro
estudio reporta una prevalencia de formas reticulares, lo que

coincide perfectamente con este hallazgo histopatolégico. Otras



caracteristicas reportadas por Chaiyart y cols. en 1999 son la

hiperqueratosis, y la degeneracion hidrépica del epitelio basal.

En este estudio, se encontr6 no solamente paraqueratosis
(7/20) sino también ortoqueratosis (6/20). 16/20 de los pacientes
presentaban degeneracion hidropica del epitelio y 11/20
presentaban los Ilamados Cuerpos de Civatte, similar a lo
expuesto por Sapp y cols. en 1998 cuando sefiala a estas dos
Gltimas caracteristicas histopatolégicas como unas de las mas
frecuentes en las lesiones de Liquen, que ayudan en el
diagnostico debido a la heterogenicidad con que estas lesiones

se muestran desde el punto de vista histopatolégico.

Melanosis, elongacion de mamelones epiteliales, fibrosis del
corién, vesicula subepitelial e infiltrado linfocitico alrededor de
pequeifios vasos han sido reportados previamente como
caracteristicas histopatolégicas presentes en lesiones de Liquen
Plano, las mismas también se observaron en este estudio pero
con menor frecuencia que las caracteristicas descritas
anteriormente (Cotran y cols. 1990, Vincent y cols. 1990, Angus

y cols. 2004).



La presencia de células gigantes multinucleadas,
hemosider6fagos y extravasacion de globulos rojos hacia el
epitelio es un reporte raro en muestras de mucosa bucal con
Liguen Plano, pero reportadas en varias oportunidades en
muestras de piel (Shelley y cols. 1984, Goldberg y cols. 1994,
Dalton y cols. 2003, Magro y Crowson 2000) Segun Goldberg y
cols en 1994; al encontrar células gigantes en las lesiones con
Liguen es importante hacer el diagnostico diferencial con
Sarcoidosis. Es mas, reporta un caso donde el diagnostico
histopatolégico inicial fue Liquen y luego evoluciondé hacia una
sarcoidosis y concluye que las semejanzas histopatolégicas son
tantas, cuando hay células gigantes, que es dificil diferenciar las

dos entidades.

Los hemosideréfagos son macrofagos que se llenan de ese
pigmento derivado del hierro que es la hemosiderina, muchas
veces proveniente de la sangre que es fagocitada por ellos.
Estos fagocitos, pueden formar un verdadero “tatuaje” al
ubicarse en el corion de las zonas que han sufrido hematomas
recientes y llenarse de eritrocitos que se degradan y forman
hemosderina. Shelley y cols. en 1984 reportaron un caso de
Liquen cutaneo en una zona de hematoma reciente producto de

una veno-puncion mal realizada que lucia como una



hiperpigmentacion. Cabe preguntarse: ¢Puede ser una
microhemorragia, producto tal vez de wun traumatismo, la
responsable del color prado-ocre que presentaban algunas de las

lesiones de Liquen en este estudio?

En todo caso, la presencia de hemosider6fagos, congestion
vascular, globulos rojos extravasados en el epitelio y células
gigantes multinucleadas fue de una frecuencia muy baja en

nuestro estudio.

Referente a la evaluaciébn de las biopsias por
inmunofluorescencia directa; todas las muestras del grupo con
Liguen Plano fueron positivas en el inmunomarcaje para
fibrinbgeno, la mayoria a lo largo de la unién coridn-epitelial y
algunas incluso més profundamente en el corién hasta las
paredes de los pequefios vasos. Esta positividad para el
fibrinbgeno ha sido reportada con mucha frecuencia (Eversole
1993, Karagoini y col. 1994, Chaiyarit y cols. 1999, Sapp y cols.
en 1998, Walsh y col. 1990, Buchanan y Zakrzewska 1999,
Challacombe y Shirllow 1999, Scully y cols. 2001, Chruch y col.
1992). En la actualidad la molécula del fibrinbgeno se considera
una de las caracteristicas distintivas del Liquen Plano Bucal, e

incluso una prueba diagndstica (Sapp y cols. 1998).



Un hallazgo importante fue que un gran numero de pacientes
del grupo con Liquen (16/20) resultaron también positivos en la
inmunofluorescencia directa para la presencia de anticuerpos
IgG. Es interesante comparar estos resultados con los de Yih y
cols. en 1998 donde no encontraron esta inmunoglobulina en
ninguno los 26 casos con Liquen Plano Bucal evaluados. Asi
mismo, Ingafou y cols. en 1997 reportaron que no observaban
una asociacion entre la 1gG circulante y el Liqguen Plano Bucal.
Sin embargo, se ha reportado IgG circulante anti-epitelial en
pacientes con Liquen (Rabinovich y cols. 1999), mientras que
otros autores han encontrado depdsitos lineares de IgG en la
zona basal del epitelio en las lesiones cutaneas de Liquen
Penfigoide (Sakuma-Okoyama y cols. 2003). En nuestra
investigacién aparece con una frecuencia bien importante que
llama la atencién sobre todo por su ubicacion a nivel del tejido
conjuntivo superficial y profundo en un 63% de las muestras
positivas para 1gG, e incluso con localizacion submucosa en el

resto de las muestras.

Al analizar estos datos, se puede sugerir la utilizacion de
manera mas frecuente de la prueba de inmunofuorescencia

directa para 1gG, sobre todo en aquellos casos dudosos donde el



inmunomarcaje para fibrinbgeno no sea tan intenso, ya se
evidenciéo en nuestros resultados que dicho marcador fue un
acompafiante frecuente del fibrinébgeno a todo lo largo del corién

en la gran mayoria de las muestras con Liquen Plano evaluadas.

Sistig y cols. en el 2002 reportan niveles de 1gG antiepitelial
en saliva conjuntamente con la IgA en pacientes con Liquen
Plano Bucal y con otras enfermedades bucales de caracter
autoinmune. Mas recientemente, Gu y cols. en el 2004
encuentran mediante pruebas ELISA una sobre-expresion de IL-
6; una citocina que estimula la secrecion de 1gG vy la
diferenciacion de células B, también en pacientes con la

enfermedad.

Resultados como estos conllevan a plantearse la hipdétesis
acerca del papel de los mediadores quimicos y los plasmocitos
en la fisiopatologia del Liquen Plano Bucal. ¢Es principalmente
una reaccion citotoxica mediada por CD8+ la etiopatogénia del
Liguen Plano Bucal? ¢Cual es el verdadero papel de los
linfocitos B? ¢(COmo actuan anticuerpos como I1gG en el inicio y
mantenimiento de las lesiones? Estas preguntas podran ser
contestadas en futuras investigaciones que basadas en estos

resultados indaguen un poco mas acerca del papel de los



anticuerpos en la etiologia y el mantenimiento de las lesiones de

Liguen Plano Bucal.

Una condicion similar se observa cuando se revisa la
inmunoreaccion para la inmunoglobulina IgM; en el presente
estudio 12 de las 20 muestras de Liquen Plano Bucal fueron
inmunopositivas para este anticuerpo, principalmente a lo largo
del corién. Estos resultados difieren de los presentados por
Ostman y cols. en 1994 y los reportados por Yih y cols. en 1998
en cuyos trabajos no encontraron en ninguna de sus 51 y 26
muestras respectivas de Liquen Plano Bucal analizadas mediante
inmunohistoquimica y mediante inmunofluorescencia directa,

expresion del anticuerpo en las biopsias.

En el trabajo de Ostman y cols. se plantean la incdgnita
acerca de la naturaleza de la respuesta inmunolégica en los
pacientes con Liquen Plano Bucal; sugiriendo que, la respuesta
humoral se presenta como consecuencia de varios estimulos que
ocurren e interactuan simultaneamente como por ejemplo; el
producido por la presencia de ciertos materiales dentales,

infecciones, la ingesta de medicamentos y otros.



Al evaluar el anticuerpo IgA, una muestra de Liquen Plano
reticular presentdé inmunoreaccién para IgA a lo largo del coridn.
Mientras que Sistig y cols. en el 2002 encuentran valores
aumentados de este anticuerpo en la saliva de los pacientes con
Liguen Plano Bucal. Sin embargo Ostamn y cols. en 1994 no
encontraron marcaje para IgA en la zona de la membrana basal
del epitelio de sus muestras con Liquen Plano mediante
inmunohistoquimica. Asi mismo, los resultados de Yih y cols. en
1998 coinciden con Ostman y su estudio. Este hallazgo no
concordante para esta enfermedad, permitird seguir especulando
acerca del verdadero papel que juega la respuesta humoral en la
etiopatogénia del Liguen. De hecho; todos los anticuerpos
evaluados se presentaron con mayor frecuencia en el tipo
reticular de Liquen Plano; esto destaca la necesidad de que se
realicen investigaciones que permitan establecer una asociacién
entre una forma clinica en particular de Liquen Plano y la

presencia de los mismos.

Al evaluar algunos parametros involucrados en la respuesta
innata se presentaron 14 muestras positivas para la molécula del
complemento Cj;, principalmente localizado en paredes de
pequefios vasos, en el grupo de Liquen Plano. A esto se suma el

hecho de que 3 muestras resultaron positivas para Cly y 3 para



C, a nivel del corion y en las paredes de pequefios vasos. La
validez del complemento como prueba diagnéstica no esta del
todo clara. En la presente investigacion un gran numero de
muestras resultaron positivas para C3, lo que pudiera representar
una orientacion diagndéstica, sin embargo, existen pocos reportes

en la literatura que apoyen estos hallazgos.

Hsu y cols. en el 2000 encuentran depdsitos lineares de Cj
a todo lo largo de la unién corion-epitelio en muestras de Liquen
Plano Penfigoide, al igual que Sakira y cols. en 1999. Pero, en
nuestra investigacion la mayoria de los casos positivos para
complemento fueron Liquen Plano reticular, una entidad

totalmente distinta desde el punto de vista clinico.

Incluso, en otros reportes se ha asociado el Liquen plano
con una disminucién en los niveles séricos de C4 (Jamison y
cols. 1978), aunque otros autores contradicen esos reportes

(Guillot y cols. 1981).

Fayyazzi y cols. en 1999 se plantean la hipodtesis de un
papel protagonico del complemento en la patogénesis del Liquen
Plano cutdneo, mientras Yih y cols en 1998 no encontaron

moléculas del complemento en ninguna de sus 26 muestras de



Liguen Plano Bucal analizados mediante inmunofluerescencia

directa.

Como se puede apreciar, la literatura cientifica al respecto
es contradictoria. En la actualidad no se conoce cual es el
verdadero significado de la presencia de las moléculas del
complemento en esta patologia, constituyendose en un tema
interesante para abordar en futuras investigaciones. A partir de
nuestros resultados se podria inferir que la inmunoexpresién de
complemento puede deberse a la presencia de un antigeno
exdgeno que desencadena la respuesta inmunolégica en las
lesiones de Liquen. Quiza esa respuesta de inmunidad innata se
desencadena ante la presencia de un agente infeccioso como el
VEB y es precisamente el complemento, el “enlace” entre una
activacién leucocitica primaria y la cronicidad tipica que
representa un infiltrado linfocitico continuo a lo largo de toda la
unién corién-epitelio. Mediante esta investigaciobn no se puede
comprobar lo antes expuesto, pero representa un hallazgo
interesante para seguir investigando acerca de la importancia del

complemento en la fisiopatologia del Liquen.

La alteracion serologica mas frecuente fue la anemia,

aunque solo se presentd en 4 pacientes del grupo con liquen. Lu



y Wu en el 2004 estudiaron la relacién entre enfermedades
bucales y la anemia; encontraron que se hallaba asociada a
condiciones concomitantes de muchos pacientes con Liquen:
sindrome de ardor bucal, mucositis, Ulceras bucales, glositis,

candidiasis bucal y queilitis.

En nuestro estudio no se encontré6 una prevalencia de
alteraciones hiperglicémicas que segun Chainani-wu y cols. en
el 2001 se asocian a la presencia de las lesiones de Liquen

Plano Bucal.

Es importante sefalar que el 60% de los pacientes
presentaron alteraciones seroldgicas. Posiblemente se puede
asociar esta condicion con los datos epidemioldgicos que reflejan
el estado de salud sistémico de nuestra poblacion femenina en

esas edades en investigaciones futuras.

Numerosos investigadores han asociado la presencia del
Virus Papiloma Humano con la presencia de las lesiones de
Liguen Plano Bucal (Kashima 1996, Vesper y cols. 1997, Wen y
cols 1997, Gonzalez-Moles y cols. 1998, Gonzalez vy col. 1999,
Campisi y cols. 2004). Campisi y cols. en el 2004 no encontro

una prevalencia de VPH con un tipo particular de liquen pero si



hall6 una asociacion entre las lesiones y la presencia de

genoma viral mediante PCR.

Nuestros hallazgos difieren con estos reportes, ya que no
se encontré6 el genoma viral en ninguno de los pacientes con
Liguen Plano Bucal ni en el grupo control. Ya Ostwald y cols. en
el 2003 hallaron porcentajes bastantes bajos en lesiones
benignas como el Liguen Plano al compararlos con los hallazgos
en lesiones malignas tipo carcinoma espinocelular. Y no pudieron
establecer una asociacién de etiologia con el Liquen Plano

Bucal.

Boyd y cols. en 1996 realiz6 un estudio comparativo,
motivado por la disparidad de los resultados existentes en la
literatura sobre la frecuencia con que se encontraba el genoma
de VPH en las lesiones de Liquen Plano Bucal en diferentes
estudios en comparicién con las muestras de Liquen cutaneo.
Los autores compararon los resultados de PCR para muestras
positivas de Liquen Plano Bucal con resultados de Hibridacion in
situ para las mismas muestras y encontré un gran numero de

falsos positivos.



En este estudio Boyd y cols. realizan un minucioso analisis
de las posibles formas de contaminacibn que se pueden
presentar en el Laboratorio de Biologia Molecular mientras se
realiza un procedimiento tan delicado como la PCR. Dicha
contaminacion puede provenir de diferentes fuentes, pero la mas
comun es sin duda, los productos de amplificaciones de previas
PCRs llamados amplicones. Hay que tomar en cuenta que 0.1 ml
de producto de amplificacion puede contener 102 copias de un
amplicon (porcion de ADN amplificada) lo que hace de las
medidas de esterilidad de los ambientes empleados para la pre y
post amplificacion un procedimiento determinante a la hora de
realizar las pruebas de PCR que tengan validez diagnéstica.
Sobre todo en aquellos laboratorios que realizan de rutina

pruebas de PCR para VPH.

Nuestros resultados coinciden con Boyd y cols. cuando
concluyen en su estudio que los resultados positivos que
muestran la presencia de VPH mediante PCR en muestras de
Liquen Plano Bucal, deben ser revisados con precaucion. Ya
que, una prueba tan sensible como la PCR puede anillar
porciones de ADN que pertenezcan a particulas virales
incompletas y/o sin capacidad de infectar (defectuosas), por lo

cual, los reportes previos de una asociacion entre VPH y Liquen



Plano Bucal; no necesariamente tienen una implicacion clinica de

relevancia.

Mas recientemente, varios trabajos se han enfocado en al
asociacion del virus Epstein-Barr con la presencia de las
lesiones por Liquen Plano Bucal (Pedersen 1996, Sand y col.
2002, Oflatharta y cols. 2003). En el presente estudio se detectd
mediante PCR la presencia de VEB en lesiones de Liquen Plano
Bucal. Los resultados de esta investigacion concuerdan con otros
autores y demuestran una prevalencia del genoma viral en el
grupo de pacientes con Liquen en comparacién con solo un
individuo del grupo control. Oflatharta y cols. en 2003 encuentra
en su grupo con Liquen Plano Bucal una prevalencia del Virus
Epstein-Barr y del Virus Papiloma Humano, contrario a nuestros
resultados que indican una evidente prevalencia del VEB en

comparacion con la ausencia del genoma de VPH.

Dentro de los pacientes con Liquen Plano Bucal se observa
un numero significativo de pacientes fumadores (40%) que fueron
positivos para el VEB si se compara con el grupo control donde
no habian fumadores con presencia del VEB. Estos resultados
difieren de los de Sand y cols. en el 2002 que no encontraron

una prevalencia de infeccion por VEB en pacientes fumadores



con Liqguen en comparacion con el grupo control, y no consideran
al cigarrillo como un factor de riesgo para la infeccién por VEB.
Futuras investigaciones deben realizarse con el propdésito
esclarecer estos hallazgos que relacionan el habito del cigarrillo
con el desarrollo de la infeccion por VEB en las lesiones de

Liquen.

La presencia de un agente infeccioso como el VEB es
suficiente para desencadenar una respuesta inmunolégica como
la que se observa en el Liquen Plano Bucal, sobre todo cuando
la infeccion se encuentra a nivel del queratinocito. Sin embargo,
como se ha planteado, no parece tratarse de un solo factor
etiolégico sino mas bien de un conjunto de factores que actuan al
mismo tiempo y de manera distinta dependiendo de la poblacion
afectada. Esto podria explicar la gran variedad de elementos que
se han detectado en las multiples investigaciones acerca de la
etiologia del Liquen Plano Bucal, muchos de ellos sefialados

también en este estudio.

Nuestros resultados solo pueden dar evidencias acerca de
algunos factores mencionados en la etiologia del Liquen pero

dejan la motivacion para otras investigaciones con mayor numero



de pacientes que puedan establecer una asociacién con mayor

impacto epidemioldgico.

Un aspecto importante para el desarrollo y resolucién de
cualquier patologia especialmente el Liquen Plano Bucal es el
estado psicoemocional de los pacientes. En nuestro estudio el
60% de los pacientes con Liguen manifestaron preocuparse
normalmente por desgracias futuras a diferencia del 20% del
grupo control, lo que refleja el estado de tension emocional que
estos pacientes pueden estar manifestando al tiempo que
padecen o comenzaron a padecer la enfermedad. Asi mismo, un
mayor numero de pacientes del grupo con Liguen no se
consideraban personas calmadas y seguras si se compara con el
grupo control. Ademdas; un mayor numero de pacientes con

Liquen sentian frecuentemente ganas de llorar.

Todas estas preguntas hechas a los pacientes del estudio
para explorar el estado psicoemocional se realizan también en
pruebas psicomeétricas como el STAI (Spielberger y cols. 1997) y
como reporta Lanfranchi y cols. en el 2001; los pacientes con
Liquen Plano Bucal frecuentemente tienen tendencias depresivas

o han pasado recientemente por experiencias fuertes desde el



punto de vista psicoemocional, y segun estos autores, la

enfermedad no es mas que una somatizacién de esos eventos.

Al cuantificar los niveles de ansiedad, encontramos una
prevalencia de la ansiedad-estado y de la ansiedad-rasgo en los
dos grupos de esta investigacidon, si bien no hay una diferencia
entre los grupos evaluados, llama poderosamente la atencién
gue los pacientes con Liquen Plano Bucal presentaban en mayor
proporcion la ansiedad como rasgo de su personalidad. Esto
coincide con Garcia-Pola y col. 2000, Bagan y Cerrero. 1995 que
concluyen en sus investigaciones que los niveles de ansiedad
estan aumentados en los pacientes con Liquen Plano, pero al
igual que Allen y cols. en 1986 no podemos establecer la
asociaciéon etiolégica porque no encontramos diferencias

estadisticamente significativas entre los dos grupos.

Cabe destacar que estos hallazgos son importantes para el
clinico, ya que, un abordaje integral de los casos con Liquen que
incluya al psicoterapeuta puede ofrecer un mejor prondstico y
una mejora en la calidad de vida de los pacientes ya que como
se demostr6 en éste trabajo y en los estudios mencionados
previamente, en el grupo que sufre liguen Plano Bucal se

encuentra una mayor proporcion de ansiedad.



Especulando un poco sobre nuestros hallazgos podemos
decir que la incidencia significativamente alta de ansiedad en
ambos grupos puede explicarse con los sucesos politico-sociales
gue estaba atravesando nuestra nacion en los afios en que estas
pruebas se estaban aplicando (2002-2003) lo cual, segun Hinde
en 1999 y Uzcategui y Bruzual en el 2003 pudo afectar
sensiblemente la condicidn pisco-emocional de nuestra poblacion
. Tal vez, estudios realizados en otro momento historico puedan
arrojar datos diferentes acerca de la posible asociacion entre

ansiedad y Liquen Plano Bucal en nuestra poblacidn.

El hecho que encontremos una alta proporcion de ansiedad-
estado en el grupo control se podria explicar si se toma en
cuenta que dichos pacientes realizaron la prueba justo en el
momento previo a someterse a un procedimiento quirurgico (Ej.:
exodoncia de cordales), procedimientos que son asociados
generalmente con dolor y generan ansiedad. La ventaja del STAI
sobre otras pruebas inespecificas es que logra diferenciar los
dos tipos de ansiedad: la que forma parte intrinseca de la
personalidad (que podria somatizarse cronicamente como Liquen
Plano Bucal) y la ansiedad circunstancial producto de un evento

puntual como lo es un acto quirargico. Claro esta, los pacientes



con mayor ansiedad-rasgo siempre tendran la tendencia a
mostrar mayores niveles de ansiedad-estado (Crespo y cols.

2002).

La recomendacion es utilizar, a la hora de cuantificar la
ansiedad en futuras investigaciones como esta, pruebas
psicométricas especificas que permitan diferenciar los dos tipos
de ansiedad y que no confunda la ansiedad momentanea con la
ansiedad que forma parte de la personalidad y que puede, segun
algunos autores (Garcia-Pola y col. 2000, Bagan y Cerrero.

1995), manifestarse clinicamente como Liquen Plano Bucal.



VIl.- CONCLUSIONES

- Mediante la prueba de Reacciobn en Cadena de la
Polimerasa se detect6 una alta incidencia del genoma del Virus

Epstein-Barr en los pacientes con Liquen Plano Bucal.

- No se detectd presencia de genoma del Virus Papiloma
Humano en los pacientes con Liquen Plano Bucal ni en el grupo

control.

- Se observa una mayor prevalencia en la ingesta de
medicamentos en el grupo de Liquen Plano Bucal si se compara

con el grupo control.

- Se observaron menos enfermedades sistémicas en el
grupo de Liquen Plano Bucal que en el grupo control. Dentro de
las pocas enfermedades sistémicas concomitantes que se
encontraron en el grupo con Liquen Plano Bucal no se hallaron ni

diabetes ni hepatopatias.

- Existe una mayor incidencia de pacientes fumadores en el

grupo de Liquen Plano Bucal al compararlo con el grupo control.



Dentro de los pacientes positivos para el Virus Epstein-Barr se

observo una mayor incidencia de pacientes fumadores.

- Un mayor numero de pacientes en el grupo control
presentaron ansiedad-estado al contestar la prueba STAI si se

compara con el grupo de Liquen Plano.

- Un mayor numero de pacientes en el grupo de Liquen
presentaron la ansiedad como rasgo de su personalidad, sin
embargo no es posible establecer una asociacién entre la

ansiedad y la presencia de lesiones de Liquen Plano Bucal.

- Dentro de los pacientes con Liquen Plano Bucal se hallé
una mayor proporcion de pacientes con ansiedad-rasgo que

pacientes con ansiedad-estado.
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