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GLOSARIO 

 

AC: Área citoplasmática 

ADNc: ADN copia 

AgNORs: Regiones Organizadoras Nucleares Argirofílicas 

AN: Área nuclear 

CBL: Citología en base liquida  

CD: Células dendríticas 

COCE: Carcinoma oral de células escamosas  

CV: Coeficiente de variación 

DEPC: Dietilpirocarbonato 

DOPMs: Desordenes orales potencialmente malignos  

DC: Diámetro citoplasmático 

DMEM: Medio modificado Dulbecco Eagle 

DN: Diámetro nuclear 

DiOC6: 3,3‟-dihexyloxacarbocyanine iodide  

FACS: Clasificación de Células Activadas por Fluorescencia  

FAS-L: Ligando proteína FAS 

TNFα: Factor de necrosis tumoral alfa 

IL-1β: Interleucina 1 beta. 

IL-6: Interleucina 6 

IL-10: Interleucina 10 

IFNγ: Interferón gamma 
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IRF6: Factor regulador del interferón 6 

LPS: Lipopolisacaridos 

Maspin: Inhibidor de la serina proteasa mamaria 

MIF: Factor inhibitorio de migración de macrófagos. 

PC: Perímetro citoplasmático 

PN: Perímetro nuclear 

PI: Yoduro de Propidio 

RT-PCR: Transcripción inversa de reacción en cadena de la polimerasa 

RT-qPCR: Transcripción inversa cuantitativa de reacción en cadena de la 

polimerasa 

STNE: Saliva total no estimulada 

TBE: Solución buffer formado por Tris, borato y EDTA 

TLR2: Receptor toll tipo 2 

VHS: Virus Herpes simplex  

VPH: Virus del papiloma humano   
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EXPRESIÓN DE IRF6, TLR2 Y CITOCINAS EN LIQUEN PLANO 

ORAL 

Una evaluación a partir de la estandarización de herramientas 

con potencial diagnóstico 

RESUMEN 

EL liquen plano oral (LPO) es una enfermedad inflamatoria que cuenta con la 

participación tanto de componentes innatos como adaptativos del sistema 

inmune. Aunque no se identifica un factor causal en LPO, se ha asociado una 

hipersensibilidad celular con su fisiopatología. Además, la cronicidad de la 

enfermedad podría causar su transformación maligna. Los receptores tipo toll 

(TLRs) tiene un rol importante en la respuesta inmune innata dada en el 

establecimiento de LPO. Una familia de factores de transcripción, la familia de 

Factores Reguladores de Interferón (IRF), específicamente, el patrón de 

expresión del factor regulador de interferón 6 (IRF6) se postula como una 

molécula útil en determinar el pronóstico de LPO, como componente clave de 

la señalización de TLRs, vía TLR2-IRAK1, que podría impartir especificidad a 

las respuestas inmunes posteriores por medio de la producción de citocinas en 

los queratinocitos orales afectados en LPO. Por lo tanto, inicialmente se 

planteó un modelo sobre el proceso inflamatorio en LPO, enfatizado en el papel 

de los queratinocitos orales. Esta tesis de maestría tuvo como objetivos evaluar 

la expresión de IRF6, TLR2 y de las citocinas IFNγ, IL1β, IL6, IL10 y TNFα, 

como principales actores del modelo propuesto. Para alcanzar estos objetivos, 

se realizó la estandarización y validación de la citología oral en base líquida 

para el análisis celular y molecular de los queratinocitos orales con la medición 

de la expresión de TLR2 e IRF6 mediante ensayos de qPCR; en los que se 

observó una variación en la expresión de TLR2 e IRF6 entre los pacientes con 

LPO estando levemente disminuidas respecto al control. Y se realizó 

recolección de saliva no estimulada para determinar la concentración de las 

citocinas mencionadas mediante un ensayo de Luminex, en el que se identificó 

una mayor expresión de IFNγ e IL10. Estos hallazgos permiten postular un 

mecanismo de compensación inflamatorio provocado por el incremento de 

IFNγ, y abren las puertas para nuevas investigaciones que incluyan un mayor 

número de pacientes de LPO categorizados por tipo de lesión y tiempo 
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aproximado de diagnóstico que permitan validar el modelo inflamatorio 

propuesto y pueda ser aplicado a otros desordenes potencialmente malignos o 

cáncer y así avanzar en sus diagnósticos y pronósticos.  

 

Palabras claves 

 

Liquen plano oral (LPO) 

Citología en Base Liquida (CBL) 

Factor regulador del interferón 6 (IRF6) 

Receptor tipo Toll 2 (TLR2) 

Técnicas citológicas 

Epitelio oral 

Queratinocitos orales 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

ARN 
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EXPRESSION OF IRF6, TLR2 AND CYTOKINES IN ORAL 

LICHEN PLANUS 

An evaluation based on the standardization of tools with 

diagnostic potential 

ABSTRACT  

 

Oral lichen planus (OLP) is a chronic inflammatory disease with a strong 

immune mechanism involved. And this bilaterally affects the stratified squamous 

epithelium of the oral mucosa. Although no causal factor is identified in OLP, 

cellular hypersensitivity has been associated with its pathophysiology. In 

addition, the chronicity of the disease could cause its malignant transformation. 

Toll-like receptors (TLRs) play an important role in the innate immune response 

given in the onset of OLP. A family of transcription factors, the Interferon 

Regulatory Factors (IRF), specifically, the expression patterns of interferon 

regulatory factor 6 (IRF6) is postulated as a useful molecule in determining the 

prognosis of OLP, as a key component of TLR signaling, via TLR2-IRAK1, 

could impart specificity to subsequent immune responses through the 

production of cytokines in the LPO- affected oral keratinocytes. Therefore, a 

model of the inflammatory process in OLP, emphasizing on the role of oral 

keratinocytes, was proposed initially. This master's thesis aimed to evaluate the 

expression of IRF6, TLR2 and the cytokines IFNγ, IL1β, IL6, IL10 and TNFα as 

main actors of the proposed model. In order to reach these aims, the 

standardization and validation of the liquid-based oral cytology for the cellular 

and molecular analysis of oral keratinocytes was carried out to measure the 

expression of TLR2 and IRF6 through qPCR assays, in which a differential 

expression was observed for TLR2 and IRF6 in OLP patients being slightly 

lower when compared to the control group. And, unstimulated saliva was 

collected to determine the concentration of the mentioned cytokines using a 

Luminex assay, in which a higher expression of IFNγ and IL10 was identified. 

These findings allow the postulation of an inflammatory compensation 

mechanism caused by the increase of IFNγ. These results open the doors for 

new investigations that include a greater number of OLP patients categorized 

by type of injury and approximate time of diagnosis that allow the validation of 
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the proposed inflammatory model and can be applied to other potentially 

malignant disorders or cancer and therefore advance in their diagnoses and 

prognosis. 

 

Key words 

Oral lichen planus (OLP) 

Liquid based cytology (LBC) 

Interferon regulatory factor 6 (IRF6) 

Toll like receptor 2 (TLR2) 

Cytological techniques 
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1.  INTRODUCCIÓN 

 

El liquen plano oral (LPO) es una enfermedad muco-cutanea crónica, 

inflamatoria y de naturaleza autoinmune que afecta de forma bilateral el epitelio 

escamoso estratificado de la mucosa oral (1). El LPO afecta el 1.2% de la 

población adulta, siendo más prevalente en mujeres con una relación 2:1 (2,3). 

Según su presentación clínica, el LPO se clasifica en 3 categorías: 1. Lesiones 

reticulares, papulares, tipo placa; 2. Eritematoso y 3. Ulcerativo (4). 

Recientemente, varios estudios han reportado casos de LPO con un potencial 

riesgo de transformación maligna, de hecho la Organización Mundial de la 

Salud incluyó al LPO como un desorden potencialmente de maligno (5,6). Sin 

embargo, se desconocen los patrones moleculares asociados a la 

transformación del LPO. 

 

La biología molecular ofrece alternativas para la investigación en el área de la 

odontología por medio del desarrollo de técnicas como la Clasificación de 

Células Activadas por Fluorescencia (FACS), la inmunofenotipificación y los 

ensayos moleculares basados en ARN, ADN y proteínas (7). Es por esto que 

los odontólogos deben estar en la capacidad de tomar muestras confiables, 

accesibles, asequibles y reproducibles que permitan la implementación de 

dichas técnicas; así como avanzar en el entendimiento de los diferentes 

procesos fisiopatológicos y del rol que desempeñan los marcadores 

moleculares, ayudando en la obtención de diagnósticos y pronósticos más 

precisos.  

 

En este trabajo se planteó un modelo inflamatorio a nivel celular y molecular 

que explica la fisiopatología del liquen plano oral y el cual es presentado en el 

marco teórico. Como primeros pasos para la validación de este modelo, se 

realizó la optimización de la citología en base líquida como herramienta 

fundamental para la evaluación celular y molecular de queratinocitos orales; y 

se realizó la medición de la expresión de IRF6 y TLR2 y de citocinas en 

pacientes con LPO teniendo en cuenta que estas son predominantes en las 

hipersensibilidades tipo IV como es el caso del LPO.  
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Los mecanismos moleculares mediante los cuales LPO genera un mayor riesgo 

de transformación a lesiones cancerígenas aún se desconocen, sin embargo 

varias hipótesis han sido propuestas. La mucosa oral afectada por LPO podría 

verse comprometida o ser más sensible a mutágenos externos como el tabaco, 

alcohol, microorganismos como Candida albicans (8), incluso se ha postulado 

la relación de LPO con el uso de medicamentos sistémicos e hipotiroidismo (9). 

Además, la respuesta inflamatoria crónica y la respuesta simultanea de 

cicatrización de lesiones en LPO podría incrementar las posibilidades de 

mutaciones en genes pro-oncogénicos (10). De allí la importancia conocer los 

factores ambientales y fisiológicos involucrados en el LPO, y aún más si se 

tiene en cuenta que diferentes autores han reportado una tasa de 

transformación en lesiones sintomáticas de LPO entre 0.4 y 5.6%(6,10). 

Adicionalmente, Lanfranchi y cols. en el 2003 evidenciaron la transformación 

maligna del LPO (ulcerativo) en 32 casos (6,51%) (11). En Colombia, los datos 

acerca de la prevalencia de LPO son pocos y la ausencia de estudios 

epidemiológicos podrían indicar una ausencia del diagnóstico del LPO, que 

debe ser tenido en cuenta por su posible potencial de malignidad y su baja 

remisión espontánea, ya que solo se presenta del 6 al 11% de las lesiones 

(12). A pesar de que estos hallazgos sustentan el potencial de malignidad del 

liquen, no se han logrado identificar los procesos de regulación en las vías de 

señalización y el papel de factores de transcripción asociados a la inmunidad 

innata que participan en el proceso de malignización del LPO (11,12).  

 

Los factores de transcripción son sustancias endógenas, usualmente proteínas, 

que tienen efecto en la iniciación, estimulación o finalización en la transcripción 

genética (13). Uno de los factores de transcripción que podría estar relacionado 

al pronóstico del LPO es IRF6 (Factor Regulador de Interferón 6), considerado 

como un gen supresor tumoral e involucrado en el desarrollo y diferenciación 

del epitelio estratificado. IRF6 es un miembro de la familia de factores de 

transcripción reguladores de interferón, conocidos por su papel fundamental 

como moderadores estrictos de la respuesta innata del sistema inmunológico. 

Adicionalmente, IRF6 es el único miembro de esta familia que ha sido 
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ampliamente estudiado por su diferentes roles. En células epiteliales, IRF6 está 

involucrado en la diferenciación de los queratinocitos, regulación de su 

proliferación, expresión, migración y apoptosis (14,15). Sumado a la 

importancia de IRF6 para la función de barrera en las células epiteliales, IRF6 

también contribuye a la defensa del hospedero al regular la expresión de 

citocinas pro-inflamatorias (16) mediante receptores tipo toll (TLRs), 

principalmente TLR2 (17–19) cuya expresión ha sido estudiada a nivel del 

tejido afectado y en la saliva de pacientes con LPO (19–21). Con el propósito 

de comprender el papel de IRF6 en procesos cancerígenos; recientemente, se 

reportó que la expresión de IRF6 disminuye gradualmente en la piel cuando se 

presentan lesiones pre-neoplásicas (similares a liquen escleroso) y neoplásicas 

(similares a neoplasia interepitelial vulvar) (22). Estos hallazgos indican que la 

disminución de IRF6 puede ser un evento temprano en el desarrollo de 

carcinoma escamocelular vulvar del liquen escleroso vulvar (22). Otro 

componente de la respuesta inmune innata que se ha relacionado con la 

malignización del LPO es la producción de citocinas inflamatorias. Al ser el 

LPO categorizado como una hipersensibilidad tipo IV o celular, varios estudios 

realizados con muestras de pacientes con LPO han descrito patrones 

anormales de expresión de varias citocinas tales como IL1, IL2, IL4, IL5, IL6, 

IL8, IL10, IL12, IL17, IL18, TGF, IFNγ y TNFα a nivel de las lesiones en 

cavidad oral, saliva, suero y en cultivos in vitro de células mononucleares en 

sangre periférica. Estos hallazgos sumados a la disminución de la expresión de 

IRF6 reflejan una posible desregulación de la respuesta inmune en el LPO y 

por esto IRF6, TLR2 y algunas citocinas (IL1β, IL6, IL10, TNFα y IFNγ) se 

postulan como componentes centrales en la inmunopatogenesis del LPO (23–

25).  

 

Teniendo en cuenta lo anterior, es posible que IRF6 tenga un papel protector 

en la mucosa oral, y una baja expresión se podría postular como un posible 

marcador de malignización del LPO. Por ello, este estudio tuvo como objetivo 

evaluar la expresión de IRF6 y TLR2 comparando lesiones LPO, estrés 

mecánico (ortodoncia) y controles saludables, así como evaluar el 

comportamiento de citocinas en LPO.  
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo general 

 

Comparar la expresión de IRF6, TLR2 y citocinas entre pacientes con LPO y 

grupos control.  

3.2. Objetivos específicos 

 

- Evaluar la expresión de IRF6 y TLR2 en pacientes con LPO y grupos 

control. 

- Determinar la concentración de citocinas IL1β, IL6, IL10, TNFα e IFNγ 

en pacientes con LPO y grupos control. 

 

4. HIPÓTESIS 

 

H1: La expresión de IRF6, TLR2 y la concentración de citocinas es diferente 

entre algunos  pacientes con LPO y grupos control. 

 

H0: No hay diferencia entre las expresiones de IRF6, TLR2 y la concentración 

de citocinas entre algunos pacientes con LPO y grupos control.  
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5. MARCO TEORICO 

5.1. Epitelio oral 

 

La mucosa oral está compuesta por dos capas, el epitelio oral y el tejido 

conectivo, en donde se encuentra la irrigación arterial, linfática y venosa 

requerida para el epitelio (26). El epitelio oral es una barrera especial que 

permite separar el cuerpo del medio ambiente. Por lo tanto, su función principal 

es brindar protección frente a diferentes estímulos químicos, mecánicos y 

biológicos que se presentan diariamente. Para hacerlo, cuenta con dos 

funciones principales: formar una barrera física gracias a un epitelio 

estratificado y a las uniones célula-célula, y proporcionar una barrera a nivel de 

señalización celular que mantiene la respuesta inmune o la tolerancia inmune a 

los antígenos microbianos (27,28).  

 

En términos generales, el epitelio oral consiste en células epiteliales o 

queratinocitos que cambian el grado de diferenciación a medida que avanzan 

desde la capa basal, con células indiferenciadas que se dividen continuamente, 

capas de células suprabasales que sufren diversos cambios morfológicos y 

bioquímicos hasta llegar a las capas mas superficiales. Estos cambios van a 

diferir según la región y tipo de mucosa en la boca. Sin embargo, se pueden 

identificar principalmente las siguientes capas: capa basal, capa espinosa, 

granular o intermedia y queratinizada/no queratinizada/capa superficial (29). En 

particular la mucosa bucal o yugal corresponde a un epitelio escamoso 

estratificado no queratinizado dadas las características de su última capa (30). 

Además, esta mucosa tiene un grosor que varía entre 0.3 mm a la altura de los 

caninos mandibulares hasta 6.7 mm a la altura de la tuberosidad maxilar lo cual 

es fundamental para cumplir con las funciones protectoras anteriormente 

descritas (31). Una de las principales características del epitelio bucal es su 

alta tasa de recambio celular, la cual es mucho más alta que la de la piel 

(26,32). Esta es una característica muy importante para evitar la penetración 

microbiana. Y al ser epitelio no queratinizado tiene una tasa de recambio mayor 

la cual puede variar entre 6 y 7 días (33), a diferencia del epitelio gingival que 
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tiene un promedio de recambio entre 5-11 días (basados en datos de  

primates) (34,35).  

 

Otra característica del epitelio oral es que se encuentra formado por uniones 

celulares estrechas. Dentro de estas uniones se encuentran los desmososmas, 

uniones entre las paredes laterales de los queratinocitos; mientras que las 

uniones que se establecen entre los queratinocitos con la membrana basal se 

denominan hemidesemosomas (36). Estas uniones celulares permiten controlar 

la permeabilidad; sin embargo, estas pueden ser afectadas por factores como 

la hipoxia, medicamentos, radiación y disbiosis bacteriana (37). Las queratinas 

son proteínas fundamentales en estas uniones celulares. De hecho, defectos 

en las queratinas 5 (K5) y K14 ocasionan perdida del citoesqueleto en los 

queratinocitos basales lo que causa epidermólisis bullosa simple, que se 

caracteriza por lesiones ampollosas después de un traumatismo leve (38). Es 

así como los desmosomas y las queratinas fortalecen la barrera inmune que 

blinda al epitelio oral contra injurias mecánicas y químicas. La barrera epitelial 

oral es fundamental para resistir el estrés mecánico tanto fisiológico como 

patógeno. Es por esto que la inmunidad de la mucosa bucal no solo depende 

de las condiciones físicas, propias de las uniones entre células, si no de la gran 

cantidad de proteínas producidas por los queratinocitos que forman una red de 

señalización entre queratinocitos, membrana basal y células del sistema 

inmune principalmente las células presentadoras de antígenos (APCs) (33,39). 

5.2. Liquen plano 

 

El Liquen plano (LP) es una enfermedad crónica y autoinmune que afecta la 

mucosa oral, piel, mucosa de genitales, cuero cabelludo y uñas. Esta cobra 

importancia principalmente por su incidencia a nivel mundial principalmente en 

climas tropicales y templados. En general se calcula que afecta al 5% de la 

población mundial. Se presenta de manera indiferente en todos los grupos 

étnicos, teniendo mayor incidencia entre los 30 y 60 años, hay mayor 

prevalencia en mujeres después de los 50 años y afecta el 0.13% de la 

población infantil (2,40). El LPO suele ser la expresión más común de LP y 

presenta diferentes manifestaciones que hacen que pueda ser clasificada en 3 
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categorías: 1 lesiones reticulares, papulares, tipo placa; 2 eritematoso; 3 

ulcerativo (41,42). Para su diagnóstico es de gran importancia tener en cuenta 

la presencia de las lesiones liquenoides orales (LLO), las cuales son 

reacciones de hipersensibilidad desencadenada por antígenos y materiales que 

pueden llegar a la cavidad oral, las más frecuentes suelen ser las amalgamas, 

mercurio, cobre y oro (usados en procesos quirúrgicos o de rehabilitación) 

(43,44). Es por esto, que la OMS, en su último volumen acerca de los tumores 

de cabeza y cuello, recomienda el desarrollo de criterios diagnósticos que 

permitan diferenciar el LPO de otras entidades similares. Dentro de los criterios 

clínicos se encuentran: 1 Presencia de lesiones bilaterales más ó menos 

simétricas. 2 Presencia de entramado reticular de color blanco grisáceo (patrón 

reticular). 3 Lesiones erosivas, bullosas o en placas, sólo se aceptan como 

subtipo en presencia de lesiones reticulares en otra localización de la mucosa. 

4 En todo el resto de situaciones que se asemejen, pero no coincidan 

exactamente con estos criterios, debe emplearse el término de “clínicamente 

compatible con LPO”. Dentro de los criterios histopatológicos se encuentran: 1. 

Presencia de una banda bien definida de infiltrado celular confinada a la zona 

más superficial del tejido conectivo, basada principalmente en linfocitos. 2. 

Signos de degeneración hidrópica de la capa basal. 3. Ausencia de displasia 

epitelial. 4. En caso de signos histopatológicos menos obvios, debe emplearse 

el término de “histológicamente compatible con LPO”. Se refiere a LPO cuando 

se cumplen ambos apartados y a LLO en los siguientes casos: Clínica similar a 

la del LPO, pero histopatológicamente “compatible con LLO”; 

Histopatológicamente coincidente con el LPO pero clínicamente “compatible 

con LLO”; clínica e histopatológicamente “compatible con LPO” (5).  

 

Aunque la etiología de las reacciones liquenoides cuenta con mayor claridad y 

se han asociado posibles antígenos, la etiología del LPO es incierta y solo se 

conoce que hay una fuerte respuesta inflamatoria con mecanismos que se han 

descrito (45). Estudios previos identificaron varios cambios bioquímicos en la 

expresión del antígeno de los queratinocitos generando una respuesta de 

hipersensibilidad mediada por células T CD8, encargadas de desencadenar la 

apoptosis de las células epiteliales orales. La expresión del antígeno del 

queratinocito y la secreción de citocinas en LPO pudiera ser estimulada por 
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una infección viral como el virus de la hepatitis C, productos bacterianos, 

trauma ó medicamentos (46). Si bien no se ha establecido un factor causal, 

varios estudios han reportado la fisiopatología que puede desarrollar el LPO.  

5.3. TLRs y citocinas en liquen plano oral 

 

Actualmente se ha descrito que el LPO involucra tanto mecanismos de la 

inmunidad innata como de la adaptativa. Una vez que los TLRs celulares se 

activan, inducen la producción de varias citocinas pro-inflamatorias, como la 

interleucina 1β (IL1β) y se activa las células dendríticas (CD) locales. 

Posteriormente, las CD activadas migran a los ganglios linfáticos regionales 

donde presentan antígenos vía MHC II a los linfocitos T CD4+ vírgenes y de 

memoria. Estas células T, monocitos y polimorfonucleares son atraídos a la 

lámina propia donde fue activado mediante TLRs; esto conlleva a la formación 

de un infiltrado linfocítico subepitelial difuso (47,48) y se despliega 2 vías 

linfocíticas que ocurren al tiempo. Por un lado, los linfocitos T CD8+ citotóxicos 

específicos de antígeno (CTL) son activados en el epitelio (con la ayuda de 

linfocitos T CD4+ Th1) generando apoptosis de los queratinocitos por medio de 

la liberación de citotoxinas como TNF, perforinas, granzimas y FAS-L, 

además secreta otras citocinas que ayudan a mantener la inflamación. Y por 

otro lado, los linfocitos T CD4+ sufren expansión clonal y liberan otras citocinas 

que mantienen un estado pro-inflamatorio en el que los mastocitos se activan y 

degranulan, además el IFNγ, mejora la función lisosomal en los macrófagos, la 

actividad de las células asesinas naturales (NK), la adhesión de las células 

leucocitarias durante la migración intracelular y los factores de defensa 

intracelulares además de tener un papel importante en el control tumoral (49). 

Los mastocitos a su vez liberan quimasa, que daña la membrana basal epitelial 

directa o indirectamente a través de la activación de Metaloproteinasas de 

Matriz 9 (MMP9) secretada por células T del tejido afectado por el LPO. La 

ruptura de la membrana basal epitelial facilita el paso de los linfocitos en el 

epitelio y los queratinocitos rechazan la señal de supervivencia celular, dando 

por resultado mayor apoptosis de queratinocitos (50,51) Una vez se 

establecida la lesión, la combinación de citotoxicidad mediada por células y 

diversas citocinas inflamatorias seguiría proporcionando muerte celular y 
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estimulando la maduración de células de Langerhans, lo que contribuye a la 

cronicidad de la lesión de LPO (Figura 1). 

 

Figura 1. Esquema de la fisiopatología del LPO. (A) La activación de los TLRs 

conduce a la producción de citocinas proinflamatorias que termina activando las 

células dendríticas. (B) Una vez en el ganglio linfático, las células dendríticas 

presentan antígenos tanto a las células T auxiliares como a las citotóxicas (C) Las 

células T cruzan la membrana basal y alcanzan el epitelio. Luego, las células T 

inducen la apoptosis de los queratinocitos principalmente a través de granzimas, 

perforinas, TNFα y FASL, que en consecuencia activan más TLRs a través de DAMP 

o PAMP en más queratinocitos orales. Liquen plano oral (LPO), receptores tipo Toll 

(TLRs), factor de necrosis tumoral a (TNFα), ligando Fas (FASL), patrones 

moleculares asociados a daños (DAMP), patrones moleculares asociados a patógenos 

(PAMP) . 

 

La cronicidad y posible transformación maligna de la enfermedad esta mediada 

por el Factor Inhibitorio de Migración de Macrófagos (MIF) (50,52,53). Una vez 

generado el desequilibrio entre tolerancia y factores reguladores de la 

inflamación se produce un estado crónico, característico en pacientes con LPO, 

en donde MIF induce la permanencia de los macrófagos en el sitio de la lesión. 

Por otro lado, un tejido en estado inflamatorio crónico tiene abundante 

producción de factores de transcripción asociados con regeneración y un 
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acelerado aumento de proliferación que aumentan la probabilidad de 

mutaciones y por consiguiente la generación de displasias. Esto se puede 

afirmar gracias a que estudios realizados en la Universidad de Hokkaido en 

Japón presentaron evidencia de que MIF podría ser promotor de crecimiento 

tumoral, así como suprimir al mismo tiempo, la actividad de p53, conocida 

proteína supresora tumoral (47,48,54). 

 

Las citocinas actúan como desencadenantes de procesos inmunitarios e 

inflamatorios. Primero, en el inicio de la enfermedad con algunas citocinas 

destinadas a la presentación antigénica y activación de las células T, como es 

el caso de la IL1β que activa células dendríticas, proceso que es mediado por 

los TLRs. Y después en la amplificación de la enfermedad y cronicidad de la 

misma, es el caso de GM-CSF tiene entre otros la capacidad de estimular los 

granulocitos y macrófagos que como se mencionó, está implicada en la 

cronicidad del LPO (23,55). Una vez activadas las citocinas, estas generan un 

mecanismo de retroalimentación que permite una producción continua de otras, 

llevando a un mantenimiento de la inflamación. La IL17 por ejemplo, es 

secretada por las células T, importante en respuesta adaptativa y va estimular 

producción de TNFα, IL1β, IL6, IL8, MCP1, GM-CSF y MMP en células 

epiteliales, fibroblastos, queratinocitos entre otros, manteniendo así un 

microambiente inflamatorio. Se ha encontrado un aumento de IL17 en lesiones 

erosivas de LPO (56). Por su parte, TNFα no es detectable en condiciones de 

normalidad, pero presenta los más altos niveles de expresión en liquen plano, 

incluso entre otras citocinas inflamatorias (57).  

 

Todo este despliegue de citocinas es orquestado en las células epiteliales. Bajo 

condiciones normales, las células epiteliales y epidérmicas están posicionadas 

en la interfase entre el hospedero y el ambiente, y por lo tanto juegan un papel 

importante en la inmunidad innata. Aunque su función principal es proveer una 

barrera física a la invasión de patógenos (1), estas células expresan TLRs, que 

participan activamente en la defensa del hospedero, como centinelas del 

sistema inmune (3,8,19,58). 
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En los queratinocitos orales, la expresión de B7-H1 inducida por TLRs tiene 

como blanco inhibir la reacción inmune de las células T, convirtiéndose en un 

proceso crucial para el mantenimiento de la tolerancia periférica (59). En los 

queratinocitos, dicha expresión disminuye directamente la función efectora de 

las células T CD8+ en lesiones inflamatorias de piel, la cual ha sido relacionada 

con llevar a la tolerancia de las células T periféricas (60). Ge Y y cols. 

observaron que la activación vía TLR4 indujo la expresión de B7-H1 en los 

queratinocitos orales, de este modo los queratinocitos pueden participar y 

modular las respuestas inflamatorias en LPO, causando exacerbación y 

perpetuación de la LPO (61). Youngnak y cols. concluyeron que los TLRs y 

específicamente el TLR4 por medio del control de B7-H1 pueden tener un rol 

regulador en LPO y mejorar el pronóstico de las lesiones de LPO (62). 

 

Polimorfismos en TLR2, TLR3 y TLR4 han sido asociados con la 

susceptibilidad al LPO; de hecho, el polimorfismo del gen TLR3, rs5743312, 

puede considerarse como un biomarcador para la susceptibilidad a LPO. 

Además, el mismo polimorfismo se ha asociado con pronóstico de 

transformación a lesiones malignas en boca (63). Zunt y cols. reportaron una 

reducción en la expresión de TLR2, pero un aumento de la expresión de TLR4 

en el epitelio afectado y en células epiteliales de saliva total no estimulada 

(STNE) de pacientes con LPO. Adicionalmente, se ha encontrado que las 

formas solubles de TLR4 son elevadas y funcionales en STNE en pacientes 

con LPO en comparación con controles saludables (64). En un estudio 

realizado en Finlandia se analizaron muestras de pacientes con lesiones 

liquenoides y controles saludables, con el objetivo de medir expresión de TLRs 

y observar diferencias. En este estudio también se encontró que en general 

todos los niveles de los TLRs estaban aumentados en pacientes con lesiones 

liquenoides, con especial atención a TLR1 y TLR4 que se encontraban 

significativamente aumentadas en el epitelio superficial de pacientes con 

reacciones liquenoides; y por el contrario, TLR3 y TLR7 se asociaron a un 

aumento en la membrana basal del grupo control (65). Salem y cols. realizaron 

otro estudio en reacciones liquenoides orales y se observó que los TLRs se 

extendían desde la capa de células basales a las capas más superficiales a 

través de todo el epitelio oral. En este estudio, también se observó un aumento 
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en la expresión de TLR1, TLR2, TLR4, TLR7, TLR8 y TLR9 en los pacientes 

comparándolos con el grupo control; dicho resultado mostró claramente una 

disminución en la tolerancia (47). Por otro lado, las reacciones liquenoides 

fueron relacionadas con una sensibilidad de unión al TLR4 por metales como el 

cobre, níquel paladio y cobalto, lo que desencadena las respuestas 

inflamatorias y los procesos antes descritos (21).  

5.4. Factor Regulador De Interferón 6 (IRF6) 

 

El Factor Regulador de Interferón 6 (IRF6) es un miembro de la familia de 9 

factores de transcripción. Dichos factores tienen un papel crítico en la 

respuesta inmune innata. Sin embargo, los estudios en IRF6 se han enfocado 

por su participación en otros procesos celulares incluyendo la proliferación de 

queratinocitos, supresión del ciclo celular y el control de la apoptosis (58). Su 

expresión es esencial para el desarrollo epidérmico y orofacial embrionario; y 

se ha asociado con dos síndromes Van der Woude y Pterigium Poplíteo (66). 

Así mismo se ha encontrado que la ausencia IRF6 genera además de los 

defectos cráneofaciales, dientes hipoplásicos, supernumerarios, hipodoncias, 

defectos de forma como corona plana y taurodontismo, una mayor incidencia a 

la caries que relacionan con una hipofunción de las glándulas salivales 

mayores en las cuales se incluyen bajo flujo y reducida capacidad buffer salivar 

(67,68). Mutaciones en IRF6 también genera defectos en toda la piel, 

histológicamente se observa arrugas en la epidermis con ausencia de las 

capas externas de la epidermis (69). Dado el rol de IRF6 en la regulación de la 

proliferación y diferenciación de las células epiteliales, recientemente se ha 

reportado que también actúa como nexo para otras vías de señalización, 

regulando tanto la función de barrera epitelial como las funciones inflamatorias 

de las células epiteliales (58,70).  

 

IRF6 también ha sido estudiado en cáncer; se han reportado que interactúa 

con un inhibidor de la serina proteasa mamaria (Maspin), que es un supresor 

tumoral, en células epiteliales mamarias. Niveles de ARNm de ambos genes 

(IRF6 y Maspin) disminuyen moderadamente durante la progresión de una 

lesión a estado neoplásico, incluso la expresión IRF6 ha estado ausente en las 
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células altamente invasivas y metastásicas (71,72). Rotondo y cols. 

encontraron que una desregulación  negativa de los niveles de IRF6 puede 

estar implicada en el desarrollo de cáncer vulvar en pacientes diagnosticados 

con liquen plano escleroso. En este estudio se reconoció la transformación 

maligna en 32 casos (6,51%); todos ellos inicialmente diagnosticados como 

líquenes atípicos. Los resultados obtenidos sustentan el potencial maligno de 

los líquenes atípicos (22). Slattery y cols. establecieron una asociación entre 

los factores de interferón y el cáncer colorrectal, y se identificó una disminución 

significativa en la expresión de IRF6 en pacientes con cáncer de recto (73). En 

2014, Lawrence y cols. realizaron un estudio en el cual se consideraron 21 

genes fuertemente relacionados con cáncer; entre estos encontraron que una 

regulación positiva de IRF6 se relaciona con una fase “antiproliferativa” del 

cáncer, con funciones de supresión de tumores en queratinocitos; además de 

conocerse su mutación en cáncer escamoso de cabeza y cuello (74).  

5.5. Posible sinergia de los TLRs e IRF6 en LPO 

 

Como se evidenció anteriormente, diferentes estudios han involucrado los 

TLRs con LPO y LLO. Sin embargo, aún no hay un papel claro de los TLRs en 

sus fisiopatologías. Richardson y cols. reportan que TLR2 es responsable de 

iniciar gran parte de respuesta inmunológica en queratinocitos  por estímulos 

extracelulares. Sin embargo, de modo particular se ha reportado una 

disminución de la expresión de TLR2 en pacientes con LPO (19). Por otro lado, 

es importante incluir la regulación sinérgica que se presenta entre TLR2 e 

IRF6, ya que podría ser clave en la fisiopatología del LPO. Esta interacción fue 

reportada previamente bajo la inducción de Porphyromonas gingivalis en 

enfermedad periodontal; teniendo como por resultado una diferenciación de los 

queratinocitos (75). IRF6 es el único miembro de la familia de IRF con 

restricción epitelial, ya que reemplaza la función de otros IRFs solo en estas 

células (15,76). Se está empezando a estudiar mejor el papel de IRF6 en la 

regulación de la respuesta inmune y diferenciación celular de células epiteliales 

(77). Por otro lado, IRF6 regula la expresión de TLR2 que a su vez activa la 

secreción de citocinas inflamatorias como IL-8 y algunas quimioquinas como 

CCL5, CXCL8, y CXCL10 por parte de las células epiteliales orales, 
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específicamente CCL5 importante para el llamado de las células T (78). Esto 

fue demostrado en un estudio realizado en el 2014 en el cual demostraron que 

cuando IRF6 es activado por la vía MyD88-IRAK1 induce la producción de 

CCL5 (76). IRF6 podría regular de manera única las respuestas específicas de 

los TLRs dependientes de MyD88 en células epiteliales, lo que llevaría a que 

IRF6 sea análogo a IRF5 e IRF7 en estas células (76). Por otro lado, IRF6 tiene 

un papel importante en la regulación de ciclo celular y apoptosis; interacciones 

con ubiquitinas y el proteasoma (79). En el 2008, Caleb M. Bailey y cols. 

evidenciaron disminución en la expresión de IRF6 de forma simultánea con la 

aparición de ciclina D3, un marcador importante de la fase G1 del ciclo celular 

en células epiteliales de mama. Estos hallazgos revelan que IRF6 es 

importante en la promoción de la detención del ciclo celular. Además, estos 

datos concuerdan con el estudio que demuestra perdida de la expresión de 

IRF6 en células de cáncer de mama, y como al re estimular su expresión se 

induce la detención del ciclo celular y proliferación (14). Sin embargo, IRF6 solo 

no es suficiente para regular la proliferación celular, necesita de un ambiente 

inductor de otras proteínas que eviten su ubiquitinización y posterior 

degradación por el proteosoma (80).  
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Figura 2. Modelo hipotético de desregulación inflamatoria a nivel de 

queratinocitos. El diagrama muestra la activación de IRF6 a través de la vía de 

señalización TLR2 dependiente de MyD88 / IRAK1 que es iniciada por PAMP o 

DAMP. El IRF6 fosforilado se transloca al núcleo y promueve la expresión génica y la 

consiguiente producción de citocinas proinflamatorias, como CCL5 y otros TLRs. Por 

el contrario, una vez que el IRF6 se fosforila, también podría sufrir ubiquitinación y 

degradación proteosomal permitiendo la entrada al ciclo celular, favoreciendo así la 

proliferación celular. Liquen plano oral (LPO), factor regulador de interferón 6 (IRF6), 

factor de diferenciación mieloide 88 (MyD88), quinasa 1 asociada al receptor de IL1 

(IRAK1), receptor 2 tipo Toll (TLR2), patrones moleculares asociados a patógenos 

(PAMP), patrones moleculares asociados al daño (DAMP), quimiocina del ligando 5 

CC (CCL5), receptores tipo Toll (TLRs). 

 

Según la información anterior se podría proponer que los TLRs e IRF6 

mantienen una sinergia de activación en un estado inflamatorio de los 

queratinocitos. TLR2 activa IRF6 y a su vez la señal inflamatoria de IRF6 

genera producción, vía endosomas, de TLRs. Un posible agotamiento o 

ausencia IRF6 puede ser responsable de ausencia de una respuesta 

inflamatoria, además de un aumento en la proliferación y ciclo celular (79,80).  

 

La producción de citocinas es parte clave en este modelo inflamatorio. Cuando 

IRF6 esta siendo translocado al núcleo induce la producción de diferentes 

proteínas, incluyendo receptores de membrana (para mantener la activación 

del queratinocito) (78) y proteínas extracelulares como la CCL5 (76) tal como 

se mencionó anteriormente. CCL5 tiene la capacidad de inducir la producción 

de otras proteínas, citocinas, como IL1β, TNFα y IFNγ (81), o según las 

condiciones de la inflamación crónica o el ambiente tumoral tiene la capacidad 

de inducir IL10 y TGFβ (82). IL1β tiene gran importancia en la presentación 

antigénica por su capacidad de activar las células dendríticas (47,48). IL1β y 

TNFα son citoquinas multifuncionales que regulan la proliferación de células T 

para propiciar un estado inflamatorio (83). IFNγ es una citoquina inflamatoria 

producida principalmente por células T CD4+ Th1 (84), y tiene la capacidad de 

inducir MHC II en células que en condiciones fisiológicas no lo expresan, 
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teniendo así un rol importante para presentación antigénica y estimulación de 

células T y B; además de ser un potente activador de funciones efectoras de 

macrófagos (85).  

IL6 es una citoquina fundamental en la cicatrización de heridas, participando 

principalmente en sus 2 primeras fases: en la fase 1 o inflamatoria ayudando a 

la producción de citoquinas como IL1β, TNFα, IFNγ en macrófagos y  células T; 

y en la fase II, facilitando secreción del Factor de crecimiento queratinocitico 

(KGF), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y favoreciendo la 

proliferación de macrófagos M2 y citoquinas reguladoras para permitir la 

reparación tisular (86)(87). 

IL10 es una citocina producida por células de carácter más regulador, como 

son los macrófagos del grupo M2, células linfoides innatas reguladoras y las 

células T CD4+ Th2 (84). IL10 es de gran importancia en fases de reparación 

tisular y cicatrización; además de tener un papel fundamental en la prevención 

de enfermedades autoinmunes (88). IL10 efectúa control de las células T 

ayudadoras Th1 secretoras de IFNγ, previniendo autoinmunidad e 

inmunopatología durante la infección (84,89). Por su parte, altas 

concentraciones de IFNγ inhiben el grupo Th2, en el cual la citocina principal es 

la IL10 (84). Es por esto que el control de la proporción IFNγ/IL10 se ha 

evaluado recientemente en diferentes enfermedades que tienen un fuerte 

mecanismo inmunológico implicado (89)(90).  

5.6. Métodos diagnósticos 

 

Diferentes estudios han explorado la expresión diferencial de TLRs en células 

epiteliales en diferentes condiciones inflamatorias y (91–93) sin poder tener un 

patrón claro de comportamiento. Además, otros autores trabajan en generar 

marcadores predictivos de enfermedad (20,94). Por ejemplo, en la Universidad 

de Oulu en Finlandia se encontró una correlación positiva entre TLR5, p53 y 

NF-κB, lo que indica un papel fundamental del TLR5 en la fisiopatología del 

carcinoma de células escamosas de la lengua proponiéndolo como marcador 

útil para predecir la recurrencia o supervivencia de pacientes afectados con 
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este tipo de cáncer. Por otro lado, en otro estudio realizado en pacientes con la 

misma condición encontraron que TLR2, TLR4 y TLR9 tenían mejor potencial 

de (95,96) Sin embargo, hasta el momento no se ha logrado obtener 

marcadores contundentes y generales para su diagnóstico. Uno de los 

inconvenientes reportados es la presencia de haplotipos, y la necesidad de 

tener marcadores propios por región. En un estudio realizado en Hungría, se 

encontró por ejemplo que la expresión diferencial de IL8 podría ser 

biomarcador en USA, India y Serbia pero no en Japón e Irán, lo que sugiere 

que cada país o región tenga unos marcadores propios, por variaciones 

genéticas de distribución poblacional. Por lo tanto, otro factor importante a 

tener en cuenta en los biomarcadores es el origen de la muestra (97). 

 

Específicamente el LPO se ha estudiado a través de diferentes métodos como 

por ejemplo análisis en saliva, en sangre, e inmunohistoquímica de cortes 

histológicos en (19,51,61,98) En saliva no estimulada se ha realizado 

inmunohistoquimica y Elisa para observar niveles de citocinas proinflamatorias 

y expresión diferencial de TLR2 y TLR4 (19). A partir de saliva total se realizó 

un ensayo multiplex para cuantificar citocinas y la expresión de TLR2 soluble 

(99). Se ha recolectado sangre para la identificación de polimorfismos (63) y 

para la comparación de la expresión de TLR2 de muestras de sangre versus 

especímenes de biopsia (48). En Oulu realizaron un estudio en el cual 

realizaron inmunohistoquimica en cortes de parafina para observar comparar 

expresión de TLR4 y TLR9 (51). Sin embargo, los resultados encontrados 

presentan controversias y son variables. Por eso sería interesante tener 

resultados mucho más localizados al obtener información directamente de las 

células epiteliales implicadas en la lesión.  

5.7. Citología en base líquida 

 

La citología exfoliativa, una técnica sencilla no agresiva y bien aceptada por el 

paciente, fue descrita hace varios años. Sin embargo, aún no se ha 

implementado como método diagnóstico en atipia epitelial debido a su baja 

sensibilidad y especificidad (100,101). Esto ha restringido su uso tanto en el 
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diagnóstico como en investigación (102). Afortunadamente, el desarrollo 

reciente de técnicas como la clasificación de células activadas por 

fluorescencia (FACS), la inmunofenotipificación y los ensayos moleculares 

basados en ARN, ADN y proteínas han permitido el resurgimiento de este 

técnica para analizar principalmente la malignidad de un tumor (7). Además, 

con la introducción de la citología líquida (CBL), que consiste en realizar una 

suspensión de células de la muestra, se han añadido ventajas adicionales y 

significativas a la citología exfoliativa oral convencional. Este método recupera 

una gran cantidad de células individuales adecuadas para tinción citoplásmica 

y nuclear, y análisis celular (103). Además, reduce el problema relacionado con 

el muestreo en la preparación de frotis, reduce las tasas de falsos negativos; y 

por tanto, mejora la sensibilidad y calidad de la citología (104,105)  sin 

embargo, la falta de estudios que reporten protocolos estandarizados de CBL 

orales, y el elevado costo de materiales y metodologías, desafía su adopción 

en la práctica clínica diaria y la investigación (103,106–111). Existe la 

necesidad de tener un protocolo de bajo costo, reproducible y de fácil acceso; 

disponible a nivel mundial que podría implementarse para el estudio celular y 

molecular de varias lesiones de la mucosa oral, de modo que los citopatólogos 

puedan disponer de una herramienta diagnóstica adicional y complementaria, 

con un potencial considerable para su detección precoz. 

5.8  Analitos en saliva  

 

La saliva es una solución hipotónica, incolora, inolora, con un pH entre 6.6 y 

7.1. Aproximadamente el 90% de la saliva es producto de las glándulas 

salivares, entre las cuales se encuentran; las glándulas salivales menores 

bucal, lingual, palatogloso y de la mucosa palatina; y las glándulas salivales 

mayores submandibulares, sublingual y parótida; estas últimas cuentan con 

alta permeabilidad y están rodeadas por abundantes vasos sanguíneos y 

linfáticos que permiten intercambio constante de moléculas. Gracias al 

intercambio molecular, la saliva puede cumplir con sus funciones digestivas, 

protectoras (antimicroniabas, antivirales y antifungicas), amortiguadoras, de 

lubricación, promotoras de remineralización, fonación y de mantenimiento de la 

mucosa oral (112–114).  
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Para poder cumplir con las funciones protectoras, la saliva se vale de factores 

antibacterianos y antifúngicos inespecíficos como la peroxidasa salival, la 

histatina o la lisozima; adicionalmente, tiene un mecanismo más específico en 

el cual usa factores inmunológicos como lo son las inmunoglobulinas IgA, IgM, 

IgG (115). Esto explica como la saliva se ha empezado a considerar como una 

fuente muy valiosa a implementar en diagnóstico e investigación. 

 

Con fines diagnósticos la saliva puede ser medida como el producto de una 

glándula específica y como saliva total. La primera, la saliva como producto de 

una glándula específica, es frecuentemente usada para la detección de 

patologías de la glándula en particular, como una infección u obstrucción. (116) 

Por otro lado, la segunda, la saliva total, se caracteriza por ser una mezcla de 

fluidos derivados predominantemente de las glándulas salivares, pero que 

también contiene fluido crevicular, exudado de mucosa bucal, secreciones 

nasales y expectorados bronquiales, suero y hemoderivados (entre los que se 

encuentran las inmunoglobulinas y citocinas), bacterias y productos 

bacterianos, virus y hongo, células epiteliales descamadas y otros 

componentes celulares. Teniendo en cuenta los anteriores antecedentes, la 

saliva total es la más usada para evaluación de desórdenes sistémicos (117–

119). Esta puede ser recolectada con o sin estimulación. La saliva estimulada 

es recolectada por la acción masticatoria o estímulos gustativos. Mientras que 

la saliva no estimulada (STNE) es recolectada libre de estímulos exógenos 

como masticación, mecánico o gustativos. La mejor forma de recolectar la 

saliva total estimulada es el método de expectorar dentro de un tubo de 

ensayo, mientras que para la saliva no estimulada se deja gotear saliva desde 

el labio inferior a un tubo de ensayo (114,120). 
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6. MATERIALES Y METODOS 

6.1. Diseño del estudio 

 

Se realizó un estudio de tipo descriptivo, de corte transversal y comparativo. 

Los pacientes e individuos control recibieron información verbal y escrita sobre 

los objetivos del estudio y firmaron de manera voluntaria un consentimiento 

informado antes de recolectar las muestras (anexo 1). Dichos procedimientos 

fueron la citología oral en base liquida y recolección de saliva no estimulada. A 

partir de la citología oral se realizó extracción de ARN que se analizó por medio 

de PCR; y con la saliva no estimulada se evaluaron las concentraciones de las 

siguientes citocinas INFγ, IL1β, IL6, IL10 y TNFα. 

6.2. Consideraciones éticas 

 

El estudio contó con la aprobación de los Comités de Ética de la Facultad de 

Odontología de la Universidad de Antioquia (Acta 01- 2019) y del Hospital San 

Vicente el 22 marzo de 2019. 

6.3. Población de estudio 

 

6.3.1. Pacientes con LPO 

Este estudio contó con una muestra por conveniencia de 9 pacientes que 

asisten a tratamiento en la Facultad de Odontóloga de la Universidad de 

Antioquia y del Hospital San Vicente Fundación, mayores de edad, sin 

discriminar por sexo, que contaban con previo conocimiento de su diagnóstico 

de LPO (sin discriminar por manifestación) por medio de biopsia incisional y 

estudio histopatológico. La toma de muestra se realizó en el momento que los 

pacientes asistían a las citas de seguimiento y control. Los pacientes fueron 

excluidos en caso de: presentar deficiencia cognitiva, periodontitis, 

manifestación de herpes oral, lupus eritematoso sistémico y candidiasis .  
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6.3.2. Grupos control 

Dos grupos control fueron incluidos en este estudio. El primero fue conformado 

por personas que presentaban alguna lesión traumática inflamatoria crónica en 

la boca como el caso de los pacientes de ortodoncia. Y el segundo grupo 

estuvo conformado por personas saludables y que tuvieran edad promedio a la 

de los pacientes de LPO. Los participantes de ambos grupos control fueron 

excluidos si presentaban manifestación de herpes oral, enfermedades 

autoinmunes, deficiencias cognitivas, periodontitis, candidiasis o COVID19. 

6.4. Recolección de las muestras  

 

6.4.1. Saliva no estimulada 

Se recolectó saliva no estimulada durante 10 minutos en un tubo plástico estéril 

de 50 mL entre las 8am y las 11am. Para la recolección se solicitó a los 

participantes abstenerse de comer y beber por al menos 1 hora antes de la 

recolección. Las muestras recolectadas fueron transportaron al laboratorio para 

su almacenamiento y posterior procesamiento. Para su procesamiento inicial, la 

saliva se clarificó y las muestras se centrifugaron a 800 g por 10 minutos. 1000 

µL del sobrenadante de la saliva clarificada fue trasladado a un tubo Eppendorf 

de 1.5 mL con 40 µL de solución stock de inhibidor de proteasas Complete™  

(Roche, ref. 11697498001) (121,122). 

 

6.4.2. Citología oral en base liquida 

Para la recuperación de células transepiteliales, se realizó frotis en el lugar de 

la lesión de los pacientes y en sitios de distribución homogénea entre carrillo y 

paladar de los participantes control. Para cada muestra fue necesario realizar 

30 vueltas al citocepillo convencional. Una vez obtenida la muestra, el 

citocepillo se depositó en tubo Eppendorf de 1.5 mL con DMEM (Dulbecco's 

modified Eagle's medium) (Sigma-Aldrich, MO, USA) tratado con DEPC 

(Diethyl pyocarbonate) (Bio Basic, Toronto, Canada). Sin retirar el citocepillo, 

se centrifugó a 400 g por 5 minutos, luego se retira citocepillo y se centrifugó 5 

minuto a 400 g para finalmente recuperar la totalidad del pellet (Figura 3). El 

precipitado celular se resuspendió y homogenizó en 100 µL de Trizol®.(123) 
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Figura 3. Obtención de la muestra por citología oral en base líquida. (A) La 

mucosa bucal se sujeta firmemente para colocar el citocepillo en posición. (B) La 

cabeza del citocepillo se mantiene dentro del medio de recolección hasta el 

procesamiento. (C) El pellet celular se obtiene después de centrifugar y retirar la 

cabeza del citocepillo. 

 

6.5. Análisis celular de los queratinocitos orales 

  

6.5.1 Tinción de Orceína 

Se preparó una solución de Orceína al 1% (Sigma-Aldrich) en HCL al 1% y 

etanol al 70%. El sedimento celular se lavó dos veces con PBS frío y se 

desechó cuidadosamente sin perturbar el sedimento. Las células se 

resuspendieron en 10 µL de la solución de Orceína y se incubaron durante 30s. 

Las células teñidas se transfirieron luego a un portaobjetos cargado 

electrostáticamente (VWR, Batavia, Estados Unidos) y se dejaron adherir 

durante 5 minutos. Finalmente, las células se lavaron suavemente con agua 

destilada. Las imágenes se capturaron utilizando el software Zen 2 (Zeiss 

Microscopy, Oberkochen, Alemania) acoplado a un microscopio óptico (Axiolab, 

Zeiss Microscopy) y una cámara especializada (Axiocam 305 color, Zeiss 

Microscopy). 
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6.5.2 Análisis citomorfométrico 

Se realizó una evaluación de imágenes mediante el uso de análisis de 

imágenes, ImageJ v1.52q (EE. UU.). Todas las mediciones se llevaron a cabo  

utilizando las herramientas de medición del software análisis de imágenes, y se 

realizaron siguiendo los contornos de las células y los núcleos de los 

queratinocitos orales. Veinte células con bordes bien definidos se 

seleccionaron al azar de cada una de las 4 imágenes evaluadas. Las células se 

midieron evitando células agrupadas o plegadas y núcleos y células 

inusualmente distorsionados. El software calculó automáticamente los 

parámetros citomorfométricos celulares representados por área citoplasmática 

(CA), diámetro citoplasmático (CD), perímetro citoplasmático (CP), área nuclear 

(NA), diámetro nuclear (ND) y diámetro nuclear (NP). La escala del tamaño de 

las células fue determinado automáticamente por el software del microscopio 

Zeiss Zen lite (Zeiss, Germany) y asignado a ImageJ v1.52q. 

 

6.5.3 Citometría de flujo 

 En células de controles saludables se practicó el ensayo de citometría de flujo 

con el objetivo de identificar número y viabilidad celular. Se realizaron ensayos 

de doble tinción con DiOC6 (250 nM concentración final) y IP (Ioduro de 

Propidio) (1 μg/ml concentración final) (3,3‟-dihexyloxacarbocyanine iodide/ 

propidium iodide) (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Se realizó dos ensayos, 

el primero con base en recolección 1mL PBS y el segundo con 1 mL de DMEM 

tratado. 200 µL de cada solución fueron tomados para realizar la lectura. La 

lectura se realizó hasta completar un total de 5.000 células o agotar el volumen 

y se evaluaron los parámetros de tamaño, granularidad y fluorescencia en el 

citometro FC500 (Beckman Coulter Inc, Fullerton CA). Los datos fueron 

analizados usando la sustracción de histogramas de Overton en el software 

FlowJo versión 7.6.2 (Tree Star, OR, EE. UU.) 

 

6.5.4 Recuento viabilidad celular 

El pellet celular se resuspendió en 1 mL de DMEM tratado con DEPC. 

Posteriormente, en un vial diferente se diluyeron las células con una solución 

de azul de tripano al 0.4% (Merck Sigma-Aldrich) a una proporción 1:1 en un 
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volumen final de 200 µL, y se realizó el conteo en cámara de Neubauer. Los 

recuentos de células se realizaron bajo un microscopio óptico, después de lo 

cual se calculó el número total de células viables. 

6.6. Procesamiento molecular de las muestras 

 

La extracción de ARN fue realizada por medio del método de Trizol. Una vez la 

muestra era suspendida en 100 µL de trizol, se dejaba en -20 ºC todo un día. 

Siguiendo las instrucciones del fabricante.  

 

6.6.1 Limpieza de superficies y pipetas 

Inicialmente se realizó una limpieza con etanol al 75% y luego se utilizó el 

RNaway casero (5% SDS, 100 mM NaOH, 1% ClNaO) para limpiar las 

superficies, gradillas y pipetas a usar. Y finalmente se limpió con peróxido de 

hidrogeno al 3% los guantes y micropipetas.  

 

6.6.2 Fase de separación 

Una vez todas las superficies estaban preparadas, se procedió a retirar la 

muestra que se encontraba en trizol a -20ºC por al menos 12 horas. Se 

suspendió nuevamente y se agregó 20 µL de cloroformo, mezclando 

abundantemente por inversión. Se centrifugó a 12.000 g por 15 min a 4ºC para 

formar una separación en 3 fases, de las cuales se tomó y transfirió la fase 

acuosa a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 mL; 100 µL de isopropanol fueron 

agregados y se incubó por mínimo 4 horas a -20ºC “overnight”; este paso se 

realizó para lograr una mejor la precipitación del ARN. Acorde a las 

instrucciones del fabricante.  

 

6.6.3 Fase de precipitación y lavado 

Una vez terminado el tiempo de incubación, la muestra fue centrifugada a 

12.000 g por 20 min a 4ºC. Luego de retirar el isopropanol con una punta de 

200 µL con filtro, se agregó 500 µL de etanol grado molecular al 75%. 

Posteriormente, se procedió a centrifugar a 8500 g por 5 min. Después se 

descartó el etanol con una punta de 200 µL con filtro y se removieron sus 

residuos con tiras de papel filtro previamente cortado y esterilizado. Una vez se 
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verificó ausencia de etanol, se agregó 10 µL de agua grado molecular, se 

homogenizó y fue llevado a 55ºC por 5 min. Finalmente, se determinó la 

concentración (A260) y pureza (A260/A280) del ARN usando un 

espectrofotómetro (NanoDrop 2000). Acorde a las instrucciones del fabricante. 

 

6.6.4 Verificación de la integridad ARN electroforesis  

La integridad del ARN fue verificada por medio de electroforesis Para ello se 

realizó el siguiente procedimiento: 

 Se diluyó el buffer TBE (Tris, Borato y EDTA) (Thermo Fisher Scientific, MA, 

USA) (pH 8.3) a una concentración 1X. La dilución fue realizada en agua 

DEPC para el gel de agarosa 1% y el buffer de corrido  

 Finalmente, cada pozo se cargó con 200 ng de ARN en buffer de carga 

(ADN Gel Loading Dye 6X; Thermo Fisher Scientific, MA, USA), y se utilizó 

como referencia un ADN Ladder de 1Kb (Thermo Fisher Scientific, MA, 

USA) 

 El corrido del gel se realizó por 30 min a 80v. 

 

6.6.5 Tratamiento con DNasa 

Una vez establecidas la concentración, pureza e integridad, el ARN fue tratado 

con DNase I, RNAse-free (Thermo Scientific™, USA), procedimiento necesario 

para eliminar la contaminación con ADN, presente en las muestras debido al 

método de extracción por trizol. Por cada muestra cuantificada se realizó la 

dilución correspondiente de la enzima para no alterar las proporciones del 

fabricante, las cuales fueron:  

 Agregar a un tubo libre de RNasas:  

 1µg ARN 

 1µL Buffer 10x 

 1U DNase I  

 Agua DEPC hasta completar 10µl 

 Incubar a 37ºC por 30 minutos 

 Agregar 1µL de EDTA a 50nM e incubar 65ºC por 10 minutos para 

desactivar la DNasa. 

 Finalmente, las muestras fueron cuantificadas por espectrofotometría y 
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almacenadas a -80ºC hasta su procesamiento. Acorde a las instrucciones 

del fabricante. 

 

6.6.6 Selección de los primers 

Los primers seleccionados fueron reportados en estudios anteriores y utilizados 

para RT-qPCR. Sin embargo, se realizó un análisis por nBLAST(NCBI) para 

confirmar su especificidad para humanos. Además, fue seleccionado el gen 

GAPDH como gen housekeeping en cada reacción. Las secuencias y sus 

referencias son presentadas en la tabla 1.  

 

Tabla 1. Secuencias de los primers utilizados 

 

Primer Sequencia (5'–3') Tamaño 
del 

amplicon 
(pb) 

Ubicación Ref 

IRF6-F TGGATCAGTCGCAGCACCAT 141 exón 4 y 5 (17) 

IRF6-R GTTCAGTTTTGGGCCACACT   

TLR2-F TTGTGACCGCAATGGTATCT 98 exón 3 (124) 

TLR2-R TGTTGGACAGGTCAAGGCT   

GAPDH-F CTGGAGCAGACTATGTTGTGGA 131 exón 5 y 6 (125) 

GAPDH-R AGCAGAGGGAGCAGAGATGAT   

 

6.6.7 Estandarización del análisis cuantitativo de la reacción en cadena 

de la polimerasa (qPCR) 

400 ng de ARN se transcribieron en ADNc usando el KIT de síntesis de ADNc 

FIREScript RT (Solis Biodyne, Estonia). Cada reacción de síntesis de ADNc se 

realizó en un termociclador SimpliAmp ™ (Thermo Fisher Scientific). Cada 20 

µL de la mezcla de reacción de ADNc contenía solución tampón de reacción 

con DTT a 1X, primers random a 2.5 µM, Oligo primers a 2.5 µM, mezcla de 

dNTP a 500 µM, 10 U de FIREScript RT, 1 U de inhibidor de RNasa y 3-4 µL de 

ARN a una concentración de 400 ng. Primero se realizó una etapa de 

incubación de 5 minutos a 65ºC con el ARN, los primers y el agua. En el 

segundo paso, la reacción se completó con la mezcla de enzimas, DNTP, 

solución tampón y el inhibidor. La transcripción inversa se completó de la 
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siguiente manera: hibridación a 25ºC durante 10 minutos, transcripción inversa 

a 50ºC durante 30 minutos y finalmente, inactivación enzimática a 85ºC durante 

5 minutos. Acorde a las instrucciones del fabricante.  

 

 

Tabla 2. Preparación del ADNc 

 

Reactivo Concentración 

Final 

Volumen 

Buffer 5x 1x 1.5 µL  

dNTPs 500 µM 0.5 µL  

Primers Random 2.5 µM, 0.5 µL  

Oligo primers 2.5 µM, 0.5 µL  

FIREScript RT 10 U 1 µL  

Inhibidor RNAasa 1 U 0.5 µL  

ARN 400 ng Depende concentración 

Agua Ajustar Ajustar vol 

TOTAL  15 µL  

 

 

Tabla 3. Programación del termociclador para ADNc 

 

Paso  Temperatura Tiempo 

Incubación inicial 65ºC 5 min 

Hibridación  25ºC 10 min 

Transcripción Inversa 50ºC 30 min 

Inactivación 85ºC 5 min 

Almacenamiento 4ºC Indefinido 

 

La detección de ARNm se realizó usando un 5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR 

Supermix (Solis Biodyne). Se usaron los mismos primers utilizados en la RT-

PCR para GAPDH, TLR2 e IRF6. Cada reacción de PCR en tiempo real 

consistió en 6.6 μL de agua libre de RNasa, 3 μL de Enzyme Master Mix, 0.2 
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μL de cada uno de los primers, y 5 μL de ADNc. Las reacciones se llevaron a 

cabo en un instrumento CFX Connect Real-Time PCR Detection System (Bio-

Rad Laboratories, Inc. USA). Durante 40 ciclos (95 °C durante 15 seg, 60 °C 

(GAPDH - IRF6) o 59°C (TLR2) durante 20 seg, 72°C durante 20 seg) después 

de una incubación inicial de 12 minutos a 95°C. Todas las reacciones se 

realizaron por duplicado. Los datos de qPCR se procesaron en un software 

CFX Connect Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc. 

USA). 

 

Tabla 4. Mix para la qPCR 

 

Reactivo Concentración Final Volumen 

5x HOT FIREPol 1x 3 µl 

F 100nM 0.2 µl 

R 100nM 0.2 µl 

ADNc Variable 5 µl 

Agua - 6.6 µl 

TOTAL - 15 µl 

 

 

Tabla 5. Programación del termociclador para la qPCR 

 

PASO TEMPERATURA TIEMPO CICLOS 

Activación Inicial 95ºC 12 min 1 

Desnaturalización 95ºC  15 seg  

40 Alineamiento 60ºC – 58ºC 20 seg 

Elongación 72ºC 20 seg 

Melting Melting --- 1 

 

 

6.6.8 RT- PCR Transcripción inversa de reacción en cadena de la 

polimerasa. 
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Se realizó RT-PCR como parte de la estandarización del protocolo de 

extracción de ARN, para verificar que el ARN extraído amplificaba 

correctamente y estandarizar las temperaturas de alineación para los primers 

seleccionados previo a montar el ensayo de qPCR con todas las muestras de 

los pacientes. El protocolo ajustado a este estudio fue el siguiente: se 

prepararon las mezclas para la RT-PCR en tubos de 0.2 mL, ajustando los 

valores del fabricante (Qiagen, número de catalogo 210210) así:  

 

Tabla 6. Mezcla de reactivos para RT-PCR 

 

Reactivo Concentración Final Volumen 

Buffer 5x 1X 5 µL  

dNTPs 400 µM cada dNTP 1 µL  

F 0.6 µM 2 µL  

R 0.6 µM 2 µL  

Enzima 1X 1 µL  

ARN 200 ng – 400 ng Según concentración 

Agua Ajustar  ajustar vol 

TOTAL  25 µL  

 

Las muestras fueron procesadas en un termociclador Thermo Fisher Scientific 

Applied Biosystems en los siguientes ciclos:  

 

Tabla 7. Programación del termociclador para RT-PCR 

Paso Temperatura Tiempo 

   

 

Desnaturalización 

Inicial 

50ºC  32 min 

95ºC 15 seg 

 

35 ciclos 

94ºC  1 min 

Determinada según 

alineación de Primers 
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Extensión 72ºC  10 min 

Almacenamiento 4ºC Indefinido 

 

6.6.9 Real-time reverse transcriptase quantitative PCR (RT-qPCR) para 

detección de ARNm de IRF6 y TLR2 

 

Las RT-qPCR fueron realizadas siguiendo el protocolo previamente 

estandarizado. Las reacciones se llevaron a cabo en un instrumento CFX 

Connect Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc. USA). 

Los datos de qPCR se procesaron en un software Bio-Rad Real-Time PCR 

Analysis Software (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Finalmente, para calcular la 

expresión de ARNm de cada gen blanco (IRF6 y TLR2) se utilizó el método de 

expresión relativa (126).  

 

Expresión relativa= ((Egenblanco)Δ CT blanco (control- muestra)
) 

                      ((Egenreferencia) Δ CT referencia (control- muestra)
) 

 

 

6.6.10 Verificación de los productos de PCR 

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis, utilizando geles de 

agarosa al 1.5%, teñidos con bromuro de etidio (0,5 µg/mL) a 80 V por 55 min. 

Los productos fueron fotografiados bajo luz ultravioleta utilizando filtros de 590 

nm de longitud de onda. 

6.7 Proteína en Saliva  

 

6.7.1 Concentración de proteína total 

La concentración de proteína total presente en las muestras de saliva fue 

determinada mediante el método de Bradford (127,128). Se utilizó el estuche 

Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad Laboratories, Inc. USA). 

Para ello, se realizó una curva de calibración con la proteína estándar liofilizada 

BSA (Albúmina de Suero Bovino) (1,36 mg/mL), la cual fue diluida con el fin de 

obtener concentraciones de 0,05–0,5 mg/mL. Una parte del colorante 

concentrado se diluyó en cuatro partes de agua ultrapura. Alícuotas de 10 µL 
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de cada concentración estándar de BSA se depositaron en una placa de 96 

pozos. Posteriormente, se adicionaron 200 µL del colorante diluido en cada una 

de las muestras y se mezcló por pipeteo. La mezcla se incubó a temperatura 

ambiente por 5 min y se midió la absorbancia en un espectrofotómetro (Thermo 

Scientific Multiskan GO) a una densidad óptica de 595 nm. La curva de 

calibración se realizó por duplicado. Para determinar la concentración de 

proteína total, se depositaron 10 µL de las muestras de saliva no estimulada en 

pozos separados y se adicionó 200 µL del colorante diluido en cada una de 

ellas. Las muestras fueron mezcladas e incubadas y se midió la absorbancia 

como se describió anteriormente. Las muestras de saliva se procesaron por 

triplicado (129,130). Acorde a las indicaciones del fabricante.  

 

6.7.2  Medición de citocinas 

Se empleó un estuche commercial de Merk: Milliplex MAP Human High 

Sensitivity Immunology Multiplex Assay customizado o personalizado a partir 

del kit HSTCMAG para evaluar IFNγ, IL1β, IL6, IL10 y FNTα.  

 

Se siguieron las recomendaciones del fabricante para la preparación de los 

reactivos de la siguiente manera: 

 

- Para la preparación de las perlas de las citocinas: 

 Se realizó sonicación de cada frasco con citoquina durante 30 segundos. 

 Vortex de cada frasco con citoquina por 1 min.  

 Transferencia de 60 µL de cada frasco con citoquina y a nuevo frasco para 

el mix de citocinas.  

 El volumen se ajustó a 2700 µL con el disolvente de perlas (Bead diluent 

LBD).  

 

- Para la preparación de los controles se reconstituyó los controles de calidad 

Qc1 y Qc2 en 250ul de PBS. En nuevos tubos Eppendorf rotulados como Qc1 

y Qc2 respectivamente, se prepararon las soluciones de trabajo de cada 

control de calidad así: 150 µL de PBS y 50 µL de cada frasco de Qc1 y Qc2.  
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- Para la preparación del Buffer de lavado a 10X se agregó 15mL de solución 

buffer 10x en 135 mL de agua destilada grado III para obtener una 

concentración final de 1X.  

 

Para la preparación del estándar para células T: 

 El vial estándar se reconstituyó en 250 µL de PBS, mezclando por inversión 

y vortex por 10 seg.  

 Se prepararon diluciones a partir del vial estándar de trabajo en 7 tubos 

Eppendorf, cada uno con 150 µL de PBS.  

 Al estándar 7 se le agrego 50 µL de la solución stock.  

 Se realizó transferencia de 50 µL desde el estándar 7 hasta el estándar 1 tal 

como se muestra en la figura 4. 

 

 

Figura 4. Dilución de estándares para ensayo citocinas. Diluciones realizadas 

desde la transferencia del estándar 7 (mayor concentración) hasta el estándar 1 

(menor concentración).  

 

 

6.7.3 Ensayo para detección de citocinas 

Para este ensayo se siguió el siguiente protocolo: 

 Lavado inicial de cada pozo del plato con 200 µL de buffer de lavado.  

 Selle del plato con el sticker proporcionado por el fabricante, con su 

posterior vibración por 10 min a temperatura ambiente y descarte del buffer 

por inversión.  

 Carga del plato con 50 µL de controles y estándares según se estableció 

previamente. Cada uno de las muestras fueron cargadas por duplicado tal 
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como se muestra en la Tabla 8. En el pozo de background se utilizó 50 µL 

de PBS. 

 Adición de 25 µL de buffer de ensayo en cada pozo en el que se iba a 

depositar la muestra.  

 Las muestras de saliva fueron centrifugadas a 10.000 rpm antes de ser 

cargadas para obtener resultados más limpios.  

 Adición de 50 µL de sobrenadante de saliva de los pacientes por duplicado.  

 

Tabla 8. Plato de lectura para el ensayo de medición de citocinas 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

A Background Estándar 4 Qc1 LPO3 LPO7 Contr2 Orto1 Orto5 DilLPO4 

B Background Estándar 4 Qc1 LPO3 LPO7 Contr2 Orto1 Orto5 DilLPO4 

C Estándar 1 Estándar5 Qc2 LPO4 LPO8 Contr3 Orto2 DilLPO1 DilLPO5 

D Estándar 1 Estándar5 Qc2 LPO4 LPO8 Contr3 Orto2 DilLPO1 DilLPO5 

E Estándar 2 Estándar6 LPO 1 LPO5 LPO9 Contr4 Orto3 DilLPO2 DilLPO6 

F Estándar 2 Estándar6 LPO 1 LPO5 LPO9 Contr4 Orto3 DilLPO2 DilLPO6 

G Estándar 3 Estándar7 LPO2 LPO6 Contr1 Contr5 Orto4 DilLPO3 DilLPO7 

H Estándar 3 Estándar7 LPO2 LPO6 Contr1 Contr5 Orto4 DilLPO3 DilLPO7 

 

 Una vez cargado el plato con las muestras, se agregaron 25 µL de la 

mezcla de perlas de citocinas previamente preparadas, se selló 

nuevamente el plato y se dejó incubando a 4ºC durante 18 horas en 

constante vibración. 

 Se realizó lavado del plato 3 veces. 

 En cada pozo se agregaron 50 µL de solución de detección de anticuerpos 

y se dejó incubando durante una hora a 20ºC.  

 Terminada la incubación, se adicionó 50 µL de Estreptavidina-Ficoeritrina 

en cada pozo, sin descartar la solución de detección, y se incubó 

nuevamente por 30 min a 20ºC.  

 Posteriormente, se descartó y se agregó PBS como solución para la lectura 

del equipo y se dejó en agitación durante 5 minutos.  

 Por último, se realizó lectura en equipo MAGPIX®. 
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6.8 Análisis estadístico 

 

El análisis de datos fue realizado en el software Graph Pad Prism version 8.01 

(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). La normalidad para todos los 

valores fue calculada con laprueba Shapiro-Wilk y el supuesto de 

homocedasticidad será evaluado con prueba de Levene. Se realizó la prueba T 

student para datos paramétricos con la corrección de Prueba t de Welch 

cuando fue necesario, y la prueba U de Mann-Whitney para datos no 

paramétricos. La media y el error estándar de la media (SEM) fueron 

calculados para todos los análisis. Para los casos en los cuales alguno de los 

valores no seguía una distribución normal se realizaron pruebas no 

paramétricas y se tomaron tanto la mediana como la diferencia de medianas 

como los valores de referencia. Los valores de P <0.05 fueron considerados 

como significativos.  
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7. RESULTADOS 

7.1. Población de estudio  

 

Tal como se observa en la tabla 9, en total se logró reclutar 9 pacientes con 

diagnóstico histopatológico de liquen plano oral, que asistían a sus citas de 

control en el Hospital San Vicente fundación. Los pacientes tenían diferente 

tiempo de evolución de la enfermedad; la toma de la muestra fue realizada en 

la cita diagnóstica para 2 pacientes y con un periodo de evolución > 1 año en 7 

pacientes, y solo 3 pacientes presentaban algún tipo de síntoma asociado. 

Adicionalmente, se incluyeron 5 pacientes del grupo de controles saludables 

quienes serán determinados como control, y 5 pacientes con lesiones 

traumáticas quienes estaban en tratamiento de ortodoncia y quienes serán 

determinados como Ortodoncia.  

 

Para la primera parte de estandarización de la citología se incluyeron 30 

voluntarios controles saludables. Para el análisis de citocinas se incluyeron los 

9 pacientes de LPO, los 5 de ortodoncia y los 5 controles. Sin embargo, para el 

análisis de expresión de TLR2 e IRF6 luego de realizar una normalización con 

GAPDH para contar con muestras confiables, se obtuvo un n final de 8 

pacientes de LPO, 8 controles, solo 3 pacientes con ortodoncia activa 

presentaron valores de GAPDH confiables.  

 

Tabla 9. Caracterización de la población de estudio 

 

 LPO CONTROL ORTODONCIA 

EDAD    

MEDIA ±SD 52.78 ±12.47 59±17.96 37±18 

RANGO 35-69 39-78 24-67 

SEXO    

F/M 6/3 3/2 3/2 

CLASIFICACIÓN CLÍNICA    

RETICULAR 7   

ERITEMATOSO/ULCERATIVO 2   

LESIÓN EN PIEL    
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 SI 2   

NO 7   

GLUCOCORTICOIDES    

SI 0   

NO 9   

TIEMPO EVOLUCIÓN    

< 3 meses 2   

> 1 año 7   

N total por grupo 9 5 5 

 

7.2. Estandarización de la citología en base liquida para el análisis 

celular y molecular de queratinocitos orales  

 

7.2.1 El medio DMEM tratado con DEPC conservó la viabilidad de los 

queratinocitos orales  

Con la doble tinción DIOC6/PI se analizó el efecto del medio de recolección en 

la supervivencia de los queratinocitos orales. El colorante DIOC6 marca las 

células viables como fluorescentes debido a su alto potencial transmembrana 

mitocondrial (solo DIOC6 positivo), mientras que su absorción disminuye en las 

células apoptóticas. DiOC6 combinado con PI, permitió distinguir células en 

etapas tempranas de apoptosis (negativas para PI con fluorescencia baja de 

DiOC6) de aquellas en etapa tardía de apoptosis (positivas para PI con 

fluorescencia baja de DiOC6), y finalmente las células necróticas que eran PI 

positivo solamente. De acuerdo con la figura 5, solo las células recolectadas en 

DMEM tratado con DEPC fueron positivas para DIOC6. Mientras que el 66.9% 

de las células evaluadas eran viables, las células en PBS mostraron daño a la 

membrana mitocondrial, y la mayoría estaban en etapas tempranas y tardías 

de apoptosis. Por lo tanto, estos resultados sugieren que un medio óptimo de 

recolección de queratinocitos orales debía incluir DMEM tratado con DEPC 

para mejorar significativamente su supervivencia después del muestreo de la 

CBL. 
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Figura 5. El medio de recolección afecta la viabilidad de los queratinocitos 

orales. Gráficos de puntos del citómetro de flujo que muestran tinción con DIOC6 y PI 

(A) Se representa resultados por cuadrantes: LL (DiOC6−/PI−); LR (DiOC6 +/PI-); UR 

(DiOC6+/PI+); UL (DiOC6−/PI+), (B) Células de queratinocitos orales recolectadas en 

PBS (C) Células recolectadas en medio DMEM tratado. LL, abajo a la izquierda; LR, 

abajo a la derecha; UR, arriba a la derecha; UL, arriba a la izquierda. 

 

 

7.2.2. El protocolo CBL optimizado garantizó el aislamiento exitoso de los 

queratinocitos intraepiteliales intactos 

Se determinó el número total de células viables obtenidas del muestreo por 

CBL, después de centrifugar en dos pasos. La celularidad de las preparaciones 

de CBL fue en promedio de 500,000 células. Posteriormente, se evaluó la 

morfología celular. Los queratinocitos orales teñidos con orceína mostraron 

integridad de la membrana celular y contorno regular de los núcleos. Además, 

la forma de estas células variaba de cuboide a poliédrica, y los núcleos eran 

principalmente esferoides y ovales. La distribución celular en un fondo limpio y 

la superposición celular reducida facilitaron el dibujo del contorno de la célula y 

los núcleos requerido para el análisis citomorfométrico (Figura 6). Los 

queratinocitos orales tenían citoplasma grande (AC de 488.51 ± 128.86 μm2) en 

comparación con sus núcleos pequeños (AN de 20.87 ± 4.18 μm2) (Tabla 10). 

En general, estas características y dimensiones celulares son típicas de las de 

las capas superficiales e intermedias de los epitelios orales no queratinizados. 

Estos hallazgos demuestran que la visualización y el análisis morfológico de un 

número adecuado de queratinocitos intraepiteliales orales con tinción 

citoplasmática y nuclear adecuada aumenta con este protocolo CBL. 
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Figura 6. Análisis celular de queratinocitos orales. A. Una microfotografía 

representativa de queratinocitos orales intactos teñidos con Orceina a 100X. (B) 

Trazados de los contornos de las células (rojo) y del núcleo (amarillo) de los 

queratinocitos orales (tinción de Orceína) utilizados para las mediciones 

citomorfométricas a 200X. 

 

Tabla 10. Análisis citomorfométrico de los queratinocitos orales 

 

Mean ±SD 

AC (μm2 ) DC (μm) PC (μm) AN (μm2) DN (μm) PN (μm) 

488.51 ± 128.86 24.85 ± 4.08 87.67 ± 12.21 20.87 ± 4.18 5.499 ±0,68 17.62 ± 1,97 

AC: Área citoplasmática, DC: Diámetro Citoplasmático, PC: Perímetro Citoplasmático, AN: Área 

Nuclear, DN: Diámetro Nuclear, PN: Perímetro Nuclear, SD: Desviación estándar. 

 

 

7.2.3. El medio DMEM tratado con DEPC mejoró la cantidad y calidad de 

ARN aislado de los queratinocitos orales  

Se analizó el efecto de agregar DEPC al medio de recolección en la calidad y 

cantidad de ARN, incluso antes de realizar su extracción. Como se muestra en 

la tabla 11, la concentración de ARN aumentó significativamente en las 

muestras recogidas en el medio tratado. Los valores máximos aumentaron 

aproximadamente un 110%, alcanzando valores de 298.7 ng/µL en el medio 

tratado, mientras que solo alcanzó una concentración de 83.20 ng/µL en 

aquellas muestras procesadas en medio no tratado. De manera similar, al 

analizar la relación de absorbancia A260/A280, la pureza de las muestras de 
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ARN en el medio tratado (mediana de 1.56) aumentó en un 18% en 

comparación con el grupo de medio no tratado (mediana de 1.32). Como se 

esperaba, el ARN del control positivo tenía una concentración de 444 ng/µL y 

una relación A260/280 de 1.97. Estos datos sugieren que un medio óptimo de 

recolección de queratinocitos orales debería incluir DMEM tratado con DEPC 

para mejorar significativamente la cantidad y calidad de ARN. 

 

Tabla 11. Concentración del ARN en medio tratado con DEPC versus 

medio no tratado 

 

     Rango  

 

 

DMEM n Media ± SD Mediana Máximo Mínimo p(*) 

Concentración 

(ng/µL) 

Tratado 30 169.2±43.29 159.4 298.70 95.10 <0.0005** 

No tratado 15 51.06± 17.20 55.20 83.20 23.40  

* Mann-Whitney U test. p <0.05, SD: Desviación estándar. 

 

 

7.2.4. La integridad del ARN fue comparable con un control de línea 

celular epitelial 

Para evaluar la integridad del ARN, se realizó electroforesis de las muestras de 

ARN obtenidas (con y sin tratamiento con DEPC) y de células CHO (por su 

siglas en inglés, Chinese hámster ovary)  se realizaron simultáneamente. El 

ARN intacto, con 3 bandas correspondientes a las subunidades ribosomales, 

se observó solo en el ARN total aislado de muestras recolectadas en el medio 

tratado con DEPC, y de células CHO. Como se esperaba, la intensidad de las 

bandas fue mayor en las células CHO (Figura 7A). El ARN proveniente de 

células sin tratamiento con DEPC no se pudo observar por medio le 

electroforesis, por tanto no se observa en la imagen del gel.  

 

7.2.5. El ARN amplificó por RT-PCR y RT-qPCR 

Para analizar si el ARN aislado en las condiciones optimizadas era adecuado 

para realizar estudios moleculares, se utilizó primers específicos para amplificar 

GADPH, como gen de referencia, y el gen del receptor Toll-like 2 (TLR2) por 
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dos tipos de PCR. La electroforesis de los productos amplificados por RT-PCR 

mostró bandas individuales en los tamaños esperados de 131pb (GAPDH) y de 

98pb (TLR2) (Figura 7B). Adicionalmente, se observaron bandas individuales 

después de la electroforesis RT-qPCR, pero con diferente intensidad de banda 

como se esperaba (Figura 7C). 

 

 

 

 

Figura 7. Análisis de electroforesis en gel de agarosa. (A) 4 μL de ARN total intacto 

obtenido por CBL se procesaron junto a 4 μL de ARN intacto de control de células 

CHO en un gel de agarosa al 1%. Las bandas de ARN ribosómico 18S, 28S y 5S son 

visibles en ambas muestras de ARN. (B) Aproximadamente el 1,5% de electroforesis 

en gel de agarosa muestra la amplificación de los tamaños de productos de RT-PCR 

específicos para los genes GAPDH y TLR2, de tres muestras recogidas en el medio 

tratado. (C) Las bandas en un gel de agarosa al 1.5% corresponden a los tamaños 

esperados del producto RT-qPCR, para los genes GAPDH y TLR2, de dos muestras 

de ARN recolectadas en el medio tratado. 

7.3. TLR2 e IRF6 tienen una expresión variable tanto en pacientes con 

LPO como en los controles 

 

Tal como se evidencia en la tabla 12, una vez normalizados y analizados los 

datos, en el grupo control de ortodoncia no se logró obtener un n mínimo para 

el análisis. Por esta razón, los resultados que se presentan a partir de los 

análisis de la RT-qPCR provienen de 8 pacientes con LPO, de los cuales L2 y 

L4 eran los únicos con diagnóstico de LPO ulcerativo y 8 controles saludables. 
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Tabla 12. Datos netos de la expresión relativa para ambos genes, TLR2 

e IRF6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.3.1. Pacientes con LPO presentan mayor variabilidad en la expresión de 

TLR2, aunque con una tendencia a disminuir con respecto al grupo 

control 

Aunque no se encontraron diferencias estadísticamente significativas, al 

analizar la mediana, la expresión de TLR2 en los pacientes con LPO se 

encontró levemente disminuida con respecto al grupo control (Tabla 13). 

Además, fue necesario realizar un análisis por medio del gráfico de puntos 

  Paciente TLR2 IRF6 

 

 

 

 

LPO 

L1 1,048 0,801 

L2 1,037 1,098 

L3 0,373 0,552 

L4 1,588 1,117 

L5 2,267 0,621 

L6 2,935 1,363 

L7 1,506 0,786 

L8 0,239 1,301 

 

 

 

Control 

S1 1,212 0,867 

S2 1,674 1,156 

S3 0,630 0,642 

S4 1,518 0,815 

S5 1,029 1,248 

S6 1,712 1,107 

S7 0,813 1,206 

S8 2,125 0,960 

Ortodoncia O1 0,749 0,290 

O2 0,779 1,016 

O3   0,794 
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debido a la gran variación de los datos del grupo de pacientes con LPO al 

compararlos con el grupo control (Figura 8). 

 

 

Tabla 13. Análisis de la expresión génica de TRL2 

 

 Mediana Min. Max. P* 

Control 1.36 0.63 2.12 0.47 

LPO 1.27 0.23 2.9 

* Mann-Whitney U test. p <0.05, SD: Desviación estándar.  

 

 

 

Figura 8. Efecto del LPO en la expresión de TLR2. Distribución de los pacientes de 

LPO y el grupo control saludable según expresión de ARNm de TLR2. Las barras 

representan la distribución estándar. 

 

7.3.2. Pacientes con LPO presentan una mayor variabilidad en la 

expresión de IRF6 con una tendencia a disminuir en comparación con el 

grupo control  
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La expresión de IRF6 en pacientes con LPO se encontró levemente disminuida 

con respecto al grupo control (Tabla 14); y de manera similar, el grupo de 

pacientes con LPO presentó una variabilidad ligeramente en la distribución de 

los datos (Figura 9); aunque fue menor la variabilidad de la expresión de IRF6 

en comparación con TLR2 en ambos grupos. 

 

Tabla 14. Análisis de la expresión génica de IRF6 

 

 Mediana Min. Max. P* 

Control  1.03 0.65 1.24 0.37 

LPO 0.94 0.55 1.36 

 * Mann-Whitney U test. p <0.05, SD: Desviación estándar.  

 

 

 

Figura 9. Efecto del LPO en la expresión de IRF6. Distribución de los pacientes de 

LPO y el grupo control según expresión de ARNm de IRF6. Las barras representan la 

distribución estándar.  

 

Adicionalmente, es importante resaltar que esta variabilidad también se 

observó al verificar los resultados por electroforesis. Aunque ambos grupos 
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presentaron el producto esperado de IRF6, en el grupo de LPO se observó 

múltiples bandas en 4 pacientes, dos bandas en 3 pacientes y solo 1 con una 

banda; mientras que en el grupo control, 5 individuos presentaron una banda y 

3 presentaron una banda superior (Figura 10B). 

 

 

Figura 10. Electroforesis de la variabilidad en la expresión de IRF6. (A) 

Normalización de la expresión de GAPDH utilizado como gen de referencia en la 

expresión de IRF6 y TLR2. (B) Productos de RT-qPCR en pacientes con LPO y 

control. En el lado izquierdo de la figura se observa los pacientes de LPO y separados 

por un blanco, se observan del lado derecho, los individuos control saludables.  
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7.4. Pacientes con LPO presentan un perfil regulador con un aumento 

en las concentraciones de IL10, IFNγ y una disminución de la proporción 

IFNγ/IL10 

 

La concentración de las citocinas IL1β, IL6, IL10, TNFα e IFNγ fue analizada en 

los 9 pacientes con diagnóstico de LPO, los 5 controles saludables y los 5 

pacientes con ortodoncia como control inflamatorio. Tal como se muestra en la 

tabla 15, se observó un incremento significativo de IFNγ (LPO/Control p= 

0.0126 y LPO/Ortodoncia p=0.0062) e IL10 (LPO/Control p= 0.0101y 

LPO/Ortodoncia p=0.0040) en los pacientes con LPO respecto a los dos grupos 

control. Adicionalmente, se presentó una disminución significativa de la 

expresión de TNFα respecto al grupo control únicamente (p= 0.0033). Esto 

sugiere que la disminución de TNFα no es propio de la naturaleza del liquen si 

no mas bien explica una inflamación de un perfil más crónico o regulador. 

Finalmente, la tabla 16 muestra la proporción entre IFNγ/IL10 calculada para 

evaluar el balance entre proinflamatorio/regulador, en el cual se observó que si 

bien todos los grupos de pacientes tenían predominio regulador, el margen 

más estrecho se encontraba en el grupo de LPO.  

 

Tabla 15. Análisis de la concentración de citocinas  

 

 

GRUPO 

PACIENTE 

 

CITOCINA 

 

MEDIA±SD 

pg/mL 

 

MEDIANA 

pg/mL 

 

NORMALIDAD 

 

PRUEBA 

REALIZADA 

 

P* 

 

CONTROL   

 

IFNγ 

2.81±0.45 3.11 NO Mann Whitney  

0.0126 * 
LPO 4.08±0.80 4.06 SI 

T student/  

Welch`s 

 

0.0062** 
ORTODONCIA 2.03±0.81 1.81 SI 

       

CONTROL   

IL1β 

18.46±16.90 18,02 SI Mann Whitney  

0.4140 
LPO 19.80±27.54 13.41 NO 

Mann Whitney  

0.8252 
ORTODONCIA 10.91±1.39 1.65 SI 
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CONTROL   

IL6 

5.16±2.64 5.22 SI T student/ 

Welch`s 

 

0.1632 
LPO 12.13±12.30 6.21 SI 

T student/ 

Welch`s 

 

0.3722 
ORTODONCIA 7.23±5.85 5.24 SI 

       

CONTROL   

IL10 

7.86±1.51 7.68 SI Mann Whitney  

0.0101*
 

LPO 17.08±11.79 12.53 NO 

Mann Whitney  

0.0040** 
ORTODONCIA 4.47±2.18 3.96 SI 

       

CONTROL   

 

TNFα 

7.86±1.51 7.68 SI T student/ 

Welch`s 

0.0033** 

LPO 3.41±2.61 2.99 SI 

T student/ 

Welch`s 

0.3596 

ORTODONCIA 4.69±1.98 3.90 SI 

*p <0.05, SD: Desviación estándar.  

 

 

Figura 11. Efecto del liquen plano oral en IFNγ, IL10, TNFα, IL6 e IL1β. A, 

B,C, D, E muestran los niveles diferenciales de citocinas entre los grupos de estudio. 

(A) IFNγ se encontró aumentado con respecto a los controles, al igual que (B) IL10 

siendo en este último menor la diferencia. Por lo contrario, (C) en TNFα se observa 

una disminución importante con respecto al grupo de individuos control saludables. (D) 

La IL6 se observó levemente aumentado respecto a los grupos control, sin 

significancia estadistica (E) IL1β se observó disminuido en el grupo de pacientes de 
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ortodoncia; sin embargo, los pacientes de LPO y los controles se encontraban 

simetricos  *<0.05, ** <0.005, según estadístico Mann-Whitney U test.  

 

 

 

Tabla 16. Proporción entre IFNγ/IL10 

 

 

IFNγ 

(pg/mL) 

IL10 

(pg/mL) 
 

IFNγ/IL10 
 

P* 

 
 

CONTROL  

 

2.81±0.45 

 

7.86±1.51 

 

0,3760±0,08 

 
 

0,0985 

 

 
LPO 

 
4.08±0.80 

 
17.08±11.79 

 
0,2833± 0,11 

 
0,0065* 

 
 

ORTODONCIA 

 

2.03±0.81 

 

4.47±2.18 

 

0,4724±0,05 

Mann-Whitney U test * p <0.05, SD: Desviación estándar.   
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8. DISCUSIÓN 

 

Este trabajo tuvo como objetivos principales evaluar la expresión de IRF6 y 

TLR2, así como determinar la concentración de las citocinas IL1β, IL6, IL10, 

TNFα e IFNγ en pacientes con LPO y grupos control, a partir de los supuestos 

del modelo inflamatorio postulado. Por ello, en primera instancia, en este 

estudio se optimizó y estandarizó un protocolo de CBL simple y reproducible 

mediante el uso de un citocepillo convencional que fue bien aceptado por los 

voluntarios, y se usó como medio de recolección DMEM tratado con DEPC que 

aseguró el aislamiento de queratinocitos orales viables y de muestras 

adecuadas que permitieran extraer datos de la citomorfología y medir la 

expresión a nivel molecular de estos genes. Y en segunda instancia, se utilizó 

la saliva no estimulada como medio no invasivo para la medición de las 

citocinas. 

 

8.1. Citología en base líquida 

  

Los queratinocitos orales se pueden obtener removiendo la capa superficial de 

la mucosa. El uso de un cepillo de citología permite recuperar células de capas 

más profundas del epitelio (131). La CBL ha superado las ventajas de la 

citología convencional ya que aumenta el número de células aisladas y permite 

recuperarlas dispersas y distribuidas en una capa delgada homogénea con un 

fondo claro y limpio (108). Por lo tanto, mejora la sensibilidad y calidad de la 

muestra (131). Para validar esto, y considerando que la viabilidad celular era 

un factor crítico que podría afectar significativamente el aislamiento exitoso de 

queratinocitos orales con el protocolo de citología en base liquida desarrollada 

en este trabajo, primero se llevó a cabo una doble tinción DIOC6/PI en la que 

se evaluó el potencial de la membrana mitocondrial y el daño de la membrana 

celular comparando dos medios de recolección. Se encontró que el aislamiento 

de queratinocitos orales en DMEM tratado con DEPC condujo a un porcentaje 

mucho mayor de células viables que en PBS. 

 

Estos hallazgos coincidieron con los resultados citomorfológicos. Se identificó 
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características morfológicas, como forma, tamaño nuclear y del citoplasma que 

corresponden a aquellas células por encima de la capa de células basales que 

ocupan mayor volumen y tienen mayor actividad sintetizadora de proteínas 

(132–134). Además, debido a la proximidad de estas células a la membrana 

basal, es posible inferir que estas células aún conservan su actividad 

(135,136), lo cual es de importancia para realizar estudios funcionales in vitro. 

El protocolo CBL informado mejoró el número de células intraepiteliales 

intactas y limpias recolectadas, adecuadas para examen microscópico y 

evaluación cuantitativa, como se informó anteriormente (137), pero ahora 

optimizado para que pueda ser asequible, reproducible y de fácil acceso en la 

práctica clínica diaria y en investigaciones. 

 

El aislamiento de queratinocitos orales de la mucosa bucal fue realizado con 

éxito en este estudio. La mucosa donde fue tomada la muestra está cubierta 

por un epitelio más fino, no queratinizado, que proporciona menos barrera de 

protección que la mucosa queratinizada; siendo esta mucosa un sitio 

predominante para los desórdenes orales potencialmente malignos (DOPMs) 

(131,138). Los criterios de atipia incluyen queratinización celular y desviaciones 

morfológicas. Varios criterios para clasificar la displasia, así como la tasa de 

progresión de diferentes grados de displasia a malignidad (139) y para cáncer 

se han evaluado mediante citología (140). Por ejemplo, los citopatólogos se 

han valido de categorías como "células tumorales negativas" para imágenes 

celulares no sospechosas, reactivas o inflamatorias, "atípicas" en casos con 

cambios celulares atípicos, "sospechosas de células tumorales" si solo se 

observaron escasas células escamosas anormales o displásicas severas o si 

los criterios de diagnóstico de malignidad eran solo vagos, y “células tumorales 

positivas” en frotis que contenían células malignas inequívocas (141,142) para 

determinar diagnósticos a partir de muestras de citología. Sin embargo, esto ha 

presentado dificultades en la sensibilidad y especificidad para el diagnóstico 

(143–145)  

 

Por esta razón, el análisis de parámetros celulares cuantitativos, como AN, DN 

y AC, ha demostrado estar significativamente alterado en muestras de cito 

especímenes obtenidas de lesiones orales diagnosticadas con displasia, 
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lesiones malignas y DOPM versus mucosa sana (137,146,147). Estos 

parámetros pueden evaluarse para confirmar el diagnóstico con precisión (146) 

y pueden aumentar la sensibilidad de la citología exfoliativa para el diagnóstico 

precoz del cáncer oral (137). Estos hechos añaden relevancia a este estudio. 

Además, la evaluación citomorfométrica de los queratinocitos orales 

complementada con un análisis de imagen asistido por computadora 

adecuado, como se muestra en la tabla 10 y figura 6, podría implementarse en 

estudios futuros de lesiones orales, incluida la evaluación de cualquier 

anomalía del epitelio oral sin una etiología clara (148–150); esto podría ayudar 

al examen clínico, servir como un tamizaje útil para la detección precoz del 

cáncer oral (151) o para la identificación precoz de los DOPMs recurrentes 

(141,152) 

 

Aunque estudios anteriores han combinado la CBL con la extracción de ARNm 

para el análisis de expresión génica con el fin de ayudar a la identificación de 

biomarcadores para el diagnóstico temprano y pronóstico de DOPMs y del 

carcinoma oral de células escamosas (COCE) (153–155). Normalmente en 

estos trabajos no se reporta el protocolo detallado o no se tienen unos criterios 

estandarizados para la CBL oral de modo que pueda ser reproducible para su 

uso clínico en todo el mundo. Un estudio en 2012 comparó la eficacia de tres 

instrumentos diferentes (citocepillo convencional, cureta y cepillo Oral CDx) 

para realizar la citología, y utilizó el minikit RNeasy (Qiagen) para extraer el 

ARN (156). La cuantificación promedio de ARN reportada fue de 6,82 ± 6,71 ng 

/ µL, con un coeficiente de variación (CV) del 98,38% en muestras citológicas 

recolectadas con un citocepillo convencional. Sin embargo, 

independientemente del instrumento aplicado, las concentraciones de ARN 

fueron bajas y con una alta variabilidad. Por otro lado, otro estudio en 2016 

realizó la CBL con el citocepillo Orcellex Rovers Brush y comparó tres métodos 

de extracción de ARNm (Trizol, Direct-zolTM, sistema ARN Miniprep y mini kit 

RNeasy). La concentración media de ARN informada fue 201,99 ± 116,26 ng / 

µL (CV de 57,55%) en individuos no fumadores (considerados como el grupo 

de control) cuando se utilizó el método deTrizol (107). En este estudio, la 

concentración de ARN promedio reportada fue de 169,2 ± 43,29 ng / µL (CV de 

37,38%) utilizando un citocepillo convencional y el método de Trizol. 
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En este estudio se obtuvo menos variabilidad en la concentración de ARN en 

comparación con los otros dos estudios. Esto podría explicarse porque en 

primer lugar, se aumentó el número de rotaciones del citocepillo a 30, mientras 

que otros trabajos utilizaron de 10 a 12 (156) y 20 (107) rotaciones. En 

segundo lugar, se realizaron dos pasos de centrifugación. Y por último, 

mientras que los queratinocitos orales se transportaron inmediatamente en 

medio RPMI-1640 en ambos estudios, en este trabajo se empleó medio DMEM 

tratado con DEPC. Al mejorar estas condiciones, se aumentó la cantidad de 

células transepiteliales recuperadas y separadas del citocepillo, así como 

asegurar la recolección y transporte de las células de manera controlada. . 

 

Además, en este estudio se obtuvo de forma reproducible ARN con suficiente 

concentración, calidad e integridad para los análisis moleculares. Las 

moléculas de ARN son susceptibles a una variedad de metabolitos secundarios 

y a la degradación enzimática por ribonucleasas (RNasas), causando 

problemas durante la extracción si se almacenan en condiciones inadecuadas 

(157). Dado que el DEPC inhibe las RNasas, limitando la degradación de 

proteínas y ARN, fue considerado en este estudio como el responsable de 

disminuir la degradación celular desde la toma de la muestra hasta que se 

procesa. De ahí la importancia de tratar el medio con DEPC en el momento de 

recolectar las células, incluso antes de iniciar la extracción de ARN. Por tanto, 

la degradación enzimática por RNasas podría explicar la variabilidad de las 

lecturas de ARN en los otros dos estudios mencionados (107)(156), y el hecho 

de que el ARN de las células recogidas en el medio sin tratar en el presente 

estudio obtuviera una concentración y una calidad más bajas y no pudiera 

amplificarse. 

 

 Aunque la biopsia seguida de evaluación histopatológica es el gold estándar 

para el diagnóstico de COCE, es un procedimiento invasivo con mala 

reproducibilidad que tampoco es suficiente para diagnosticar todas las 

sospechas de DOPM. Como consecuencia, las técnicas mínimamente 

invasivas o no invasivas para la detección y el diagnóstico precoz comenzaron 

a emplearse más ampliamente (158,159), durante la transformación del tejido 
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normal en pre-maligno o maligno, ocurren cambios celulares a nivel molecular 

antes de que los cambios clínicos se hagan evidentes. Por lo tanto, los 

avances en las metodologías moleculares junto con la evaluación morfométrica 

de queratinocitos orales obtenidos de la citología oral, como se demuestra aquí 

en un grupo control, podrían ser aplicados para la detección temprana de 

posibles DOPM y su intervención (160) ya que mejoran la sensibilidad y 

especificad este tipo de citología (161–163). Aun mas importante, también se 

podrían constituir en porcedimientos claves para reducir la mortalidad, la 

morbilidad y el costo del tratamiento asociado con COCE (137). 

 

La citología en base líquida se ha utilizado en combinación con tecnologías 

celulares y moleculares modernas. Por ejemplo, se han realizado mediciones 

de ADN para evaluar la presencia de ADN aneuploide (164), análisis de 

AgNORs (Regiones Organizadoras Nucleares Argirofílicas) para determinar la 

actividad nucleolar del cáncer (165–167) la fluorescencia citogenética y la 

hibridación in situ han aumentado la especificidad para predecir la naturaleza 

de las lesiones orales sospechosas (168). Además, la evaluación de la 

expresión de biomarcadores, como por ejemplo, EGFR en preparaciones 

líquidas se ha encontrado significativamente alterada en DOPM, lo que 

respalda el uso de este tipo de biomarcadores como indicadores de diagnóstico 

del desarrollo temprano del cáncer (169) que además brindan mejor 

información sobre diagnóstico, pronóstico y tratamiento de diferentes 

patologías bucales (170–172). 

 

De hecho, la CBL se ha utilizado para diagnosticar otras patologías bucales 

como candidiasis oral, infección epitelial por virus de Epstein-Barr en lesiones 

orales de leucoplasia pilosa, pénfigo, virus Herpes simplex (VHS), respuesta a 

la (173–175) liquen plano oral (176). La CBL ha proporcionado una mayor 

resolución de la muestra y una mejor morfología citológica para el pénfigo 

vulgar, las lesiones por VHS y las infecciones por hongos. Para las lesiones por 

VHS, ha permitido la observación de las características citopatológicas de 

células binucleadas y multinucleadas, que son indicativas de infecciones virales 

(177).  
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Asimismo, la detección del virus del papiloma humano (VPH) en muestras de 

CBL orales también se ha logrado (161) debido a la detección de los hallazgos 

citológicos de coilocitosis, halos citoplasmáticos perinucleares, displasia 

nuclear, metaplasia inmadura atípica y binucleación. Sin embargo, técnicas 

complementarias como la hibridación in situ y la inmunohistoquímica se utilizan 

para identificar el VPH (178). Estas también podrían aplicarse a CBL (179). Por 

lo tanto, estos hallazgos apoyan en gran medida el potencial del protocolo 

propuesto en la investigación de otros tipos de lesiones orales, en además de 

COCE y DOPM.  

 

8.2. Variabilidad en la expresión de TLR2 en pacientes con LPO 

 

Se ha postulado que múltiples mecanismos desempeñan un papel en la 

modulación de la respuesta inmune en el LPO. En este estudio se planteó un 

modelo de desregulación inflamatoria a nivel de queratinocitos orales (Figura 

2), en el cual se postuló un balance inflamatorio entre la activación de TLR2 

que a su vez, vía MyD88 activa IRF6, un posible gen involucrado en esta vía de 

señalización asociada al LPO, generando así activación de una respuesta 

celular inflamatoria y a su vez, reguladora de la producción de citocinas; 

balance que podría ser alterado en ausencia de IRF6 por degradación 

proteosomica (180). Por lo tanto, las expresiones génicas de TLR2 e IRF6 

fueron estudiadas mediante RT-qPCR a partir de queratinocitos orales 

obtenidos con el protocolo optimizado para la CBL oral. Inicialmente, se 

pretendió comparar estas expresiones con las de individuos con un epitelio oral 

donde la inflamación fuera inducida por un trauma mecánico (pacientes con 

ortodoncia) e individuos control saludables. Esto permitiría la evaluación de las 

posibles diferencias en la inflamación en el LPO en comparación con la 

inflamación en respuesta a un estímulo y no de carácter patológico. Esto sería 

un punto de diferencia con respecto a varios estudios en los que han utilizado 

tejidos no inflamados como controles (20,181), y estaría acorde a lo reportado 

en el estudio realizado por Sinon y cols. (20). Desafortunadamente, debido a 

inconvenientes logísticos esto no se pudo realizar en este análisis molecular, 
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pero si se evaluaron los niveles en saliva de algunas citocinas. Sin embargo, 

debería ser tenido en cuenta en futuras investigaciones en las que se busque 

conocer más acerca de la fisiopatología de una enfermedad de carácter 

inflamatorio. 

 

Actualmente, la evidencia que relaciona los TLRs con la patogenia del LPO es 

limitada y contradictoria. Esta contradicción se puede relacionar con el origen 

de la muestra. Por ejemplo, la expresión de ARNm de TLR2 se ha encontrado 

aumentada en biopsias de tejido afectado por el LPO. Adicionalmente, en el 

mismo estudio se encontró aumentados los niveles proteicos de TLR2 en 

monocitos de sangre periférica (48). Por el contrario, se ha reportado una 

expresión proteica disminuida en biopsias de lesiones cutáneas de LPO 

evaluada por medio de inmunohistoquímica (182) y en células epiteliales 

cultivadas y provenientes de STNE de pacientes con LPO (19). Srinivasan y 

cols. también reportaron una disminución en los niveles proteicos de TLR2 en 

un inmunoensayo a partir de muestras de saliva (183). De manera similar, 

Sinon y cols. evaluaron la expresión proteica de TLR2 por medio de 

inmunoensayos, pero en muestras provenientes de bloques de parafina de 

pacientes con LPO, comparándolas con lesiones inflamatorias traumáticas; sin 

encontrar diferencias entre los grupos; además, evaluaron la expresión de 

ARNm extraído de biopsias de pacientes con LPO, comparándola con 

pacientes sin cambios inflamatorios en la mucosa, en el cual encontraron una 

disminución de TLR2 sin diferencia significativa (20). Es importante resaltar que 

en los estudios en los cuales se ha incluido muestras de biopsias, estas han 

incluido la mucosa completa, es decir que se procesó tanto el tejido epitelial 

como el conectivo. Por lo tanto, la variabilidad en los niveles de expresión a 

nivel del ARNm o proteico de TLR2 en LPO también puede relacionarse con el 

método utilizado para la obtención de muestra, la biopsia o la citología; tal 

como se hizo en este estudio, en donde se incluyeron de manera exclusiva los 

queratinocitos orales, y se obtuvo una leve disminución en la expresión de 

ARNm de TLR2 en pacientes con LPO, sin obtener diferencias 

estadísticamente significativas al compararla con pacientes controles 

saludables (Tabla 13). 
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8.3. Variabilidad en la expresión de IRF6 en pacientes con LPO 

 

IRF6 fue considerado como un gen clave en el modelo inflamatorio propuesto 

en este estudio por su relación con la vías de señalización activada por TLR2 y 

por su papel en la proliferación y diferenciación epitelial, características 

importantes en el momento de una posible transformación del LPO al COCE. 

Por ejemplo, Joly y cols. encontraron que IRF6 tiene propiedades 

antiinflamatorias, al inhibir la producción de citocinas y controlar la activación 

específicamente de TLR4 y de otros TLRs, dependiendo de la célula sanguínea 

afectada; además de controlar la proliferación celular en humanos y en ratones 

(17). 

 

Cuantificar la expresión de IRF6 podría presentar algunas dificultades  ya que 

se ha reportado la presencia de metilaciones, mutaciones y polimorfismos a 

nivel de IRF6 podrían modificar su expresión en el LPO, tal como se ha 

reportado en otro tipo de liquen y en cáncer. Rotondo y cols. evaluaron la 

expresión de ARNm de IRF6 en pacientes con liquen escleroso vulvar, 

encontrando una hipermetilación en la región promotora que provocaba una 

disminución en su expresión (22). De manera similar, Li y cols. identificaron una 

metilación en el promotor de IRF6 que generaba una disminución de su 

expresión en muestras de cáncer gástrico (184). Diferentes polimorfismos y 

mutaciones de IRF6 han sido asociados con defectos craneofaciales (185–188) 

y recientemente con otras patologías como el cáncer escamocelular 

(22,184,189). Particularmente, los primers utilizados en este estudio generan 

un producto de 141pb que se ubica entre los exones 4 y 5. Ésta es una zona 

en la cual se han reportado con mayor frecuencia estas variaciones en su 

secuencia (190,191). Además, el exon 4 hace parte del sitio de unión al ADN, 

requerido para cumplir con sus funciones de factor de transcripción (190,191). 

Aunque en este estudio no se analizaron las secuencias para identificar estas 

posibles variaciones, es importante destacar que si estuvieran presentes 

podrían ser responsables de futuras desregulaciones inflamatorias que a su 

vez podrían llevar a un proceso de malignización. Sin embargo, esto debe ser 

investigado para su validación. 
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Si bien los resultados de la qPCR de IRF6 no mostraron diferencias 

estadísticamente significativas, se observó una leve disminución de su 

expresión (Tabla 14); y una alta variabilidad (Figura 9) en paciente con LPO. 

IRF6 se expresa con preferencia en células epiteliales (192–194), y es 

considerado como un gen supresor tumoral (58,74), lo cual esta directamente 

relacionado con sus niveles de expresión en diferentes tipos de cáncer. Se ha 

reportado que la expresión de IRF6 disminuye en carcinomas de células 

escamosas (195), carcinomas nasofaríngeos(196) y en cáncer de colon y recto 

(197). Además, IRF6 regula la progresión de la enfermedad. Xu y cols. 

evaluaron la expresión génica y proteíca de IRF6 en líneas celulares de cáncer 

de mama y encontraron su expresión disminuida en cáncer invasivo; y por lo 

contrario, encontraron que su expresión aumentaba en cáncer de menor 

agresividad (189). Adicionalmente, la variabilidad en los niveles de expresión a 

nivel de ARNm aquí reportados concuerdan con los hallazgos reportados en 

otras lineas celulares epiteliales y cancerigenas. Xu y cols, en el mismo estudio 

detectaron la expresión de ARNm de IRF6, por qRT-PCR, en 27 cancer de 

mama y en 31 tejidos no cancerigenos con una alta variabilidad en los niveles 

de expresión con respecto a los cancerigenos (189). Kwa y col. de manera 

similar, reportaron esta variabilidad en los niveles de expresión de ARNm de 

IRF6. Niveles altos de IRF6 fueron detectados en la línea celular epitelial oral 

no transformada (OKF6/TERT2), con niveles inferiores en las líneas de células 

epiteliales de cáncer gástrico (AGS y MKN28) y la línea celular epitelial del 

cáncer intestinal (HT-29) y ausencia en células epiteliales de la linea celular 

HEK293T (198). 

 

No obstante, cuando se trató de explicar la variabilidad en los datos en este 

estudio teniendo en cuenta el tipo de lesión o sintomatología, no se encontró 

una correlación ya que los valores extremos pueden corresponder o no a un 

LPO ulcerativo, asintomático o sintomático (Figuras 9 y 10). Un caso en 

particular en este trabajo es el paciente L6, quien presentaba liquen reticular 

asintomático, la muestra le fue recolectada el día de la cita diagnóstica y la 

expresión de IRF6 y TLR2 se encontraba en la cima de la distribución del grupo 

de LPO; A diferencia de la mayoría de los pacientes que se encontraba en 

periodos superiores a 1 año de evolución del LPO. Cuando se corroboró la 
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expresión de la qPCR con la electroforesis se observó disminución en la 

intensidad del producto, pero sin presencia de otras bandas superiores. Cabe 

señalar que la etiología del LPO todavía es desconocida, a pesar de la alta 

incidencia de la enfermedad. Sin embargo, el COCE a menudo está precedido 

por desórdenes potencialmente malignos, como leucoplasia, fibrosis 

submucosa oral o el OLP (particularmente su forma ulcerativa que avanza 

rápidamente). Por lo tanto, el monitoreo no invasivo de posibles biomarcadores 

pronósticos y su correlación con el fenotipo clínico de la enfermedad podría 

jugar un papel clave en la detección temprana de malignidad (199). De alli, la 

necesidad de continuar optimizando la qPCR para IRF6 en futuras 

investigaciones; teniendo en cuenta que se observó una tendencia a una 

disminución de su expresión en LPO, pese a la variabilidad y al utilizar una 

temperatura de alineacion de 62ºC. Sin embargo, cabe mencionar, y llama la 

atención que aun con los primers utilizados en el estudio realizado por Xu y 

cols. para evaluar los niveles de expresion de ARNm de IRF6, se observan 

otras bandas en el gel de agarosa en dos líneas celulares, una de cáncer 

menos invasivo y en una de mama normal en comparación con dos líneas 

altamente invasivas (189). 

 

Por otro lado, Schwartz y cols. compararon la expresión de ARNm de posibles 

biomarcadores mediante biopsia y citología en un modelo cáncer oral de 

hámster con el objetivo de obtener resultados más certeros que puedan ser 

usados para detectar estadios tempranos de COCE. Ellos observaron que la 

CBL podría proporcionar resultados más confiables debido a que esta muestra 

recolecta exclusivamente células epiteliales, obteniéndose un resultado más 

claro de la lesión a diferencia de la biopsia en la cual las diferentes capas del 

tejido pueden subestimar los resultados epiteliales (200). De aquí, la 

importancia de utilizar la CBL oral en combinación con pruebas moleculares 

como la qRT-PCR, tal como se propone en este estudio, como herramienta de 

evaluación de moléculas, como TLR2 e IRF6, que permitan por un lado tener 

una comprensión más clara de los diferentes desordenes epiteliales y poder 

establecer moléculas con potencial diagnóstico o terapéutico. 
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8.4.  Citocinas asociadas en pacientes con LPO 

 

En la actualidad es una práctica cada vez más común la investigación de 

nuevas moléculas con potencial de biomarcador en enfermedades del sistema 

estomatognático, incluido el LPO. Por lo tanto, es imperativo centrar 

investigaciones en la determinación de predictores de enfermedad a través de 

muestras derivadas de métodos no invasivos, como la saliva, que permiten 

facilidad de recolección y al ser una buena alternativa a métodos más invasivos 

como la biopsia de tejido o el plasma sanguíneo, además de ser reproducible y 

con resultados mucho más competitivos (201). La recolección de la saliva es un 

procedimiento simple que se puede realizar con la frecuencia necesaria, sin 

complicaciones, como sensaciones de dolor que si están presentes en las 

muestras sanguíneas o en las biopsias. Diferentes estudios han reportado la 

saliva como fluido biológico idóneo para el escaneo de diferentes moléculas 

como proteínas para ensayos de inmunodetección, capaz de reflejar cambios 

patológicos de naturaleza local, en especial enfermedades de la cavidad oral 

(202,203). De allí, que en este estudio se decidiera el uso de la saliva para la 

medición de algunas citocinas pro-inflamatorias y asociadas a células T. 

 

Tal como se mencionó anteriormente, la fisiopatología del LPO corresponde a 

una hipersensibilidad tipo IV o de células T; y por lo tanto, son las responsables 

de mediar la respuesta inmune involucrada en el desarrollo y progreso de este 

desorden. Así mismo, en la figura 1 se mostró como todo es orquestado por 

diferentes citocinas entre las células implicadas. Es por esto que fue importante 

conocer la concentración de algunas citocinas como IL1β, IL6, IL10, TNFα e 

IFNγ en STNE de pacientes con LPO para obtener a un mejor entendimiento 

de su fisiopatología. En este estudio se encontró que IFNγ, IL10 y TNFα 

presentaban concentraciones diferenciales entre pacientes con LPO y 

controles saludables, pero solo IFNγ e IL10 presentaron a su vez diferencia 

estadísticamente significativa con respecto al grupo de pacientes con 

ortodoncia, lo cual indica que estas citocinas son claves en el desarrollo del 

LPO. 

 

La IL10 tiene como uno de sus papeles fundamentales inhibir el efecto, la 
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diferenciación y liberación de las citocinas Th1. Por su parte, el IFNγ es la 

citocina de principal liberación del grupo Th1 y por parte de las NK, con un 

papel fundamental en la apoptosis de los queratinocitos desencadenada por las 

células T CD8+. Es por esto que IL10 y IFNγ mantienen una estrecha relación, 

la IL10 como protectora y controladora del efecto de IFNγ (204). Dan y cols 

calcularon la expresión de IL10 y el IFNγ en saliva y suero de pacientes con 

LPO, encontrando un aumento en la concentración de la IL10 en relación con 

una concentración baja del IFNγ (205). Sin embargo, cuando se comparó la 

proporción entre IFNγ/IL10 observada en ambos estudios, la proporción es 

menor en pacientes con LPO (0.23) que en el grupo control (0.35) y en este 

estudio al grupo ortodoncia (0.45) (Tabla 16); Teniendo en cuenta estos 

hallazgos, se puede establecerse que la proporción entre IFNγ/IL10 explicaría 

el comportamiento fisiopatológico del LPO. De igual manera, la leve 

disminución de la expresión de TLR2 (Tabla 13) y de IRF6 (Figura 10) estaría 

estableciendo un perfil de compensación inmunológica.  El balance de citocinas 

pro inflamatorias y los LT tipo 1 (Th1) (IL2, IFNγ, TNFα e IL12) y de las 

citocinas antiinflamatorias como la IL10 juegan un papel crucial en la regulación 

del sistema inmunológico (206). Adicionalmente, los resultados de este estudio 

concuerdan con la expresión disminuida de TNF-α, citocina que previamente se 

ha reportado con altos niveles en saliva afectando el progreso del LPO 

(25,207). 

 

Finalmente, si bien son muy controversiales los resultados obtenidos alrededor 

del intento por entender la fisiopatología de LPO, es interesante observar que 

Liew y cols. en su revisión evidencian que los TLRs pueden coordinar 

respuestas antiinflamatorias por medio de la regulación negativa de las vías de 

señalización en múltiples niveles, incluyendo menos disponibilidad de TLRs en 

la membrana celular (208). Esto podría explicar la baja expresión de TLR2, 

IRF6 y el perfil predominante regulador de las citocinas evaluadas en el 

presente estudio. Por lo tanto, estos hallazgos sugieren que se encuentran 

activados mecanismos de control inmunológico en OLP y pueden, al menos en 

parte, explicar la cronicidad de las lesiones (20). Y por otro lado, podría explicar 

la tolerancia periférica en la que los queratinocitos orales sobreestimulados 

disminuyen expresión de receptores estando coordinados a su vez por una 
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sobre producción de citocinas como la IL10 lo que disminuye la coestimulación 

generando anergia y con ello disminución en la expresión de TLR2. 

Adicionalmente, si bien los pacientes no se encontraban en tratamiento con 

medicamentos esteroideos en el momento de la toma de la muestra ni 3 meses 

atrás, en algún momento si tuvieron alguna terapia relacionada lo que pudo 

inducir un patrón de tolerancia adquirido. Y por último, la tolerancia 

inmunológica se ha relacionado con cáncer (200). Por un lado, aunque los 

pacientes obtienen tolerancia de modo adquirido por los medicamentos o de 

manera fisiológica por la patología del LPO, puede ser un factor que ayude a 

desarrollar COCE. Y por otro lado, la alta variabilidad en los resultados 

muestran la heterogeneidad del LPO entre individuos, y la necesidad de 

examinar cada paciente, evaluar los niveles inflamatorios y la mayor cantidad 

de marcadores posibles para detectar una posible transformación a tiempo.  
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9. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

 

El protocolo optimizado de CBL oral para el aislamiento de suficientes 

queratinocitos orales intraepiteliales vitales con buena concentración e 

integridad de ARN ofrece otras ventajas como el bajo costo, la reproducibilidad, 

la fácil accesibilidad en la práctica clínica y la posibilidad de combinar la 

evaluación morfométrica y molecular de estas células en la investigación oral. 

En consecuencia, este protocolo podría extenderse al estudio de los 

mecanismos patológicos que ocurren en el epitelio oral, contribuir a identificar o 

corroborar biomarcadores, o incluso servir como plataforma para desarrollar 

herramientas de diagnóstico en la práctica clínica. Sin embargo, todavía se 

propone como un método no invasivo complementario a la evaluación clínica e 

histológica tradicional que requiere más investigación. 

 

A pesar de la alta variabilidad en los resultados, en general se observó que los 

pacientes de este estudio se encontraban en un periodo de predominante 

cronicidad y regulación, específicamente por la leve disminución de ARNm de 

TLR2 e IRF6 y la predominancia de IL10 sobre INFγ y TNFα. Aunque se 

requiere mayor investigación sobre la expresión y función de TLR2, IRF6 y de 

las citocinas en LPO, estos resultados abren las puertas a la utilización de 

métodos locales no invasivos y reproducibles, como la citología en base liquida 

y la saliva, que permitan la validación del modelo inflamatorio propuesto, 

aumentar el conocimiento de diferentes moléculas, que puedan ser usadas 

como biomarcadores o que proporcionen información de la fisiopatología del 

LPO y otras patologías del sistema estomatognático, especialmente el COCE, y 

de este modo contribuir con el diagnóstico y pronóstico de mismo con un 

seguimiento oportuno menos invasivo y reproducible. Y por último, este estudio 

invita a convertir la toma de muestra no invasiva en eventos rutinarios de la 

práctica clínica para poder observar la evolución de un paciente desde su cita 

diagnóstica hasta su momento de mayor estabilización de las lesiones; 

afectando lo menos posible el desarrollo de su lesión y aumentando el 

conocimiento acerca de variaciones de la inflamación, siendo cada paciente su 

mismo control.   
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10. LIMITACIONES 

 

Aunque se logró estandarizar el protocolo de CBL oral apropiado para el 

análisis celular y molecular que pudiera utilizarse en pacientes con LPO; en 

este estudio solo se realizó el análisis molecular mediante RT-qPCR. Se 

requiere incluir el análisis celular de los pacientes con LPO ya que la 

combinación de estos dos análisis potencializa el uso de la CBL. 

 

Si bien este estudio dio los primeros pasos para la validación del modelo 

inflamatorio propuesto, al investigar los niveles de expresión génica de TLR2 e 

IRF6, así como los niveles de expresión de las citocinas IL1β, IL6, IL10, TNFα 

e IFNγ, no se puede afirmar que existe una disminución de la regulación TLR2 

e IRF6 en pacientes con LPO en comparación con pacientes control. Además, 

los hallazgos de este estudio plantean la necesidad de evaluar otros aspectos 

para el mejor entendimiento de la fisiopatología de LPO, tales como el tiempo 

de evolución, la interacción de los medicamentos con los cuales son tratados 

los pacientes, y la presencia de otras patologías que también puedan presentar 

los pacientes.   

 

El poder contar con pacientes con diagnóstico de LPO sin tratamiento previo 

fue una gran dificultad, solo se pudo incluir dos pacientes que cumplieran con 

este requerimiento ya que no era viable desde el punto de vista ético 

interrumpirle un tratamiento a un paciente con fines de investigación. Por lo 

tanto, la principal limitación del presente estudio es el pequeño tamaño de los 

grupos sin ser estudiados de acuerdo con los subtipos previamente 

mencionados, lo cual no permite realizar significancia a nivel clínico.  
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