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|. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer constituye uno de los mayores problemas que enfrenta la
humanidad, no so6lo en el ambito de la salud publica, sino también para las
ciencias en general, por lo que su combate compete a todos, por ejemplo el
orofaringeo es el que hoy muestra menor indice de supervivencia después de 5
anos, con sélo 52 % de los enfermos (1). Esta enfermedad es la principal
causa de muerte a escala mundial ya que se le atribuyen 7,6 millones de
defunciones (aproximadamente 13% del total) ocurridas en todo el mundo en
2008 y se prevé que el numero de defunciones por cancer siga aumentando en
todo el mundo y supere 13,1 millones en 2030 (2). Dentro de los tipos de
cancer se encuentra el de cabeza y cuello, en donde la mayoria se originan de
la mucosa del tracto aerodigestivo superior (excluyendo el de piel), siendo el
carcinoma de células escamosas el tipo predominante en mas del 90% de los

casos y rara vez ocurre antes de los 40 afos de edad (3).

Estadisticamente, el cancer bucal constituye la sexta causa de muerte mas
comun entre todos los canceres del mundo (2), con mayor incidencia en
hombres mayores de 38 anos (4). En Venezuela no existe un reporte oficial en
el anuario de mortalidad del Ministerio del Poder Popular para la Salud que
oriente al numero de muertes por cancer bucal, sin embargo, si existe
informacion mundial certera de la relacién que existe entre este tipo de cancer
y algunos factores como el consumo de tabaco, la infeccion por virus (VPH),
consumo de alcohol, dotacion genética, exposicion a radiacion solar, tipo de
alimentacion (4) y algunos autores han evidenciado la presencia del
microorganismo Cadndida en lesiones catalogadas de premalignas, como el
caso de leucoplasias orales, ya que identificaron la presencia de hifas de
Candida en las capas queratinizadas de lesiones displasicas del epitelio oral,
especialmente de localizacion retrocomisural, lo cual permite inferir la posible

relacion de este microorganismo en la génesis del precancer y cancer oral, tal



como se evidencio en el estudio realizado en 48 paciente con cancer bucal en
estadio terminal, en donde se obtuvo como resultado el 94% de pacientes con

diagnostico clinico de candidiasis bucal (5).

Por otra parte la candidiasis de la mucosa bucal (CMB) es una de las
enfermedades mas frecuente, y sin dudas, la afeccién micética mas comun en
esta localizacion, su magnitud depende fundamentalmente de las condiciones
del hospedero, pues el establecimiento del padecimiento ocurre cuando se
perturban los parametros de equilibrio fisiolégico que mantienen la homeostasia
del medio bucal; la enfermedad estd catalogada como una enfermedad
cosmopolita muy frecuente y una de las micosis mas importantes, afectando a
ambos sexos y a cualquier edad, aunque son mas frecuentes en los extremos
de la vida; el microorganismo causal es la Candida y esta presente en la
economia bucal en el 40 % de la poblacion. Se ha encontrado que 70% de
individuos con signos clinicos de estomatitis subprétesicas exhiben un
crecimiento fungico siendo la C. albicans la especie aislada con mayor
frecuencia en 75% (6). Estas estadisticas implicaria que una gran parte de la
poblacién esta en riesgo, si se toma en cuenta que la infeccion por Candida
produce dafos en los tejidos que pueden involucrar la formacion de neoplasias

malignas (5).

Las investigaciones en el campo de las ciencias de la salud, han logrado
erradicar enfermedades y aumentar la calidad de la salud de los seres
humanos, y este avance se debe, principalmente, al estudio de los factores que
desencadenan las diferentes enfermedades. Una de las enfermedades mas
estudiada es el cancer, y como consecuencia de esos estudios, se ha
demostrado la relacion que existe entre los procesos neoplasicos y las
alteraciones gendmicas. Las neoplasias presentes en los seres humanos son
diversas y heterogéneas, sin embargo, la gran mayoria de ellas comparten la
presencia de algunos procesos criticos necesarios para que se desencadene el
proceso carcinogenético, como son: la proliferacion celular y la apoptosis. La
proliferacion celular se puede determinar a través de la medicién del antigeno
Ki-67 (7), y el indice de supresion apoptotica y arresto del ciclo celular

mediante la expresion de la proteina p53 (8).
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La practica odontologica, debe enfrenta,r en su quehacer, el tratamiento de
pacientes con patologias orales de diversas etiologias como neoplasias,
micosis, tumores, enfermedades inmunoldgicas, etc., en los cuales la pericia y
el conocimiento son indispensables para un abordaje 6ptimo de los pacientes,
muchos de las cuales deben ser de forma interdisciplinaria, y en consecuencia,
el odontélogo de atencidon primaria, debe orientar al paciente, en relacién a
la importancia de este tipo de abordaje. Es por esta razén que la produccién
de evidencias a través de la investigacion debe aportar cada vez mayor
informacion, con la finalidad de que los abordajes sean los mas acertados
posibles. Esta investigacion ofrecera informacién que permita orientar la
conducta de los profesionales de la odontologia ante una enfermedad
infecciosa muy frecuente como lo es la candidiasis, facilitando encender las
luces de alerta en estos pacientes, con el fin de prevenir la producciéon de
cambios tisulares que pueden involucrar lesiones con comportamientos

malignos.

Basandose en la literatura cientifica del caso, se realiz6 la presente
investigacion, para obtener informacion acerca de las posibles consecuencias
que puede producir la candidiasis bucal, en relacibn al aumento de la
proliferacion celular, la inhibicién de los mecanismos de apoptosis y la posible
transformacion neoplasica de las células epiteliales afectadas, por este hongo.
Para ello es necesario, describir los cambios tisulares que se producen en la
mucosa bucal afectada por diferentes géneros de Candida, con especial
énfasis en la reaccion de las células que conforman estos tejidos ante
marcadores inmunohistoquimicos como Ki67 y p53, por lo que surge la
interrogante 4 Como es la expresion de las proteinas Ki-67 y p53 en candidiasis

bucal crénica?

Con este proposito, se plantearon los objetivos que se presentan a

continuacion:



Objetivo General

Determinar la expresiéon de las proteinas Ki-67 y p53 en candidiasis bucal

cronica de pacientes diagnosticados en la Unidad de Investigacion en Ciencias

Morfopatologicas (UNIMPA) en los aiios comprendidos de 1.994 a 2010.

Objetivos Especificos

1.

Describir la proliferacion celular mediante la expresion proteica de Ki-67,
utilizando anticuerpos monoclonales MIB-1, de las células epiteliales de
la mucosa bucal en pacientes diagnosticados con candidiasis bucal

cronica.

Describir la expresion de p53, mediante la reaccidon con anticuerpos
monoclonales DO-7, de las células epiteliales en pacientes

diagnosticados con candidiasis bucal cronica.

Relacionar la expresion de las proteinas en estudio con la presencia de
hiperplasia y/o displasia epitelial en pacientes diagnosticados con

candidiasis bucal cronica.



JUSTIFICACION

Una de las disciplinas de la odontologia intimamente relacionada con las
alteraciones de la mucosa bucal es la patologia bucal, en la cual se conjugan
componentes de las ciencias basicas y de la odontologia clinica,
correspondiéndole como funcién, diagnosticar y establecer el plan de
tratamiento idéneo en las diferentes alteraciones nosoldgicas del sistema
estomatognatico, requiriendo para ello, identificar las diferentes lesiones orales
segun su componente etiopatogénico, formando parte de este universo de

lesiones se encuentran la candidiasis y las neoplasia bucales.

La candidiasis bucal es una de las patologias mas frecuentemente
observada en la practica odontolégica, motivo por el cual esta alteraciéon ha
sido objeto de innumerables investigaciones, con la finalidad de obtener
informacion sobre su comportamiento clinico, terapéutica y posibles efectos
inductores de otras patologias. De igual forma se ha evidenciado la presencia
del microorganismo Candlida en lesiones catalogadas de premalignas, como el
caso de leucoplasias orales y se ha encontrado en verdaderas lesiones
neoplasicas, como el carcinoma de células escamosas oral , pero aun no se
ha podido demostrar que el microorganismo sea un factor desencadenante de
procesos neoplasicos orales; razén que motiva a la realizacion de la
investigacion, en la cual, a través de diferentes técnicas inmunohistoquimicas,
se persigue obtener informacién de marcadores como las proteinas ki-67 y p53,
las mismas indicarian posibles cambios celulares que degenerarian en

cambios displasicos y futuras neoplasias.

Esta investigacion aporta nuevos hallazgos acerca de la posibilidad de los
danos que el microorganismo Cdndida puede producir en las células del
epitelio bucal, permitiendo obtener mayor informacion que relacione de forma
directa esta infeccion con las neoplasias epiteliales malignas bucales, y en

este punto fundamentalmente radica su importancia, ya que la candidiasis es la



infeccion bucal con mayor incidencia, la cual en la mayoria de los casos al
cursar de forma asintomatica permanece sin tratamiento por largos periodos
de tiempo, ya sea porque pase desapercibida por parte del paciente y/o sea
catalogada de menor importancia por parte del odontélogo general, por lo que

serviria de informacion al profesional de la odontologia.

Los avances de las técnicas inmunohistoquimicas han ampliado el mundo
de la investigacion, tomando en cuenta que mediante su aplicacion se logra la
obtencion de informacién acerca de cambios o alteraciones celulares, por lo
que con la aplicacion de estas técnicas para determinar la expresion de las
proteinas Ki-67 y p53 en muestras de tejido que presentan infeccion por
Céandida, se realizaran importantes aportes a la categorizacion de este
microorganismo como factor biolégico predisponente de neoplasias epiteliales

malignas de cavidad bucal.



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

ANTECEDENTES

Uno de los mayores legados de las técnicas inmunohistoquimicas es el
reconocimiento y cuantificacion de proteinas que se expresan cuando existen
alteraciones en los genes que la codifican; en una investigacidon sobre
expresion de proteina p53 en carcinomas escamosos de la cavidad bucal, se
afirma que en mas del 60% de los carcinomas se han detectado mutaciones
del gen p53; parece, por tanto que la presencia de la proteina p53 esta
estrechamente asociada a la malignidad, ya que en la mucosa oral normal o
con lesiones benignas, la expresion de proteina p53 es frecuentemente
negativa, sin embargo, la demostracion inmunohistoquimica de la proteina p53
no se debe asumir como un marcador absoluto de mutaciones del gen p53 en
el cancer bucal, puesto que esta expresion puede ser el resultado de la

estabilizacion de la proteina p53 silvestre (no mutada) (9).

En otro estudio realizado en leucoplasias bucales, se concluyé que la
expresion de proteina p53 en dicha patologia con diferentes grados de
displasia, y la negatividad de la misma en tejidos normales, afirma en darse la
importancia de este marcador tumoral en lesiones de cavidad bucal (10). De
igual manera, la expresion de la proteina p53 mutada, en lesiones de liquen
plano bucal, indica un proceso de proliferacion activo, lo cual, junto con otros
factores precipitantes, podria constituir un microambiente propicio para una
posible alteracion oncogénica (11). Fortaleciendo las investigaciones realizadas
en pacientes con liquen plano bucal se admite que la sobreexpresion de p53 en
esta patologia puede indicar dano del ADN celular debido a la inflamacién
cronica, simultaneamente con disminucion de expresion de proteina p63

(involucrada en el proceso de estratificacion normal del epitelio (12). De igual



forma el bloqueo de la funcién de la proteina p53 por el factor inhibidor de
migracion de macrofagos (MIF) y posiblemente otros mediadores de la
inflamacién pueden incrementar el riesgo de cancer bucal en pacientes con

liquen plano (13).

En un estudio realizado en queilitis actinica, se afirma que esta es una
lesion premaligna en la cual la sobreexpresion de la proteina ki-67 se relaciona
con el grado de displasia, mientras que la sobreexpresion de la proteina p53 no
es significativa, por lo que el uso del marcador de proliferacion celular ki-67 es
una herramienta predictoria para evaluar la posibilidad de avance hacia un
carcinoma epidermoide de labio y mucosas por la relacion significativa que

guarda con el grado de displasia (14).

Simultaneamente, la asociacion entre la infeccion por Candida, y el riesgo
de desarrollo de malignidad, se origina por la relacién entre la infeccién por
Candida y leucoplasias no homogéneas, las cuales presentan diferentes
grados de displasia (5). Por otra parte, no solo se reporta una asociacion
significativa entre la infeccion por hongos y la presencia de displasia epitelial
moderada y severa, en lesiones precancerosas de cavidad oral (15), sino, que
se reconoce la asociacion con lesiones precancerosas y de alta tasa de
transformacion maligna debido a que la Candida albicans es capaz de producir
metabolitos carcinogénicos que pueden activar oncogenes en los

queratinocitos (16).

En otra investigacion se reconoce que la expresion de Ki-67 y p53, en
leucoplasias orales manifiesta la inestabilidad y alteracion del genoma de
acuerdo a la severidad de la displasia, ya que no se manifiestan en tejidos
sanos (17). Se ha observado sobreexpresion de p53 y p21 en un significativo
numero de leucoplasias orales que no detectan displasias en sus estudios
microscopicos y se cree que estos tejidos pueden sufrir transformacion maligna
(18), asi como, inmunoreaccion de Ki-67 y ciclina D1 en las capas basales y
suprabasales del epitelio en este tipo de lesiones, en las que pese a su
remocioén quirurgica total han desarrollado carcinomas bien diferenciado al

cabo de cuatro afos (19). Adicionalmente, la sobreexpresion de p53 en las



capas suprabasales del epitelio esta directamente relacionada con el

carcinoma de células escamosas y desordenes potencialmente malignos (20).

BASES TEORICAS

1. Candidiasis.

La candidiasis incluye un grupo de enfermedades mucocutaneas vinculadas
con un factor etiolégico comun del género Ca&ndida de hongos. Este hongo
produce la infeccion micética mas comun de la boca, aunque es dificil
determinar la tasa de frecuencia, dada la prevalencia del organismo causal en
una gran proporcion de la poblacion (21). Otros sinénimos utilizados son
candidosis y moniliasis. De igual manera, todos los miembros del género estan
presentes como comensales que se vuelven patdégenos cuando tiene lugar una

alteracion de la inmunidad del huésped (22).

En el afio 1839, Langebeck, describié el microorganismo del muguet, al
observarlos en placas que se formaban en las membranas mucosas de boca y
otros o6rganos, en cadaveres, antes de la autopsia. Grugby, en 1842, lo
denominé Oidium albicans y posteriormente en 1923, Berkhout, propone el
género Candida y la especie C. albicans, lo cual fue aceptado en el 3er
Congreso Internacional de Microbiologia en Nueva York en 1939 (22) El
Género Candida comprende mas de 150 especies, cuya principal caracteristica
es la ausencia de forma sexual, con excepcion de algunas especies,
igualmente, son clasificadas como levaduras, las cuales corresponden a
hongos con un modo de desarrollo predominantemente unicelular, se reporta
que de las 150 especies, solo una docena de ellas, pertenecientes al género
Candida, poseen la facultad de adaptarse a una temperatura de 37°C y pueden
ser ocasionalmente patdgenas para el hombre, entre otras, C. albicans, C.
tropicalis, C. kefyr (pseudotropicalis), C. krusei, C. guillermondi, C. parakrusei,

C. zeylanvides, C. stellatoidea y C. brumptii (23).



Desde el punto de vista taxonémico, la Candida pertenece al reino de los
hongos imperfectos, clase blastomices, orden criptococalea, familia
criptococacea, las levaduras son células redondas u ovales reproduciéndose
por gemaciéon y los hongos filamentosos estan formados por estructuras
tubulares denominada hifas las cuales crecen en ramificaciones y extension
longitudinal. Por lo general, la Candida mas aislada es la Candida albicans, sin
embargo, otras especies han sido también aisladas como la C. fropicales que
se encuentra con mayor frecuencia en la vulvovaginitis, endocarditis,
septicemias, otitis, conjuntivitis y osteitis. La C. parapsilosis ha sido aislada en
oniquia, paroniquia, conjuntivitis, septicemias y endocarditis. La C.
guilliermondii aislada en vulvovaginitis, muguet del niflo recién nacido,
septicemias y endocarditis. La C. Arusei se ha aislado en candidiasis del tracto
respiratorio, en muguet del recién nacido, queratomicosis, endocarditis,
septicemia y en heces humana. La C. sfeollaftoidea es una especie que esta
estrechamente relacionadas con la C. albicansy su identificacion puede ser en
algunos casos confundida con dicha especie, se ha aislado en vaginitis, esputo,
muguet, pielonefritis y endocarditis. La C. viswanathii es una especie
relativamente nueva que fue aislada en liquido cefalorraquideo de meningitis y
en esputo. Se debe resefar, igualmente, la existencia de la especie C.
dubliniensis, la cual se ha asociado a las infecciones por Candida orofaringea

en pacientes con infeccion HIV/SIDA (22).

Se precisa, entonces, que la Candida albicans es una levadura Gram
positiva alargada semejante a hifas (seudohifas), constituyendo organismos
aerobios, levaduriforme, capaces de desarrollar seudofilamentos y producir
clamidosporas (tipo de espora asexual), esta es capaz de producir hifas
verdaderas, con ancho uniforme, que crecen por elongacion apical y forman
tabiques en angulos rectos con poros revestidos de membrana. Las hifas, tan
solo se forman en el momento de la invasion a los tejidos, existiendo
numerosos estimulos ambientales que desencadenan o bloquean la conversion
/in vitro de la levadura a hifas, desconociéndose la regulacion de la
morfogénesis de Candida albicans, igualmente es un patdégeno oportunista que

suele encontrarse en numeros pequeinos en las superficies de las mucosas y
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se disemina cuando las condiciones son favorables para ello. En ese sentido,
se han identificado diversas adhesinas de C. albicansy se cree que favorecen
la colonizacion y permiten que el microorganismo persista en la superficie del
cuerpo y esto se sustenta, molecularmente, con la identificacion de un receptor
del hongo, analogo al receptor de complemento 3 (CR3), el cual se enlaza con
el C3b (iC3b), permitiéndole mayor adhesion, asi como también se detectaron

adhesinas de glucoproteinas para células huésped (24).

Desde el punto de vista quimico, la composicion de C. albicans esta
representada por 20-40% de proteinas, 30-50% de polisacaridos, mientras que
la proporcion de lipidos es variable. Ultraestructuralmente, la pared celular de
C. albicans esta compuesta principalmente por los polisacaridos manan, glucan
y quitina formando una compleja microarquitectura, presentado la misma un
espesor variable, conformando varias capas, las cuales se han puesto de
manifiesto por diferencias en la densidad electrénica; el numero de capas y su
morfologia varian de acuerdo a distintos factores como son, la etapa de
crecimiento celular, la forma de crecimiento (como levadura o como tubo
germinal), el medio de cultivo empleado para el crecimiento celular y los

procedimientos de fijacion (25).

1.1. Etiopatogenia

La patogénesis de la candidiasis oral es compleja e implica diferentes
factores y mecanismos del hongo y del hospedado.Lla posibilidad de que la
Candida colonice las superficies orales depende tanto de la efectividad de los
mecanismos defensivos del hospedador, como de la capacidad de adhesién
del hongo y de su poder de crecimiento, de esta forma, el balance entre
colonizaciéon y candidiasis depende de la capacidad de la Candida para
modular la expresién de los factores de virulencia en respuesta a los cambios
ambientales, combinado con la competencia del sistema inmunoldgico del
hospedador y las pautas terapéuticas antifungicas. La naturaleza de este

equilibrio es fragil y en muchos aspectos desconocida (26).
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La transformaciéon de comensal a patdégeno depende de la combinacién de
tres grupos de factores: del hospedador, del hongo y la modificacion del
microambiente de la cavidad bucal, existen muchos aspectos en el
hospedador, tanto locales como sistémicos, que pueden facilitar el desarrollo
de una candidiasis bucal, es por ello, que todas aquellas circunstancias que
alteren la integridad de la mucosa mediante traumatismo, maceracion u
oclusion (como ocurre en los portadores de protesis dentales) favorecen la
adhesion del hongo y la invasion mucosa (22). La mucosa bucal posee
propiedades antifungicas que protegen contra la invasion candidiasica, gracias
a la presencia de ciertas proteinas y otros factores no determinados. La saliva
constituye un elemento antifungico de primer orden, ya que tiene una labor de
barrido mecanico que dificulta la adhesién del hongo, y un poder antifungico,
merced a sus componentes proteico (lisozimas, lactoferrina, lactoperoxidasa, y
glucoproteinas), asi como la presencia de Inmunoglobulina A; no obstante,
factores que conlleven a la reduccion del pH salival, como ocurre bajo las
prétesis dentales removibles, o que reduzcan la producciéon de la misma, como
enfermedades, radioterapia local y anticolinérgicos, favorece bien sea la
adhesiéon o produccion del hongo (6). Dentro de los factores sistémicos que
favorecen la aparicion de la enfermedad, se pueden mencionar: la incapacidad
del sistema inmunoldgico, el uso de antibidticos de amplio espectro, la
existencia de deficiencias inmunitarias congénitas, la presencia de protesis
dentales desajustadas, enfermedades endocrinas (hipotiroidismo e insuficiencia
suprarrenal), deficiencias nutricionales de minerales (deficiencia de hierro),
avitaminosis, como el déficit de folato, hipovitaminosis A y la deficiencia de
vitaminas del complejo B y C, dietas ricas en carbohidratos, neoplasias y

farmacos citotdéxicos e inmunosupresores (26).

1.2. Clasificacion y caracteristicas clinicas

La infeccion por Candida presenta una amplia variedad de manifestaciones
clinicas, las cuales pueden ser locales y sistémicas La candidiasis se puede

clasificar de acuerdo al tejido u érgano que afecte, en: candidiasis mucosa, la
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cual afecta la mucosa bucal, esofagica, vaginal y abdominal; la candiasis
cutanea, que afecta la piel y se observa con frecuencia en ingles, axilas,
pliegues intergluteos, debajo de mamas, dedos de manos o pies, zona donde
contacta panal en nifos y también, en ufas y cuticulas; la candidiasis
sistémica, se observa en pacientes inmunocomprometidos, incluyen infeccion

de vias urinarias, endocarditis, meningitis y septicemia (25).

Las manifestaciones bucales de esta enfermedad son variables y se ha
identificado un gran numero de formas: la candidiasis aguda
(seudomembranosa y atrofica) y la candidiasis cronica (hiperplasica y atrofica)
La Candidiasis seudomembranosa: también conocida como algodoncillo o
muguet, se manifiesta como placas blancas, de consistencia blanda a
gelatinosa o nodulos que crecen en direccion centrifuga y se mezclan. Las
placas se componen de microorganismos fungicos, desperdicios queratdsicos,
células inflamatorias, células epiteliales descamadas, bacterias y fibrina; el
desprendimiento de las placas o seudomembranas con un apoésito de gasa deja

una superficie eritematosa, erosionada o ulcerada (21).

La Candidiasis atréfica aguda es una lesion roja, eritematosa que aparece
por desprendimiento de la pelicula de una candidiasis seudomembranosa, que
ha persisitido por un periodo de tiempo. La Candiadisis atréfica cronica es un
subconjunto de lesiones atréficas frecuente, esta se presenta en un 65% de los

pacientes geriatricos portadores de protesis total maxilar (26).

La Candidiasis hiperplasica se produce por una reaccion hiperplasica del
tejido en una candidiasis cronica, puede producirse en zona retrocomisural
denominandose leucoplasia por Candida, o puede afectar el dorso de la lengua

conociéndose como glositis romboidal media (21).

La candidiasis pseudomembranosa, es el prototipo de infecciones bucales
por el hongo Candida. Es una infeccion superficial de las capas superiores de
la mucosa bucal y resulta en la formacion de placas blancas difusas,

compuestas de células epiteliales descamadas, células de la inflamacion,
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fibrina, levaduras y elementos miceliales. La candidasis atrofica aguda, incluye
la estomatitis por antibidticos y otros padecimientos en que persiste una placa
roja atrdfica, dolorosa, de mucosa denudada, con minima presencia de

lesiones pseudomembranosa (26).

La candidiasis atrofica cronica, incluye estomatitis por dentadura y queilitis
angular, es una inflamacion difusa del area de los maxilares en la que se apoya
la dentadura, con grietas e inflamacidén de comisuras bucales (queilitis angular)
o sin ella, la mucosa del paladar puede estar aterciopelada y hemorragica al
presionarla ligeramente; durante los periodos de exacerbacion suele haber
ardor, pero el area denudada roja persistira mientras no se cambie la dentadura
(21).

1.3. Diagnodstico y examenes complementarios

El diagnostico clinico es por lo general acertado, sin embargo, para
corroborarlo se puede identificar al hongo a través de la observacion directa al
microscopio de un frotis macerado con hidroxido de potasio o tefido con PAS
(acido periodico de Shiff), también, se puede identificar el agente causal a
través de un cultivo en diferentes medios, incluyendo caldo de Saboraud, agar
con sangre y agar con masa de maiz. A través de estudio histolégico se puede
observar como las seudohifas de Candida penetran en el epitelio y a nivel

intracelular (21).

En la candidiasis pseudomebranosa, el diagnodstico debe establecerse
realizando un frotis o cultivo. En la candidiasis de tipo atrofica, los frotis
citologicos fracasan, por lo general, en la demostracion de las formas micelares
de los hongos, aunque un estudio cuidadoso, puede revelar a veces formas
esporuladas del hongo. Sin embargo, la presencia de levaduras adheridas en la

dentadura, es un factor causal importante (27).
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1.4. Caracteristicas histopatologicas de la mucosa bucal afectada por

candidiasis

En infecciones superficiales, el hongo Ca&ndida se limita a las capas
superficiales del epitelio; en casos mas graves, las hifas se extienden a mayor
profundidad en el epitelio. Es tipico observar infiltracion del epitelio con
neutrofilos y formacion de microabscesos superficiales. Las formas
predominantes de hongos que crecen en esta forma particular de la afeccién
son seudohifas, estas penetran en el epitelio y en realidad pueden entrar a los
queratinocitos, para convertirse en parasitos intracelulares. En la candidiasis
hiperplasica retrocomisural, la invasion del hongo penetra hasta el borde del
estrato espinoso, con frecuencia aumenta su actividad mitética y pueden ser
prominentes las alteraciones displasicas. Se han presentado diversas pruebas
que justifican una accion de Candida en el origen de la transformacién

neoplasica e incluyen produccién de hiperplasia epitelial (21).

En la candidiasis atrofica (eritematosa), histologicamente se observa,
adelgazamiento generalizado del epitelio, y aumento de células inflamatorias

en el tejido conjuntivo subyacente (27).

1.5. Tratamiento

El tratamiento de la candidiasis involucra, un agente antimicético y una
profusa higiene oral conjuntamente con el control del factor predisponerte
(inmunidad, antibioticoterapia, corticoterapia, etc.), asi como el cambio de la
prétesis, el farmaco antifungico puede ser de uso topico (nistatina) y en
ocasiones de lesiones resistentes de uso sistémico por via oral (fluconazol,
ketoconazol). La reposicion de una protesis desajustada y la limpieza

exhaustiva de la protesis es factor fundamental en el tratamiento (27).

Hoy en dia, las candidiasis de tipo crénico han producido resistencia al
tratamiento antimicético, debido a la formacion de peliculas o biofilms, estos

biofiilms son comunidades universales, complejas, interdependientes, de
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microorganismos de superficie asociados, alojandose los microorganismos en
una matriz de polisacaridos. En las suspensiones los microorganismos crecen
de esta forma mas que individualmente, y en este ambiente pueden presentar
fenotipos alterados. Los biofilms pueden estar compuestos por un solo tipo de
microorganismos o por multiples especies. Para infectar la cavidad oral, las
levaduras deben primero adherirse a las superficies. La formacion de biofilms
por parte de C. albicans se produce en tres etapas: temprana (0 a 11 horas),
intermedia (12 a 30 horas) y madura (38 a 72 horas). El biofilm maduro
consiste en una densa red de levaduras, hifas y seudohifas, con frecuencia en

asociacion con bacterias (28).

Por las razones antes planteadas, el tratamiento debe en muchas
oportunidades combinar enjuagues germicidas o bactericidas con potentes
antimicoético (fluconazol, miconazol, sertaconazol), tanto de uso local como

sistémico (22).
2. Candidiasis y lesiones cancerosas de cavidad bucal

La cavidad oral esta conformada por una serie de érganos como: labios,
carrillos, paladar, lengua, dientes y encias, revestida, excepto los dientes, por
una membrana mucosa formada por epitelio plano estratificado y corion o
lamina propia de tejido conjuntivo. EI mantenimiento de la integridad de esta
mucosa, viene dado por la constante renovacion de sus células perdidas
gracias al proceso de Proliferaciéon Celular, conduce al crecimiento normal de
los tejidos y 6rganos de acuerdo al desarrollo del Ciclo Celular, a su vez

formado por dos periodos: interfase y division o mitosis (29).

La transformacién de una célula normal comprende una serie de procesos
complejos, en el cual inciden factores externos sobre alteraciones intrinsecas
de esa célula, produciendo lesiones cancerosas, es por ello, que es de suma
importancia describir el efecto de los factores externos, asi como también las
condiciones y factores intrinsecos de la célula que pueden desencadenar los
procesos cancerigenos, al afectarse el ciclo celular (30). En este sentido, son

innumerables los estudios que se han realizado por conocer cada vez mas
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cuales son los factores involucrados en la formacion de lesiones cancerosas de
la cavidad bucal, y basados en esos estudios la OMS las lesiones y
condiciones potencialmente malignas, en donde la candidiasis crénica es
categorizada como un desorden de alto potencial de malignizacion (70%),

segun las circunstancias (16).
3. Carcinogénesis

Es un proceso que ocurre en multiples etapas e incluye numerosos eventos
genéticos y epigenéticos (30). El cancer es de origen monoclonal, y para que
una célula normal cambie su fenotipo y se convierta en una célula neoplasica
deben ocurrir mutaciones genéticas en la misma, que ocasionen la
modificacion de los productos que en condiciones normales codificaria el gen y
finalmente, producirian un cancer. El cancer resultante puede ser hereditario,
por mutaciones en uno o ambos alelos de las células germinales, o esporadico,
por la accion de agentes mutagenos ambientales, por o que el resultado de la
proliferacion celular descontrolada de una célula normal marca el proceso de
evolucion de una célula normal hacia una célula con potencial tumorigénico, la
cual pierde la capacidad de diferenciacion, el aumento de invasividad y la

disminucién de la sensibilidad a las drogas citotoxicas (31).

Asi se describe que la carcinogénesis es el producto de las alteraciones
moleculares del ADN, en el cual se han identificado sus fases, en la primera
fase la célula perteneciente a una poblacién normal sufre una alteracién de su
ADN por la exposicion a factores carcinogénicos endégenos y exdgenos que
aumenta su propension a proliferar cuando deberia estar normalmente en
reposo. En la segunda fase, la célula alterada y sus descendientes continuan
con apariencia normal pero se dividen demasiado (hiperplasia) y sufre otra
mutacion genética que la hace perder el control del crecimiento celular. La
tercera consiste en los cambios de la célula en su apariencia tanto en forma
como en funcién (displasia), ademas de la constante proliferacion. En la cuarta
fase las células afectadas se hacen mas anormales en su crecimiento y
apariencia, si este grupo de células no excede los limites del tejido se

denomina cancer /n sifu. La quinta fase consiste en la invasion de este grupo
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de células a los tejidos subyacentes y su migracion a la sangre y/o linfa

estableciendo nuevos focos de células alteradas (metastasis) (8).

Las neoplasias, de manera general, pueden clasificarse como benignas y
malignas. Lo que diferencia una neoplasia benigna de una maligna o cancer, es
el hecho de que en la primera, la formacion tumoral esta delimitada por una
pared o capsula que la separa del tejido circundante, y asi permanece casi
siempre indefinidamente. En cambio, la neoplasia se maligniza y se habla de
cancer cuando las células tumorales no estan formando una estructura bien
circunscrita y local, sino que por el contrario, pueden migrar, atravesar la
membrana basal del tejido original y trasladarse mediante el torrente sanguineo

o linfatico a 6rganos remotos que pueden colonizar o invadir (32).

Por otra parte, se afirma que el desarrollo del cancer representa una
falta en la respuesta inmune antitumoral, ya que su funcién normal es
reconocer antigenos asociados a tumores y desarrollar respuestas especificas,
mediada por linfocitos T, sin embargo, también reconoce que el cancer es una
enfermedad multifactorial, de etiologia discutida, donde la edad, el sexo, la raza
y la herencia se reconocen como factores genéticos de riesgo, segun las
distintas localizaciones. La dieta, los habitos toxicos, el estilo de vida y el medio
en general, incluyendo la infeccion por microorganismos (virus, bacterias y
hongos), son factores que actuan sobre el genoma de las células como
iniciadores 6 promotores en el complejo proceso de transformacién celular
hacia formas de mayor complejidad biolégica. Debe senalarse la relacion Medio
Ambiente — Herencia como los extremos de un espectro en cuyo centro se situa

la casualidad de la mayor parte de las neoplasias que padece el hombre (33).

En relacion a la influencia de la infeccibn por microorganismos, es
importante mencionar que la asociacion entre inflamacion y cancer fue descrita
en el afno 1.863, cuando Virchow observo leucocitos en tejido tumoral, de esta
manera se conectan las infecciones largas y cronicas con la formacién de
inflamacion cronica, en donde los leucocitos, fagocitos y otras células
inflamatorias producen especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno
(RNS), induciendo al dafio del ADN (12).
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De esta manera, cuando la afeccion ocurre en genes implicados en la
proliferacion y crecimiento celular se desarrolla la neoplasia, ya que existen
genes supresores de tumores, los cuales forman parte directa del control del
ciclo celular, y oncogenes, los cuales definen los diferentes niveles de

senalizacion celular desde el exterior hasta el nucleo (8).

3.1. Ciclo celular

Se define como una serie ordenada de eventos responsables de coordinar la
duplicacién del material genético y citoplasmatico de una generacion celular a
la siguiente, y de asegurar la segregacion balanceada del material genético en
las dos células hijas. En células eucaridticas el ciclo celular se divide en cuatro
fases basadas en eventos visibles o medibles, denominadas G1, S, G2 y M.
Durante la fase G1, las células estan sujetas a estimulacion, por mitégenos
extracelulares y factores de crecimiento, transitan en esta fase para proceder
con la sintesis de ADN en la fase S, en la cual se lleva a cabo la duplicacién
de los cromosomas y del centrosoma, es el momento en que la célula se
prepara para la division celular y se caracteriza por la expresion de las enzimas
necesarias para la biosintesis de purinas y pirimidinas y de la maquinaria de
replicacion, en donde destacan el antigeno de proliferacion nuclear “PCNA” y la
polimerasa de ADN. Durante esta fase se expresa el antigeno Ki-67 cuya
funcién se desconoce, pero, sirve como un marcador histopatoldgico de células
proliferantes. La fase G2 es el intervalo entre la culminacion de la sintesis de
ADN vy la mitosis (M). Esta ultima es visible al microscopio y comprende la
citocinesis (division del contenido citoplasmatico) y la cariocinesis (division del
contenido cromosémico celular). Existe también un estadio denominado GO, el
cual es usado para describir las células que han salido del ciclo celular y

permanecen en un estado de quiescencia, no proliferativo (34).

Este complejo ciclo es controlado por un sistema que supervisa cada etapa,
en donde se comprueba que se cumplan las condiciones adecuadas para
pasar de una etapa a la siguiente, si no se cumplen estas condiciones el ciclo

se detiene. Este control esta regulado por genes, los cuales se dividen es tres
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grupos: genes que codifican proteinas para el ciclo (enzimas y precursores de
la sintesis de ADN), genes (protooncogenes) que codifican proteinas que
activan la proliferacion celular, asi como ciclinas y cinasa dependientes de
ciclina (proteinas que actuan en diferentes etapas del ciclo celular a través de
procesos de fosforilacién y desfosforilacion, impulsando el funcionamiento del
ciclo celular) , y el tercer grupo de genes llamados supresores tumorales que

codifican proteinas que regulan negativamente el ciclo (8).

3.2. Genes supresores tumorales

Los genes supresores tumorales estan implicados en diversos procesos de
division celular, como son, la regulacion de la expresion génica, control del ciclo
celular, programacion de la muerte celular y estabilidad del genoma. La pérdida
de actividad de estos genes provoca la incapacidad de respuesta a los
mecanismos de control que regulan la division celular; de modo que se produce
una proliferacion mas o menos incontrolada de la célula, lo cual conduce, en
ocasiones, al desarrollo de neoplasias y a la evolucion de las mismas hacia

procesos tumorales mas agresivos (35).

Dentro de estos genes supresores tumorales se encuentran el gen p53,
gen p21, gen BRCA-1, gen BRCA-2 y otros, algunos con funciones muy
especificas y otros a los cuales aun no se les conoce el rol que cumplen como

supresores (36).

3.3. Apoptosis

Es un término griego que hace referencia a la caida de los pétalos de las
flores o de las hojas de los arboles. El proceso de apoptosis tarda
aproximadamente 30 minutos. Los fendmenos que se producen son: la
fragmentacion del citoesqueleto y las organelas que conlleva a la
fragmentacion celular, con la condensacion de la cromatina y formacion de
cuerpos apoptoticos, los cuales son posteriormente fagocitados por los
macrofagos o las células vecinas. La apoptosis es un proceso activo,

genéticamente controlado y destinado a la autoeliminacion celular. Es un
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fendmeno imprescindible para mantener el equilibrio, ya que el crecimiento
celular mediante la proliferacion celular debe ser equivalente a la degradacién
tisular mediante muerte celular o apoptosis. Distinguimos 3 fases en el proceso
apoptético: iniciacidon, ejecucion y degradacion. La fase de iniciacion es
activada por una gran variedad de sefiales que incluyen el dafo del ADN,
hipoxia, falta de nutrientes, factores de crecimiento u hormonas y la activacion
de los receptores de la muerte. Las sefales que estimulan las dos fases
siguientes son menos variadas. La regulacion de la apoptosis esta dada por un
gran numero de moléculas como la familia bcl-2, el factor de necrosis tumoral
(TNF), genes supresores de tumores, oncogenes, factores mitocondriales y la

familia de las caspasas (8).

3.4. Proliferacion celular

La tasa de proliferacion celular de un tejido, se determina por la diferencia
entre la tasa de division celular y la tasa de pérdida celular. Es asi, como las
neoplasias que presentan esta tasa de division superior a la tasa de division de
las células normales pueden crecer, progresar, debido a una vida media mas
prolongada. Existen marcadores, que se han utilizado para la medicion del
indice de proliferacion celular, entre ellos, el antigeno Ki-67, MDM-2 y PCNA

(antigeno nuclear de proliferacién celular) (34).

3.5. Proteina Ki-67

En los ultimos afos, las técnicas inmunohistoquimicas han contribuido a
mejorar el diagnostico y prondstico en los casos de neoplasias. Entre tales
técnicas destaca el anticuerpo monoclonal Ki-67, el cual detecta un antigeno
nuclear que se expresa en las células que entran al ciclo celular,
proporcionando una medida directa de la fraccion de crecimiento del tejido (35).
La expresidon de este antigeno ocurre durante las etapas G1, S, G2 y M del
ciclo celular, en condiciones de normalidad la expresion de este antigeno es
considerada como actividad proliferativa, la cual puede ser detectada

solamente en el estrato basal del epitelio bucal (37).
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Este anticuerpo monoclonal, identifica un antigeno nuclear proteico con un
peso molecular de 345 a 395 kDa, que se encuentra en células en las fases
proliferativas del ciclo celular, mientras que no identifica células en la etapa de
descanso (G). Los nuevos anticuerpos que se han desarrollado actualmente
permiten su identificacidon en tejidos fijados y en biopsias procesadas en forma
rutinaria. Altos indices de Ki-67 estan asociados con una baja diferenciacion
histolégica y con la ocurrencia de metastasis ganglionares, y afirma que el
antigeno Ki-67 es el marcador tumoral que mejor predice el desarrollo de
enfermedades metastasicas precoces, constituyendo el principal marcador
pronostico en la serie de carcinoma ductal infiltrante de mama (7). De igual
manera, otros autores aseguran que este anticuerpo es un recurso facil y
rapido, para evaluar con exactitud la fraccién de crecimiento de las neoplasias
humanas y se sugiere que se utilice como parte del procedimiento para
complementar las pesquisas y diagndstico de cancer y lesiones precancerosas
(35).

La proliferaciéon celular, en lesiones orales asociadas a candidiasis,
parece ser similar a la proliferacion de lesiones que presentan displasias,
utilizando Ki-67 (37), y la mayor utilidad de este, es su uso en la prediccion de
la capacidad de malignizacién de lesiones cancerizables y la posibilidad de
crecimiento tumoral ya que evalua el comportamiento biolégico de las células

displasicas (38).
3.6. Proteina p53

El término de proteina p53 es designado a una familia de proteinas
celulares que varian en su peso molecular, desde 48 Kd hasta 55Kd en
diferentes especies. Esta proteina es codificada por el gen supresor de
tumores, que esta localizado en el brazo corto del cromosoma 17 en humanos
(35). Se ha confirmado que cuando ocurren mutaciones en el gen p53, se
produce una sintesis anormal de proteina, p53 mutada, que tiende a
estabilizarse y acumularse en el nucleo. Esta proteina mutada pierde su
capacidad supresora del crecimiento celular, la cual es ejercida mediante la

regulacion negativa del gen p53 sobre la replicacion ante diferentes tipos de
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agresiones en el ADN, aumentando entonces la cantidad de proteina nuclear
p53. La consecuencia inmediata del incremento de p53 es la detencion del ciclo
celular en G1, actuando mientras los mecanismos de reparacion del ADN
subsanan el dafo, siendo este su mecanismo principal de proteccion del
genoma. Si la reparacion del ADN es satisfactoria, p53, activara a un gen
denominado mdm2, cuyo producto se une e inhibe a la propia p53, levantando
asi el bloqueo celular. Si las alteraciones del ADN son muy extensas y el dafio
no puede ser reparado, la proteina p53 puede inducir el inicio de muerte celular
fisiolégica (apoptosis). De esta forma, la proteina salvaje p53 actua como un
verdadero guardian de la integridad del contenido genético, estableciendo la
posibilidad de que las células danadas reparen su ADN, previniendo la
inestabilidad gendmica (8).

Adicionalmente, a los dos mecanismos anteriormente sefialados, la
proteina p53 bloquea la angiogénesis necesaria para el crecimiento y
proliferacion del tejido tumoral, asi como induce la transcripcion de la proteina

GAD D45, la cual interviene en la reparacion del ADN (16).

Otra via de inactivacion de la proteina p53 se debe a la union con la
oncoproteina E6 de los virus de papiloma humano 16 y 18 con dos sitios
diferentes en la estructura de la misma. En numerosos carcinomas han sido
reportadas alteraciones de p53 en el DNA tumoral, entre los mas comunes
estan los carcinomas de higado, mama, colon y pulmén, asi como el
osteosarcoma (31), motivo por el cual se ha aprovechado la capacidad que
tiene la proteina mutada de poseer una vida media mas prolongada (de 48
horas, a diferencia de la silvestre que es de 5 a 30 horas), lo que favorece la
acumulacion de la proteina y su deteccion mediante métodos
inmunohistoquimicos; sin embargo, como no todas las mutaciones se
acompanan de sobreexpresion, las detecciones inmuhistoquimicas se deben
complementar con métodos moleculares como la secuenciacién por PCR o
SSCP, los cuales son capaces de detectar eficientemente el 90% de las

mutaciones del gen p53 (16).
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l1l. MARCO METODOLOGICO

Tomando en cuenta los objetivos planteados y basados en los datos
aportados por la bibliografia se realizé la investigacion sobre tejidos bucales,

como se presenta a continuacion:
1. Tipo de investigacion

De acuerdo a su propésito se realizd una investigacion de tipo descriptiva
correlacional, ya que esta dirigida a determinar “como es” o “‘como esta” la
situacion de las variables que deberan estudiarse en una poblacién y por
querer conocer el grado de relacion que existe entre dos 0 mas variables y

posteriormente analizar dicha situacién (39).
2. Disefio de investigacion

Tomando en cuenta las estrategias que se utilizaron para la obtencion de la
informacion, la investigacion se enmarca en el diseiio no experimental,
transeccional, debido a que se observaron situaciones ya existentes no
provocadas, recolectando los datos en solo momento (40) para determinar el
comportamiento de las variables, especificamente la expresion de las
proteinas Ki67 y p53 conjuntamente con la presencia de hiperplasia y displasia

epitelial de la mucosa bucal afectada por Candida.
3. Poblacion y muestra
3.1. Muestra

Las unidades de investigacion (muestra) estan conformadas por 20
muestras de tejido, con diagnostico de candidiasis atréfica cronica de paladar
duro, procesadas desde el afilo 1994 hasta el afio 2010, ambos inclusive, en la
Unidad de Investigaciones Morfopatolégicas (UNIMPA), de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Carabobo. Adicionalmente se incorporaran 3

casos de tejido de mucosa bucal sana, las cuales se obtuvieron de encia libre
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y papilar, al realizar exodoncias de terceros molares superiores. Los 3 casos
de tejido de mucosa sana se anadieron con la finalidad de someterlas a las
mismas técnicas aplicadas en los tejidos afectados por candidiasis atréfica

cronica y comparar los resultados en cada caso.

3.2. Bioética

De acuerdo con las reflexiones que en el ambito internacional han
promovido la reflexion en pro de la vida, un experimento que exponga a los
sujetos de investigacion a determinados riesgos e inconvenientes sin razén o
justificacion alguna, se convierte en un experimento inaceptable. Es por ello
necesario integrar el enfoque filosofico y cientifico, poniendo en practica los
valores éticos en beneficio del sujeto de investigacion, sea éste la especie
humana, los animales, la vegetacion o el ambiente. Todo esto dentro de un
profundo respeto a la dignidad de todos los organismos vivos y de la naturaleza
(41).

La bioética, entendida como un conjunto de orientaciones filosoficas y
metodoldgicas, guia los procesos y decisiones en las investigaciones
cientificas, sociales y humanisticas, con el proposito de alcanzar el bien. Todo
ello como resultado del debate que incorpora la diversidad y pluralidad del
pensamiento en pro del resguardo y respeto a la vida, fundamentados en
principios y normas basicas que han sido tomadas de la filosofia y de la
practica humana. La bioética es un campo interdisciplinario que en las ultimas
décadas ha presentado una expansién constante ante las contradicciones,
conflictos y dilemas que se generan en el desarrollo y la innovacién de distintas
vertientes del conocimiento y la tecnologia, al influir sobre la vida. Su inclusién
en el campo médico es una realidad que impera establecer una relacion con las
consideraciones éticas sobre el impacto de la intervencién tecnocientifica en la
vida del individuo. En este trabajo de investigacion no experimental,
transeccional, despripitivo-correlacional se cumplira con los ordinales 4 y 5 del
Capitulo | de la Norma para la investigacion biomédica en humanos del Cédigo
de Bioética y Bioseguridad del Fondo Nacional de Ciencia y Tecnologia del

Ministerio de Ciencia y Tecnologia, manteniendo en el anonimato la
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identificacion de los pacientes de los cuales provienen las muestras biologicas
ya que solo seran utilizados para fines netamente académicos. Adicionalmente
debido a que estas muestras biologicas se obtuvieron en afos anteriores se
dificulta la localizacion de estos pacientes para el cumplimiento del ordinal 8

relacionado con el consentimiento y autorizacion previa informacion (41).
4. Técnica e instrumento de recoleccion de datos

De acuerdo al enfoque cuantitativo y contexto de la investigacion la
técnica de recoleccion de datos que se utilizé fue la observacion, la cual
consiste en el registro sistematico, valido y confiable de comportamiento o
conducta (40). La misma se registr6 posterior a la aplicacion del
procedimiento especifico para cada variable a estudiar, empleando un

cuadro de registro como instrumento de recoleccion de datos.
4.1 Estudio Inmunohistoquimico:

Las técnicas de inmunohistoquimica permiten la identificacion sobre
muestras tisulares o citoldgicas, de determinantes antigénicos caracteristicos
de distintas lineas de diferenciacion y funcionalidad celular (42), por lo que se
realizaron varios cortes de 3 a 5 ym, de cada una de las 20 muestras de
biopsias con diagndstico de candidiasis atréfica y de mucosa sana. Se procedio
al desparafinado y la hidratacién, posteriormente el marcaje con solucién de
verde luz, durante 5 minutos, se lavd y se coloco en serie creciente de

alcoholes y por ultimo se procedi6 al montaje.

El estudio Inmunohistoquimico para Ki-67 y p53 se realizd utilizando la
técnica Avidina-Biotina inmunoperoxidasa, a través de la ejecucion de varios
cortes de 4 ym, se desparafind en xilol al 100% con 3 cambios de 5 minutos
cada uno y en alcohol etilico absoluto con 3 cambios de 30 segundos cada
uno. Se anadio solucién buffer fosfato (PBS) por 5 minutos. Posteriormente se
llevé a solucién de PBS-Peroxido de Hidrégeno al 3% por 10 minutos y luego
otro cambio en PBS durante 5 minutos. Para la recuperaciéon de antigenos, se
utilizé acido citrico y se llevo al microondas, para hervir durante 15 minutos, se

dejo reposar por 20 minutos, seguido de un lavado con PBS. Las muestras
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fueron incubadas por 2 horas con un anticuerpo (IgG1) monoclonal para Ki67
antihumano (clone MIB-I, DAKO). Después se realizé6 un lavado con PBS-
TWEEN por 5 segundos, seguido de la succion con aspirador. Se agrego el
complejo Avidina-Biotina y se incubo por 45 minutos a temperatura ambiente,
lavando posteriormente con PBS-TWEEN. Se agreg6é el cromégeno D.A.B.
durante 5 minutos, luego se lavé con agua corriente para contrastar con verde
luz durante 5 minutos. Para la proteina p53, se realizoé el mismo procedimiento
anterior, utilizando el anticuerpo monoclonal proteina p53 antihumana clone
DO-7 de DAKO.

Para ambos marcadores inmunohistoquimicos se realizaron controles

positivos para descartar falsos negativos.
4.2. Estudio histopatologico

Para la constatacién de la presencia de hiperplasia y displasia epitelial, se
realizaron varios cortes de 4um de cada una de las muestras de mucosa sana
y con diagnostico de candidiasis, para posteriormente realizar la tincion de
hematoxilina y eosina de Mayer. Se desparafinaron las laminas de los cortes,
se hidrataron para su posterior tefiido en una solucién de hematoxilina de
Mayer por 15 minutos. Se lavaron por 15 minutos, y se colocaron en etanol al
80% por 2 minutos. Se realiz6 el contraste con solucién de eosina-Floxina por 2
minutos. Se deshidraté y se aclar6 a través de 2 cambios de etanol a 95%,
etanol absoluto y xileno por 2 minutos cada uno. Por ultimo se realiz6 el

montaje.
4.3. Valoracion cuantitativa

La interpretacién cuantitativa de la inmunocoloracion de las pruebas
inmunohistoquimicas Ki67 y p53, se realiz6 de forma manual, observando la
cantidad de células tefiidas en un campo, expresandolas en porcentaje,
utilizando una escala de 4 niveles: menos del 10% de células tehidas se
considerara negativo, del 10% a 29% de células tefiidas se considerara

discreto indice de proliferacion, del 30% a 69% de células tehidas se

27



considerara indice proliferativo moderado y del 70% al 100% se considerara

alto indice de proliferacion (43).

Para la valoracién cuantitativa del analisis histopatolégico se tomaran en

cuenta la presencia o ausencia de hiperplasia y displasia epitelial.
4.4. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de la técnica inmunohistoquimica Ki67, se
realizaron 4 lecturas por cada lamina a 1000x, cuya actividad fue llevada a
cabo por el anatomopatdlogo. A los resultados obtenidos se le aplicd el
programa Statistical Producto and Service Solutions (SPSS) 20 para Windows,
con la finalidad de obtener la distribucion de frecuencia de cada una de las
lecturas, asi como media, mediana, moda, varianza, desviacién tipica y
coeficiente de variacion para interpretar el comportamiento individual de cada
uno de estos valores. Se realizdé el analisis de la varianza, con la finalidad de
corroborar si existe diferencia estadisticamente significativa entre las diferentes

lecturas.

Para el analisis estadistico del estudio histopatolégico se expreso la
presencia o ausencia de hiperplasia epitelial y displasia epitelial en valores

absolutos y relativos utilizando el programa sefialado anteriormente.

También se realizé la correlacion de Spearman, entre cada una de las
lecturas, con la presencia de hiperplasia y displasia, esta prueba es no

paramétrica y mide la asociacion e interdependencia entre dos variables (44).
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IV. RESULTADOS

1. ANALISIS DESCRIPTIVO

1.1. Expresion de proteina Ki-67

No se observo expresion de la proteina Ki-67 en las células de tejidos
sanos, mientras que se evidencié inmunoreactividad de la proteina en
todos los casos de candidiasis, especificamente, en el 25 % de las
muestras la inmunoreactividad fué discreta (de 10 a 29 % de células
tefidas); en el 30% la inmureactividad fué moderada (30 a 69% de
células tefidas) y en el 45% la inmureactividad result6 alta o intensa (de
70 a 100% de células tenidas); observandose la tincion en mayor

proporcion en los estratos basal y suprabasal del epitelio bucal (Tabla 1).

Tabla N° 1. Frecuencia inmunoreactividad de proteina Ki-67

Inmunoreaccién Frecuencia Porcentaje
Discreta 5 25
Moderada 6 30
Intensa 9 45

Fuente: anexo 1

1.2. Expresion de proteina p53

No se evidencié inmuno-reactividad nuclear ante la proteina p53 en las

muestras de mucosa sana Yy en los casos de candidiasis cronica.
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1.3. Presencia de Hiperplasia y displasia epitelial

Se observd que un gran porcentaje de las muestras (75%) mostro la

caracteristica de hiperplasia de los estratos basal y suprabasal del epitelio

(Tabla 2 y figura 1).

Tabla N° 2. Frecuencia de hiperplasia epitelial.

Hiperplasia Frecuencia Porcentaje
Ausente 5 25
Presente 15 75

Fuente: anexo 2

Figura 1. Distribucion de hiperplasia epitelial

B Ausente
[ Presente

Fuente: tabla 2
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También se presenté cambios de displasia leve en estratos basal y
suprabasal del epitelio en el 45% de las muestras, coincidiendo en todos los
casos con hiperplasia epitelial, es decir, 9 de las 15 muestras que presentaron

hiperplasia adicionalmente presentaron displasia (Tabla 3 y figura 2).

Tabla N° 3. Frecuencia de displasia epitelial.

Displasia Frecuencia Porcentaje
Ausente 11 55
Presente 9 45

Fuente: anexo 2

Figura 2. Distribucion de hiperplasia epitelial

|
! B Ausente
O Presente

Fuente: tabla 3
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2. ANALISIS ESTADISTICO

En relacién a las lecturas de cada muestra inmunoreactiva para
correlacionar la expresion de la proteina Ki-67 con la presencia de
displasia epitelial, se observo que en la primera lectura, el mayor numero
de muestras, que fueron 5 de las 20 muestras presenté 80% de células
inmunotenidas (Tabla 4 y figura 3); en la segunda lectura el mayor
numero fue de 5 con 75% de células inmunotefidas (Tabla 5 y figura 4);
en la tercera lectura el mayor numero de muestras fue de 4 con un 80%
de células inmunotefidas (Tabla 6 y figura 5) y en la cuarta lectura, el
mayor numero de muestras fue de 6 con 80% de células inmunotenidas
(Tabla 7 y figura 6).

Tabla N° 4. Frecuencia de lectura 1 de inmunotincion

Porcentajede | 15 20 25 50 70 75 80 85

inmunotincion

Frecuencia 1 2 2 2 4 3 5 1

Porcentaje 5 10 10 10 20 15 25 5

Fuente: anexo 1

Figura N° 3. Distribucion de lectura 1de inmunotincién

3

Frecuencia

T T T T T T T T
15,00 20,00 25,00 50,00 70,00 75,00 80,00 85,00

Porcentaje de inmunotincién
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Fuente: tabla 4

Tabla N° 5. Frecuencia de lectura 2 de inmunotincion

Porcentajede | () 25 50 55 65 70 75 80 85
inmunotincion

Frecuencia 3 2 1 1 2 1 5 3 2
Porcentaje 15 10 5 5 10 5 25 15 10

Fuente: anexo 1

Figura N° 4. Distribucion de lectura 2 de inmunotincion

Frecuencia

2

T
20,00

T
25,00

T T
5000 5500

T
65,00

T
70,00

T T
7500 80,00

Porcentaje de inmunotincién

Fuente: tabla 5
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Tabla N° 6. Frecuencia de lectura 3 de inmunotincion

Porcentajede | 2 25 55 65 70 75 80 85
inmunotincion
Frecuencia 4 1 1 1 1 3 3 6
Porcentaje 20 5 5 5 5 15 15 30

Fuente: anexo 1

Figura N° 5. Distribucion de lectura 3 de inmunotincion

Frecuencia

T T T T T T T
20,00 25,00 55,00 65,00 70,00 75,00 80,00

Porcentaje de inmunotincién

Fuente: tabla 6
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Tabla N° 7. Frecuencia de lectura 4 de inmunotincion

Porcentajede | () 25 55 65 70 75 80 85
inmunotincion
Frecuencia 4 1 1 1 1 3 3 6
Porcentaje 20 5 5 5 5 15 15 30

Fuente: anexo 1

Figura N° 6. Distribucion de lectura 4 de inmunotincion

Frecuencia

2

T T T T T T T T
20,00 25,00 50,00 55,00 65,00 70,00 75,00 80,00

Porcentaje de inmunotincién

Fuente: tabla 7
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El grado de dispersién de cada una de las variables es Moderado o Normal, de
acuerdo a las tablas 8, 9y 10 (44).

Tabla N° 8. Resumen estadistico de las variables.

LECTURAS MEDIA | MEDIANA | MODA | DESVIACION | VARIANZA RANGO COEFICIENTE
INMUNOTINCION TIPICA DE VARIACION
1 59,75 70,00 80,00 24,68 609,14 70 47,06
2 60,00 72,50 75,00 2417 584,21 65 42 67
3 60,25 70,00 80,00 24,14 582,82 65 44 87
4 59,50 70,00 80,00 24,21 586,57 60 44,32
Tabla N° 9
COEFICIENTE DE VARIACION DISPERSION
Grado de
81-100 Muy alta
61-80 Alta
41-60 Moderada o Normal
21-40 Baja
01-20 Muy baja
0 Nula

dispersion
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Tabla N°

10. Tabla de medias de las lecturas de inmunotincion

LECTURAS ] LIMITE ]
MEDIA ERROR TIPICO DE LA MEDIA LIMITE SUPERIOR
INMUNOTINCION INFERIOR
1 59,75 5,51 48,19 71,30
2 60,00 5,40 48,68 71,31
3 60,25 5,39 48,95 71,54
4 59,50 5,41 48,16 70,80

Respecto a la relacion existente entre cada una de las cuatro lecturas de
inmunotincidén con la variable displasia, se observa en las tablas 11 y 12 que la
relacion tiene un sentido directo (relacidn positiva),de tipo imperfecto (valor
diferente a 1) y un grado alto de correlacion, segun tabla 13, lo que significa
que a mayor porcentaje de células tenidas expresadas en las lecturas de Ki67

aumenta la posibilidad de presencia de displasia, y a menor porcentaje de

células tenidas menor presencia de displasia.
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Tabla N° 11. Grado de relacion entre cada lectura de inmunotincién y la
presencia de displasia.

(Correlacion de Sperman)

LECTURAS
INMUNOTINCION DISPLASIA
COEFICIENTE DE CORRELACION
(r)
1 0,630
2 0,684
3 0,605
4 0,682

Tabla N° 12. Grado de relacién entre cada lectura de inmunotincion y la
presencia de hiperplasia.

(Correlacion de Sperman)

LECTURAS
INMUNOTINCION HIPERPLASIA

COEFICIENTE DE CORRELACION
(r)
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1 0,801
2 0,680
3 0,703
4 0,797

Tabla N* 13. VALORACION DEL COEFICIENTE DE CORRELACION (44)

COEFICIENTE DE
CORRELACION () GRADO
0 Nula
0,01 - 0,20 Muy baja
0,21 -0,40 Baja
0,41 -0,60 Moderada
0,61-0,80 Alta
0,81-0,99 Muy alta
1 Perfecta

3.ICONOGRAFIA

La proteina Ki-67 no se evidencid expresion en tejidos sanos (Figura 7).

Figura 7. Mucosa sana de paladar duro. Reaccién negativa del antigeno Ki-67. 200x
En muestras de candidiasis cronica de paladar se observd inmunotincion

celular traduciendo la expresién de la proteina Ki-67 (Figura 8 y 9).
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Figura 8. Candidiasis crénica con inmunoreactividad celular de estratos basal y suprabasal del epitelio al
antigeno Ki-67. 200x

Figura 9. Candidiasis crénica con inmunoreactividad celular del estrato basal y suprabasal al antigeno
Ki-67. 1000x

No se detectd inmuno-reactividad nuclear ante la proteina p53 en las muestras

de mucosa sana (Figura 10) y en los casos de candidiasis cronica (Figura 11).

Figura 10. Mucosa sana de paladar duro con reaccién negativa para proteina p53.200x
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Figura 11. Candidiasis crénica con inmunoreactividad negativa para proteina p53. 200x

Dentro de las caracteristicas histopatolégicas de interés a relacionar con la
expresion de las proteinas en estudio, se observd que en las veinte (20)
muestras obtenidas y procesadas, se diagnosticé candidiasis oral crénica,
observandose hifas y esporas de Candida (Figura 12). En quince (15)
muestras se evidencié hiperplasia de las capas basal y espinosa del epitelio
(Figura 13 ) y en nueve (9) muestras se observo displasia leve de células del
estrato basal y espinoso (Figura 14), tal como es expresado en otras

investigaciones, caracterizando al marcador Ki-67.

Figura 12. Hifas de Candlida en estrato intermedio del epitelio.400x




Figura 13. Hiperplasia de estratos basal y suprabasal del epitelio.200x

Figura 14. Displasia de estratos basal y suprabasal del epitelio.400x
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V. DISCUSION

La inmuno-reactividad negativa de los tejidos sanos ante los marcadores
inmunohistoquimicos de proteinas Ki-67 y p53, demuestran el comportamiento
normal de las células del epitelio en cuanto a actividad proliferativa se refiere,
tal como ha sido afirmado (10). No obstante la inmunotincion nuclear de las
células del epitelio del paladar duro con candidiasis bucal crénica, ante el
antigeno de proliferacion celular Ki67, demuestra el estado de actividad
proliferativa de las células, coincidiendo con la caracteristica histoldégica de
hiperplasia y displasia. Este hecho es muy importante a considerar, debido a
que algunas investigaciones han reportado que las lesiones orales asociadas a
candidiasis, parecen ser similares a las encontradas en lesiones displasicas en
referencia a la proliferacion celular (38), y en este caso, la positividad a la
proteina Ki67 evidencié el estado proliferativo que presenta la mucosa afectada
por candidiasis, presentandose mayor proporcion en las células de los estratos

basal y suprabasal del epitelio.

Tomando en consideracion que algunos autores aseguran que la proteina
Ki-67 puede expresarse en los estratos basales del epitelio en células que se
encuentran en fases especificas del ciclo celular, lo cual indica el estado
proliferativo de esta capa epitelial (37), en este estudio no se evidencid

expresion en tejidos sanos. La capa basal del epitelio bucal es la zona donde
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en condiciones de normalidad se ubica el comportamiento proliferativo celular,
mientras que la capa suprabasal incluye la zona de maduracién celular, por lo
que la deteccidén de Ki-67en la capa suprabasal es un marcador objetivo a la
presencia de displasia epitelial (45); sin embargo, otros autores consideran
que la utilizacién de la enzima topoisomerasa 11«, es un mejor marcador en
estados previos a la presencia de displasia, ya que la corta vida media de Ki-67
impide su expresion en el total de los casos (37), aun asi, en el total de las
muestras de candidiasis cronica de paladar se observo inmunotincion celular

traduciendo la expresion de la proteina Ki-67.

No se evidencié inmuno-reactividad nuclear ante la proteina p53 en las
muestras de mucosa sana y en los casos de candidiasis cronica, tal como se
ha observado en otras investigaciones de mucosa bucal sana (46), aunque
también se ha reportado expresién de bajo indice de la proteina p53 en estrato
basal de mucosa bucal sana, y alto indice de su expresion en estratos basal y
suprabasal en lesiones inflamatorias como la hiperplasia papilar inflamatoria
asociada o no a Cdndida (47) y en candidiasis cronica hiperplasica en mucosa
labial (48). Algunos estudios han demostrado la sobreexpresion de esta
proteina codificada por un antioncogen, en lesiones como el liquen plano,
leucoplasias, candidiasis crénica hiperplasica, en las que se ha observado
diferentes grados de displasia, asi como en carcinomas de células escamosas
(10, 11, 38, 45). La inmunoreactividad en lesiones displasicas, ca in situ, y en
areas de mucosa de apariencia normal de los margenes periféricos de
carcinomas, permite sugerir que la expresion de p53 es una actividad que
vaticina la transformacion maligna de el epitelio bucal (16). A lo anteriormente
descrito, la ausencia de inmunotincion (negatividad) en las muestras de
candidiasis, a la presencia de la proteina p53, indica que esta proteina no se
encuentra alterada en estas células, por lo tanto los mecanismos de apoptosis
y supresion tumoral aportados por ella, se encuentran funcionando; es por ello
que se coincide con la importancia descrita a este marcador tumoral en

lesiones de cavidad bucal (10).
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Dentro de las caracteristicas histopatolégicas de interés a relacionar con la
expresion de las proteinas en estudio Ki-67, en las diagnosticadas con
candidiasis oral crénica, con evidencias de hiperplasia de las capas basal y
espinosa del epitelio y displasia leve de células del estrato basal y espinoso
son similares a las encontradas en otras investigaciones caracterizando al
marcador Ki-67 (45).

La expresion positiva ante Ki-67 indica el estado de proliferacion celular, y si
recordamos las fases de la carcinogénesis descritas en la bibliografia
consultada, en las cuales un estado de proliferacion activa y continua generan
hiperplasia del tejido, cuya cronicidad produce cambios en la forma y
presentacion de las células, tranformandose en displasia, y de mantenerse la
misma, puede generar una neoplasia 6 cancer alcanzando la quinta fase del
proceso (8). Este comportamiento, permitiria relacionar la candidiasis oral, con
la génesis de cancer a través de un estado proliferativo activo crénico de las
células del epitelio, afianzando la hipotesis que demostré la existencia de
diferentes biotipos de Cadndida Albicans capaces de producir nitrosamina
carcinogénica a partir del precursor N-nitrosobenzilmetilamina, al implantar
nitrosaminas dentro de las células epiteliales de ratas, desarrollandose
posteriormente al cabo de 3 semanas carcinomas, adjudicandole la posibilidad
de este microorganismo actue como factor promotor en carcinogénesis bucal
en la rata, existiendo la posibilidad de actuar de forma similar en el humano

tanto a nivel bucal como en la patogénesis del cancer de cuello uterino (48).

Las alteraciones histolégicas de hiperplasia y displasia reportadas en
investigaciones anteriores se limitaban a la candidiasis cronica hiperplasica (9,
13, 38, 49), en la investigacion se evidencié que en la mucosa bucal palatina
afectada por el hongo Candida, clasificada como candidiasis cronica, existe
un estado proliferativo de las células de los estratos basales y espinoso del
epitelio, lo cual se manifiesta con hiperplasia y alteraciones displasicas, que
aunque este ultimo se aprecie en grado leve, no habia sido reportado hasta el

presente.
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El analisis estadistico realizado con las diferentes lecturas de la
inmunotincion, presenta confiabilidad en los valores, correlacionando el
porcentaje de tincion de las células de forma particular con la presencia de
hiperplasia epitelial y displasia epitelial, evidenciando que existe una relacion
directa, es decir, ante la tincidbn o inmunoreactividad mayor probabilidad de
hiperplasia y displasia, esta es una asociacion entre el estado de proliferacion
celular y la presencia de displasia, tal como se ha manifestado en
investigaciones anteriores, afirmando que la expresion de Ki-67 y p53 en
leucoplasias orales manifiestan la inestabilidad del genoma de acuerdo a la

severidad de la displasia (17).

Cabe destacar que la permanencia del efecto del hongo Candida sobre las
células del epitelio oral, puede desencadenar cambios displasicos que
conlleven a la formacién de un proceso neoplasico. Algunos autores han
afirmado que los epitelios que desarrollan displasia con mayor incidencia son
los que estan sometidos a irritacion continua, como por ejemplo el epitelio
vaginal, bucal y bronquial este ultimo en pacientes fumadores, los cambios
displasicos se comienzan a observar a nivel de la capa basal del epitelio, en
donde las células pueden perder su orientacion normal, pueden verse muchas
mitosis en esta capa, es decir, hay un aumento de la multiplicacion celular, la
membrana basal se mantiene sin cambios y el conjuntivo suele presentar
infiltrado inflamatorio y en ocasiones fibrosis (50). Estos cambios corresponden
a displasia leve y la importancia de esta, radica en que se corresponde con una
de las primeras fases de la cancerizacion de los tejidos, es decir, es precursora
del cancer. Es de suma importancia sefalar que la asociacion entre cancer e
inflamacién en un érgano o tejido se encuentra solidamente establecida, en
efecto, se sabe que en sitios de inflamacién cronica, existe una mayor
probabilidad de que se origine un tumor y que procesos inflamatorios locales
pueden acelerar el crecimiento de tumores preexistentes en animales y seres
humanos (51). Molecularmente se ha explicado como la inflamacién crénica
aumenta el riesgo de mutacion genética produciendo la transformacién maligna

de la célula, debido a que se menciona a mediadores quimicos de los linfocitos
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T, especificamente el factor de inhibicion de la migraciéon de macrofagos (MIF),
poseeria la capacidad de suprimir la transcripcion de la proteina supresora de
tumores p53 (13); quedando en evidencia el efecto potencialmente maligno del
microorganismo Candida al ser capaz de aumentar la tasa de proliferacion
celular lo cual podria desencadenar la formacién de carcinomas si sus efectos
perduran en el tiempo, afirmando que tanto los marcadores Ki-67 y p53 poseen
la capacidad de medir la agresividad de la displasia de los carcinomas orales
(52).

VI. CONCLUSIONES

1. La inmunoreactividad nuclear de las células epiteliales de mucosa palatina

sana, con marcador inmunohistiquimicos para Ki67 fué negativa.

2. La inmunotincion nuclear de las células epiteliales de la mucosa palatina con
candidiasis crénica con el marcador para Ki67, se present6 tanto en el estrato

basal como suprabasal.

3. La inmunoreactividad nuclear de las células epiteliales, de la mucosa
palatina tanto sana como afectada por candidiasis cronica, fue negativa al

marcador inmunohistoquico para p53.

4. La mucosa bucal con candidiasis cronica, presenta a nivel epitelial, hifas y
esporas de Cdndida en los diferentes estratos, hiperplasia y displasia de los

estratos basales y suprabasal, estos ultimos no reportados por otros autores.

5. Existe una relacién directa entre la inmunotincion nuclear de la proteina Ki-
67 en las células epiteliales de la mucosa palatina con candidiasis cronica y la
presencia de displasia epitelial, es decir, a mayor inmunotincién, mayor
presencia de displasia, por lo que el odontdlogo clinico debe tener un

seguimiento continuo y oportuno de éstos casos.
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6. Existe una relaciéon directa entre la inmunotinciéon nuclear de la proteina
Ki-67 en las células epiteliales de la mucosa palatina con candidiasis crénica
y la presencia de hiperplasia epitelial, es decir, a mayor inmunotincion, mayor
presencia de hiperplasia, sefialando esto la actividad proliferativa estimulada

por el microorganismo Candida.

VIl. RECOMENDACIONES

1. Se sugiere realizar estudios con otros marcadores
inmunohistoquimicos de proliferacion celular que complementen y
ratifiquen  la condicién proliferativa de la mucosa palatina con

candidiasis cronica y en mayor cantidad de muestras.

2. Es conveniente realizar estudios ultraestructurales que complementen la
informacion obtenida de las alteraciones histopatolégicas como
hiperplasia y displasia epitelial de la mucosa bucal afectada por
Candida.

3. Complementar las investigaciones correlacionando los resultados
histolégicos con los datos clinicos, asi como el tiempo de evolucion de la
enfermedad, para determinar la influencia de la cronicidad con los

cambios observados.

4. Realizar estudios experimentales que certifiquen los efectos bioquimicos

proliferativos del microorganismo Candida en las células epiteliales.

5. Informar a los profesionales de la odontologia, que tratan este tipo de

patologia, de la importancia de la realizacion de biopsias, lo cual
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contribuye a la confirmacion del diagnéstico y al aporte de muestras de
tejidos para futuros estudios, realmente necesarios para la obtencion de

resultados concluyentes.
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MUESTRA 1 2 3 4
1 15 20 20 20
2 70 65 70 70
3 25 25 25 20

LULAR ANTE EL MARCADOR DE PROLIFERACION CELULAR Ki-67
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[ | |

: LECTURAS DE INMUNOREACTIVIDAD

6 80 75 75 75
7 50 95 95 50
8 80 85 85 80
9 75 75 75 80
10 70 70 65 70
11 80 80 80 80
12 80 75 75 75
13 25 20 25 25
14 75 75 80 75
15 50 50 55 55
16 20 20 20 20
17 70 65 65 65
18 85 85 85 80
19 75 80 80 80
20 70 75 70 70

ANEXO 2. PRESENCIA DE HIPERPLASIA Y DISPLASIA EPITELIAL
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MUESTRA HIPERPLASIA | DISPLASIA
1 - -
2 + -
3 - -
4 + +
5 - -
6 + +
7 + -
8 + +
9 + +
10 + -
11 + +
12 + +
13 - -
14 + +
15 + -
16 - -
17 + -
18 + +
19 + +
20 + -
PRESENCIA :+
AUSENCIA : -
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