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1. RESUMEN

Introduccion: El cancer oral es un problema de salud mundial. Aproximadamente
el 90% corresponde a Carcinoma Oral de Células Escamosas (COCE). Los
desordenes orales potencialmente malignos (DPM) son lesiones precursoras del
COCE con mayor potencial de malignizacion y la displasia epitelial oral en la
mayoria de los casos, es el diagndstico histopatolégico asociado a estos. Una de
las vias de sefializacion que se encuentra alterada en displasia epitelial oral es la
via Wnt/B-Catenina, la cual podria estar implicada en la progresion de la displasia
hacia el COCE por sobreexpresion de ligandos Wnt. Porcupina (PORCN) es una
O-aciltransferasa que permite el procesamiento de ligandos Wnt y es fundamental
para regular esta via, sin embargo, no existen estudios sobre su expresion en las
diferentes etapas de la carcinogénesis oral. Por lo que este estudio busca
determinar y comparar la expresion de PORCN en biopsias de pacientes con
displasia epitelial oral de bajo y de alto grado.

Metodologia: Se determiné la expresién de PORCN en 43 muestras en total; 21
displasias de bajo grado y 22 displasias de alto grado con técnica de
inmunohistoquimica. Las muestras se observaron a través de microscopio 6ptico
para determinar intensidad de PORCN y clasificar las muestras en tres grupos: baja
intensidad, mediana intensidad y fuerte intensidad. Para ver distribucion se utilizé la
prueba de Shapiro Wilk y para andlisis estadistico la prueba de Mann Whitney.
Resultados: Se observé un aumento en la intensidad de PORCN a medida que
avanzaba la progresion de la displasia. Siendo de baja a mediana intensidad en
displasias de bajo grado en comparacion a displasias de alto grado en donde la
expresion de PORCN fue de fuerte intensidad.

Conclusiones: La expresion de PORCN va aumentando a medida que progresa la
displasia epitelial oral a etapas mas severas. Esto demuestra que PORCN podria
tener un rol en la progresion de la displasia epitelial oral. PORCN al ser una enzima
gue tiene funciones especificas en el proceso de secrecion y transporte de ligandos
Wwnt se transforma en un objetivo farmacolégico selectivo y atrayente para el

tratamiento de la carcinogénesis oral en sus etapas mas tempranas.

Palabras clave: displasia epitelial oral, via Wnt/ B-catenina, Porcupina, inmunohistoquimica.



2. MARCO TEORICO

2.1 Cancer Oral

El cancer oral es una neoplasia maligna que presenta altas tasas de incidencia
(Rivera, 2015), encontrandose en el puesto nimero 13 en neoplasias malignas
mas comunes (WHO, 2023), siendo la quinceava causa de muerte a nivel
mundial (Inchingolo y cols., 2020).

El cancer oral actualmente es un problema de salud mundial que afecta a un
gran numero de la poblacion. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estimé
un namero de casos para el 2020 de 377.713 a nivel mundial, calculando una
mortalidad de 177.757 lo que corresponde al 47,06% de los casos totales, es
decir tiene una baja supervivencia (WHO, 2020), siendo la sexta causa de muerte
por cancer (Organizacion Colegial de Dentistas de Espafia, 2019).

Dentro del cancer oral, aproximadamente el 90% corresponde al Carcinoma Oral
de Células Escamosas (COCE) siendo los otros porcentajes sarcomas,
melanomas y linfomas (Rivera, 2015; Organizacion Colegial de Dentistas de
Espafa, 2019).

Se han reportado diversos factores de riesgo para el desarrollo del COCE, siendo
el principal el consumo de tabaco y alcohol seguido por factores genéticos, dieta
y nutricién, algunos virus como el Virus Papiloma Humano (tipos 16 y 18),
radiacion, etnicidad, candidiasis oral, inmunosupresion, sifilis, factores dentales,
riesgos laborales, entre otros (Rivera, 2015; Kumar y cols., 2016; Organizacion
Colegial de Dentistas de Espafa, 2019; WHO, 2023). Es mas comun en
personas sobre los 50 afios y se da mas frecuentemente en hombres que en
mujeres (Rivera, 2015; Organizacion Colegial de Dentistas de Espafia, 2019;
WHO, 2020). En cuanto a su ubicacion, la mas frecuente reportada es la lengua
(Dhanuthai y cols., 2018).

Sus tasas de supervivencia a los 5 afios son de aproximadamente del 50%
(Kumary cols., 2016; Organizacién Colegial de Dentistas de Espafia, 2019). Esto
se debe principalmente a que es detectado en estadios avanzados cuando ya
hay compromiso de los ganglios linfaticos por lo que es importante la deteccion
temprana en el prondstico de la enfermedad (Dost y cols., 2014; Organizacion
Colegial de Dentistas de Espafia, 2019; WHO, 2023).



2

Actualmente el tratamiento consiste en la reseccion quirdrgica con terapia
adyuvante post-operatoria (radioterapia y/o quimioterapia). Esta estrategia
terapéutica ha dado mejores estadisticas de supervivencia durante la Ultima
década (Montero y Patel, 2015).

La biopsia y el analisis histopatoldgico siguen siendo el Gold standard para
realizar el diagnostico definitivo del COCE (Rivera, 2015; Organizacion Colegial
de Dentistas de Espafia, 2019), permitiendo diferenciar las distintas lesiones
cancerigenas y establecer los distintos estadios en el caso de lesiones
precursoras, las cuales actualmente son el factor predictor mas seguro de COCE
(Rivera, 2015).

Una deteccién temprana mejora el pronostico del COCE, por eso es importante
conocer y pesquisar los desérdenes potencialmente malignos que al seguir
desarrollandose pueden avanzar a un cancer oral (Dost y cols., 2014; Rivera,

2015; Organizacién Colegial de Dentistas de Espafa, 2019).

2.2. Deso6rdenes Orales Potencialmente Malignos

Los desoérdenes potencialmente malignos (DPM) son lesiones precursoras del
COCE y como su nombre lo indica, tienen un mayor potencial de malignizacion
(Ganesh y cols., 2018; Mello y cols., 2018). Los DPM gque podemos encontrar en
la cavidad oral son muy diversos y su potencial de malignizacién varia segun
distintos factores ya sea externos, asi como también, propios del paciente
(Warnakulasuriya y cols., 2007; Mello y cols., 2018). Entre los DPM podemos
encontrar la leucoplasia, eritroplasia, lesiones palatinas asociadas a tabaquismo
inverso, fibrosis submucosa oral, queilitis actinica, liquen plano oral y lupus
eritematoso discoide (Warnakulasuriya y cols., 2007; Ganesh y cols., 2018).

Un meta-analisis realizado por Mello y cols., publicado el 2018 mostré una
prevalencia de los DPM del 4.47% (Mello y cols., 2018). Dentro de ellos los
considerados como mas prevalentes fueron la fibrosis submucosa oral (4,96%)
y la leucoplasia (4,11%), seguidas de la queilitis actinica con un 2.08% vy
finalmente mencionar la eritroplasia que tiene una prevalencia de solo el 0.17%,
(Mello, 2018), sin embargo, es considerada como la lesibn con mayor potencial
de malignizaciéon (Bouquot y Ephros, 1995; Warnakulasuriya y cols., 2007).
Segun Shafer y Waldron, “el 51% de las eritroplasias orales se transformaron en

COCE” (Ganesh y cols., 2018). Las tasas de malignizacion de la eritroplasia
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varian entre el 14% y 50%, apreciandose en la histologia un carcinoma invasivo
(51%), carcinoma in situ o displasia epitelial severa (40%) y displasia leve a
moderada (9%) (Reichart y Philipsen, 2005).

La leucoplasia es mas prevalente y tiene menor potencial de transformacion
maligna que la eritroplasia. Se estima que la tasa de malignizacion de la
leucoplasia varia de 0,69% a 2,03% (Petti, 2003). La OMS lo aproxima a 1-2%
(Muller, 2017). Sin embargo, una revision mas reciente, estima valores mayores
de malignizacién que varian entre 1,1% y 40,8% siendo la proporcion combinada
de 9,8% (Aguirre-Urizar, 2021). Por otro lado, la tasa de malignizacion de la
fibrosis submucosa oral es de 2-8%, (Ray y cols., 2016) y de la queilitis actinica
6-10% (Ganesh y cols., 2018).

El diagndstico de un DPM se realiza integrando las manifestaciones clinicas y el
examen histopatolégico, en el cual se pueden observar o no, areas de displasia,
lo que se da con mayor frecuencia en la eritroplasia (locca y cols., 2020).

Si se detectan signos de displasia en los cortes histolégicos, esto indicaria una
mayor probabilidad de desarrollo de COCE en el tiempo (locca y cols., 2020).

2.3. Displasia Epitelial Oral

La displasia epitelial oral es un diagndstico histopatoldgico caracterizado por una
alteracion de la arquitectura epitelial normal y atipia de las células (variaciones
en el tamafio y la forma), las cuales sufren una modificacion en su maduracion y
aumentan su actividad proliferativa (Warnakulasuriya y cols., 2008; locca y cols.,
2020). A diferencia del carcinoma, “sus alteraciones estan restringidas a la capa
epitelial superficial” (Dost y cols., 2014). También se refieren a ellas como
lesiones con mayor potencial de evolucién a cancer oral, especialmente a COCE
(Erefio Zarate, 2007; Speight, 2007).

La displasia epitelial oral esta principalmente asociada a trastornos
potencialmente malignos ya mencionados como eritroplasia y leucoplasia, pero
no es un requisito para la formacién de un carcinoma (Speight, 2007). Segun un
meta-analisis realizado por Mehannay cols., el riesgo de progresion de displasia
epitelial a COCE varia considerablemente de un 6% a 36% (Mehanna y cols.,
2009). Sin embargo, segun un estudio realizado por Dost y cols., la tasa de
transformacién maligna anual es de aproximadamente de un 1% (Dost y cols.,
2014).
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Actualmente el tratamiento de eleccion de estas lesiones es la escision
quirdrgica, no obstante, tiene un alto riesgo de recurrencia, hasta un 35%
(Mehannay cols., 2009).

La OMS (2005) clasifica la displasia epitelial oral en leve, moderada y severa
dependiendo de los estratos del epitelio afectados. En displasia leve la alteracion
arquitectonica se limita al tercio inferior del epitelio, acompafiada de una minima
atipia citologica. En displasia moderada la alteracion se extiende hasta el tercio
medio del epitelio; y en displasia severa se observan mas de dos tercios del
epitelio con alteraciones arquitectonicas con atipia celular asociada
(Warnakulasuriya y cols., 2008).

Una segunda clasificacién de la OMS (2017) categoriza las displasias en dos
grupos: displasia de bajo grado (DBG) y displasia de alto grado (DAG),
agrupando las displasias moderadas y severas en este ultimo grupo (El-Naggar
y cols., 2017).

Si bien actualmente se propone que la displasia epitelial oral es el indicador mas
probable de desarrollo de COCE (Farah y cols., 2014), algunos estudios han
revelado que la clasificacion del 2005 (leve, moderada y severa) no seria util para
predecir el riesgo de transformaciéon maligna y por lo tanto tampoco para
determinar la eleccion de un tratamiento especifico (Speight, 2007,
Warnakulasuriya y cols., 2011; Dost y cols., 2014, Aguirre-Urizar y cols., 2021).
La displasia epitelial oral es un diagndstico histopatoldgico, sin embargo, hay que
considerar la clinica y parametros moleculares para evaluar un adecuado riesgo
de malignizacion, facilitando asi la eleccion de las opciones terapéuticas (Farah
y cols., 2014). De acuerdo con esto ultimo, una de las vias de sefalizacion que
se encuentra alterada en displasia epitelial oral es la via de sefalizacion Wnt/B-
Catenina, la cual podria estar implicada en la progresion de la displasia hacia el
COCE (Clevers, 2006; MacDonald y cols., 2009).

2.4. Via de Senalizacion Wnt/B-Catenina.

La via de sefalizacion Wnt es fundamental en el desarrollo embrionario y la
homeostasis de los tejidos adultos. Esto a través de la secrecion de
glicoproteinas codificadas por los genes Wnt que estan involucradas en procesos
de proliferacién, polaridad, distribucion, apoptosis y renovacion celular (Clevers,
2006; MacDonald y cols., 2009; Willert y Nusse, 2012).
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Al verse desregulada la via Wnt, se desencadenan multiples procesos de
enfermedad, relacionados con defectos de nacimiento, canceres y otras
enfermedades degenerativas (Logan y Nusse, 2004; Clevers, 2006; MacDonald
y cols., 2009).

La sefalizacion Wnt comprende mas de una via. La mas estudiada es la via
candnica Wnt/B-catenina, pero también se han estudiado vias independientes de
B-catenina como la via de polaridad celular planar, la via dependiente de Calcio
y una via dependiente de proteinas de union GTP (Kohn y Moon, 2005; Clevers,
2006).

La via de nuestro estudio es la canonica, en donde [(-catenina actla como
mediador central, siendo ésta un co-factor transcripcional (Kohn y Moon 2005;
MacDonald y cols., 2009). La regulacién de B-catenina esta mediada por la
presencia o ausencia de ligandos Wnt. En ausencia de ligandos Wnt, -catenina
presente en el citoplasma es degradada gracias al complejo de destruccion
compuesto por la proteina de andamiaje Axina, la proteina poliposis coli
adenomatosa (APC), caseina quinasa 1 (CK1) y glucégeno sintasa quinasa 3
(GSK-3B). CK1 y GSK-33 fosforilan a B-catenina, resultando en el
reconocimiento de esta por parte de B-Trcp, una subunidad de ligasa de
ubiquitina E3, lo que resulta en la posterior ubiquitinizacion y degradacién de B-
catenina por el proteosoma (Clevers, 2006; MacDonald y cols., 2009; Reyes y
cols., 2020). Por el contrario, la uniébn de un ligando Wnt a su receptor
transmembrana Frizzled (FZ), y al co-receptor de lipoproteinas de baja densidad
5/6 (LRP5/6) activa la via Wnt/B-catenina, lo que resulta en el posterior
reclutamiento de la proteina de andamiaje Disheveled (Dvh) inhibiendo la
fosforilacion de [B-catenina por el secuestro del complejo de destruccion y
permitiendo asi que B-catenina no fosforilada se estabilice, se acumule en el
citoplasma y finalmente se transloque al nucleo para unirse al complejo de
proteina del factor de células T/factor potenciador linfoide (TCF/LEF) (Clevers,
2006; MacDonald y cols., 2009; Reyes y cols., 2020) (Figura 1), activando la
transcripcion de genes diana para Wnt implicados en la proliferacién celular,

como ciclina D1, COX-2 y survivina, entre otros (Reyes y cols., 2020).



Arrow/
LRP5/6

Arrow/
A LRP5/6 B

Frizzled Frizzled

Figura 1. Via de sefializacion Wnt canénica. Extraido de Logan, C. The
canonical Wnt signaling pathway. (2014).
(A) Via Wnt apagada, (B) Via Wnt encendida

En la actualidad se conoce la existencia de 19 ligandos Wnt en mamiferos,
proteinas con un alto componente de cisteina y un péptido N-terminal
(MacDonald y cols., 2009; Willert y Nusse, 2012). Las proteinas Wnt deben pasar
por procesos de glicosilacion y acilacion que son claves para su posterior
secrecion y activacion (Willert y Nusse, 2012). El proceso de acilacion consta en
la unidn de acidos grasos, los cuales se les afiaden a los ligandos Wnt (Willert y
cols., 2003; Takada y cols., 2006). Este proceso de acilacion es llevado a cabo
por la proteina Porcupina (PORCN) en el reticulo endoplasmatico y es
fundamental para el procesamiento y posterior secrecion del ligando Wnt
(Kadowaki y cols., 1996; Takada y cols., 2006; Willert y Nusse, 2012; Torres y
cols., 2019).

2.5 Ligandos Wnt y Porcupina

“PORCN es una O-aciltransferasa unida a membrana (MBOAT) que acila
moléculas Wnt en sitios especificos, lo que confiere actividad funcional a la

familia de proteinas Wnt” (Torres y cols., 2019). PORCN se encuentra en el
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Reticulo Endoplasmico (RE) (Hofmann, 2000; Willert y Nusse, 2012; Torres y
cols., 2019) y es parte de una familia de 16 genes conservados evolutivamente
con actividad aciltransferasa, formada por 11 dominios transmembrana
(Hofmann, 2000; Tran y Zheng, 2017; Wolf y Boutros, 2023). Los ligandos Wnt
son transportados hacia la superficie celular mediante un receptor codificado por
el gen Wntless (WL) que solo se une a Wnt si PORCN realizo la acilacion en una
serina conservada, estructura fundamental para que PORCN reconozca al
sustrato (Willert y Nusse, 2012; Liu y cols., 2022, Wolf y Boutros, 2023). Por
ejemplo, el ligando Wnt3a, necesita la acilacion en la Ser209 por PORCN para
ser posteriormente transportado a la superficie celular (Takada y cols., 2006;
Torres y cols., 2019).

El principal &cido graso que debe ser transferido por PORCN al ligando Wnt es
el palmitoleico (Takada y cols., 2006; Wolf y Boutros, 2023), este es un acido
graso monoinsaturado a diferencia del palmitico que es un &cido graso saturado.
Sin embargo, es necesario un intermediario para convertir el acido graso
saturado en monoinsaturado por lo que se ha propuesto que la proteina del RE
estearoil-CoA desaturasa (ECD), realiza este proceso obteniendo el palmitoleoil-
CoA para PORCN (Rios-Esteves y Resh, 2013; Torres y cols., 2019; Wolf y
Boutros, 2023).

Rios-Esteves y Resh demostraron que se requiere actividad de ECD para
generar un sustrato monoinsaturado para PORCN, y que PORCN lo transfiere a
Wnt3a, pero no asi acidos grasos saturados. Ademas, la inhibicion de la ECD
bloquea la secrecién de Wnt3a y la vuelve inactiva (Rios-Esteves y Resh, 2013).
Por lo tanto, la actividad de PORCN es fundamental para el procesamiento de
Wnt y la posterior union a su receptor Frizzled. (Takada y cols., 2006; Willert y
Nusse, 2012; Rios-Esteves y cols., 2014, Liu y cols., 2022).

Como se mencioné anteriormente hay 19 ligandos Wnt que desencadenan la
sefalizacion Wnt, pero PORCN es la Unica enzima que realiza la acilacion de
Wnt permitiendo su procesamiento y la posterior unién a su receptor Frizzled
(Takada y cols., 2006; Willert y Nusse, 2012; Rios-Esteves y cols., 2014; Liu y
cols., 2022).



2.6 Via Wnt/B-catenina y Carcinogénesis Oral

Como mencionamos anteriormente, la via Wnt/B-catenina cumple variadas
funciones en el organismo relacionadas con el desarrollo embrionario y
homeostasis tisular (Clevers, 2006; MacDonald y cols., 2009; Willert y Nusse,
2012). Sin embargo, cuando esta via se encuentra desregulada puede verse
involucrada en el desarrollo de distintos tipos de cancer (Iwaiy cols., 2005; Reyes
y cols., 2019; 2020), por ejemplo, cancer colorrectal (Herr y cols., 2012; Taciak y
cols., 2018), leucemia (Liu y cols., 2013), melanomas, cancer de mama (Zhany
cols., 2017) y cancer oral, entre otros (Christie y cols., 2013).

Los factores involucrados en la desregulacion de la via Wnt/B-catenina, pueden
ser: “mutaciones en el gen de [-catenina, anomalias en el complejo de
destruccion de B-catenina, mutaciones en APC, sobreexpresion de ligandos de
Whnt y pérdida de inhibicion o disminucion de la actividad de las vias reguladoras”
(Rivera, 2015).

Se ha observado en COCE y en DPM con displasia epitelial oral, una
sobreactivacion de la via Wnt/B-catenina, aunque su grado de activacion varia
dependiendo el estado de la carcinogénesis oral (Delmas y cols., 2007). Una de
las alteraciones mas comunes debido a la desregulacién de la via Wnt en
carcinogénesis oral es la translocacion de B-catenina al nucleo (Luis y cols.,
2012; Reyes y cols., 2015; 2020). Estudios en carcinogénesis oral no han
detectado mutaciones en los componentes de la via Wnt, tales como APC, -
catenina o axina (Lin y cols., 2000), y, por otra parte, ultimas investigaciones han
demostrado que la desregulacion en carcinogénesis oral se debe principalmente
a la sobreexpresion de ligandos Wnt (Reyes y cols., 2019) especificamente se
han visto altos niveles de Wnt3a en células de displasia epitelial oral (Uraguchiy
cols., 2004; Prgomet y cols., 2015; Reyes y cols., 2019). Se ha demostrado que,
en mucosa oral sana, 3-catenina se encuentra exclusivamente en la membrana
plasmatica unida a E-cadherina ayudando a conservar la arquitectura del epitelio
y restringiendo la migracién y proliferacion celular (Reyes, 2019; 2020), de forma
contraria en células de displasia epitelial oral se ha encontrado presencia nuclear
de B-catenina (ReyesYy cols., 2015; 2019). Reyes, M & cols en su estudio “mostro
un incremento paralelo y progresivo tanto en la expresion de Wnt3a como en 3-
catenina nuclear al comparar la mucosa normal con biopsias de displasia leve,

moderada y severa”. (Reyes y cols., 2019).
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Segun lo anterior, la sobreexpresion de ligandos Wnt es clave para la activacion
aberrante de la via Wnt/B-catenina, por lo tanto, se ha apuntado a la inhibicién
de PORCN para regular la via, al ser fundamental en la actividad funcional de
los ligandos Wnt, (Liu y cols., 2013; Mo y cols., 2013; Jiang y cols., 2018; Torres
y cols., 2019; Shah y cols., 2021).

2.7 Porcupinay Cancer

La desregulacion de la via Wnt esta asociada a distintos tipos de cancer (lwai y
cols., 2005; Reyes y cols., 2019; 2020). Como mencionamos anteriormente,
PORCN es una O-aciltransferasa que permite el procesamiento y secrecion de
ligandos Wnt junto con su transporte a la membrana generando asi las distintas
respuestas celulares (Takada y cols., 2006; Willert y Nusse, 2012; Rios-Esteves
y cols., 2014; Torres y cols., 2019; Shah y cols., 2021). La inhibicién de PORCN
ha sido estudiada como potencial regulador de la via Wnt y como blanco
farmacoldgico, disminuyendo la proliferacion celular de tumores provocados por
la activacion aberrante de Wnt (Liu y cols., 2013; Mo y cols., 2013; Jiang y cols.,
2018; Torres y cols., 2019; Shah y cols., 2021). En la actualidad algunos
inhibidores de PORCN estudiados son: C-59, LGK974, ETC159, IWP-2,
CGX1321 y RXCO004, siendo los mas utilizados C-59 y LGK974 este ultimo se
encuentra actualmente en fase 1 de ensayos clinicos para tumores dependientes
de Wnt (Rodon y cols., 2021; Shah y cols., 2021).

Al respecto, varios estudios recientes proporcionan evidencia de que los
inhibidores de PORCN, inhiben o retrasan el crecimiento de tumores. Proffitt y
cols., evaluaron el uso de C-59 en ratones transgénicos y cultivos celulares,
demostrando que el uso de C-59 bloquea la progresion de tumores mamarios en
ratones transgénicos y que su uso es seguro Y factible en modelos in vivo (Proffitt
y cols., 2013). Datos similares fueron reportados por Cheng y cols., cuyos
investigadores demostraron que el uso de C-59 suprimio el crecimiento de
tumores derivados de carcinoma nasofaringeo en modelo murino (Cheng y cols.,
2015). De la misma forma, se ha demostrado que el inhibidor LGK974, inhibe
potentemente la sefializacion Wnt y tiene una gran eficacia en los modelos de
tumores murinos (Warnakulasuriya y cols., 2011; Farah y cols., 2014). Liu y cols.,

estudiaron los mecanismos de inhibicion de la acilacion de Wnt mediada por
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PORCN utilizando el inhibidor LGK974 y descubrieron que éste ocupaba el sitio
de union del palmitoleoil-CoA para inhibir la reaccién (Liu y cols., 2022).

Por lo tanto, existe evidencia considerable acerca del uso de inhibidores de
PORCN, los cuales disminuyen significativamente el crecimiento de tumores
provocados por la activacion aberrante de la via Wnt (Warnakulasuriya y cols.,
2011; Proffitt y cols., 2013; Liu y cols., 2013; Mo y cols., 2013; Farah y cols.,
2014; Jiang y cols., 2018; Torres y cols., 2019; Shah y cols., 2021).

2.8 Porcupinay Cancer de Cabezay Cuello

Estudios sobre el efecto de la inhibicibn de PORCN en canceres de cabeza y
cuello son escasos (Liu y cols., 2013; Kleszcz y cols., 2019).

Un estudio realizado por Kleszcz y cols., demostré que IWP-2, un inhibidor de
PORCN que anteriormente se habria descubierto que reduce la sefializacion de
Whnt/B-catenina en células de cancer géstrico, redujo significativamente el nivel
de transcripcién de Axin2 en la mayoria de las lineas celulares analizadas y
ademas confirmaron su actividad inhibidora en lineas celulares de carcinoma oral
de lengua e hipofaringe (Kleszcz y cols., 2019). Por otra parte, Liu y cols.,
mediante estudios in vivo e in vitro con lineas celulares de carcinoma de células
escamosas de faringe, demostraron que el inhibidor LGK974 reprime la
sefalizacion de Wnt mediante la inhibicion de PORCN, reduciendo la
fosforilacion de LRP6 y la expresién de genes diana de Wnt, como AXIN2.
Ademas, demostraron la expresiéon de ligandos Wnt canénicos (Wntl, -2, -3, -
3A, -6, -7A y -9A) mediante uso de LGK974, el cual mostré un efecto inhibidor
en todos los Wnt estudiados, demostrando que las lineas celulares de carcinoma
de cabeza y cuello respondian mucho mejor al inhibidor de PORCN en
comparacion con otras lineas celulares estudiadas. En forma paralela, a través
de un modelo murino, se demostro la toxicidad y eficacia del inhibidor, donde
una dosis de 3 mg/kg por dia durante 14 dias fue inofensivo y efectivo en la
regresion del tumor, mientras que una dosis de 20mg/kg en el mismo esquema
de administracion gener6 pérdida de tejido intestinal. “Este estudio muestra una
ventana terapéutica para LGK974, promoviendo regresiones tumorales a dosis
que respetan los tejidos normales” (Liu y cols., 2013).

Pocos estudios se han realizado en carcinogénesis oral, al respecto Reyes y

cols., estudiaron células displasicas orales que poseen activacion aberrante de



11

Wnt, en donde se observo localizacion nuclear de B-catenina en conjunto a un
aumento de Wnt3a el cual fue significativamente menor tras la administracion del
inhibidor de PORCN C-59, de la misma forma disminuyeron los niveles proteicos
y de mRNA de genes blancos de Wnt tales como, Ciclina D1 y Survivina (Reyes
y cols., 2019).

Otro estudio realizado por Pefia-Oyarzun, D y cols analizaron el efecto del
inhibidor de PORCN C59 en un modelo in vitro de cancer oral inducido por
tabaco, en un modelo murino in vivo de carcinogénesis oral inducido por el
carcindgeno 4-Nitroquinoline 1-oxide y en muestras ex vivo de pacientes con
displasia epitelial oral y COCE mostrando niveles reducidos de [B-catenina
nuclear y Wnt3a tras aplicar C59, en conjunto con una disminucién del tamafio y
ndamero de lesiones tumorales en el modelo in vivo (Pefia-Oyarzun, D y cols.,
2023).

Si bien, los estudios presentados han demostrado resultados favorables en la
inhibicién de PORCN como posible diana terapéutica en canceres de cabeza y
cuello, su expresion en las distintas etapas de la carcinogénesis oral no esta
clara y quedan muchos estudios por realizar en esta materia para avanzar en el

desarrollo y acercamiento de algo seguro y aplicable a pacientes humanos.

2.9 Formulacién del Problema

La via Wnt/B-catenina cumple variadas funciones en el organismo relacionadas
con el desarrollo embrionario y homeostasis tisular. Sin embargo, cuando esta
via se encuentra desregulada puede verse involucrada en distintos tipos de
enfermedades, incluido el cancer.

PORCN es fundamental en el procesamiento y secrecion de ligandos Wnt, y
varios canceres estan relacionados a la sobreexpresion de estos ligandos. Sin
embargo, no existen estudios sobre la expresiéon de PORCN en las diferentes
etapas de la carcinogénesis oral.

Por lo tanto, en esta investigacion se quiere determinar la expresion de PORCN
en biopsias de pacientes con diagndstico de displasia epitelial oral en sus
distintas etapas, cuyos resultados podrian ayudar a dilucidar el rol de PORCN,
proponiéndolo como un blanco terapéutico que impida la progresion de la

carcinogénesis oral.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
3.1 HIPOTESIS

Existe una mayor expresion de PORCN en biopsias de pacientes con diagnostico
de displasia epitelial oral de alto grado en comparacion a biopsias de pacientes

con diagnadstico de displasia epitelial oral de bajo grado.
3.2 OBJETIVO GENERAL

Determinar y comparar la expresion de PORCN en biopsias de pacientes con
diagndstico de displasia epitelial oral de bajo grado y displasia epitelial oral de

alto grado.
3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.3.1 Determinar la expresion de PORCN en biopsias con diagndstico de

displasia epitelial oral de bajo grado.

3.3.2 Determinar la expresion de PORCN en biopsias con diagnéstico de

displasia epitelial oral de alto grado.

3.3.3 Comparar la expresiéon de PORCN en biopsias con diagndstico de displasia

epitelial oral de bajo grado y displasia epitelial oral de alto grado.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Disefo del estudio

Estudio observacional de corte transversal.

4.2 Descripciéon y obtencion de la muestra

Se utilizaron cortes de biopsias de pacientes con diagndéstico histopatologico de
displasia epitelial oral leve, moderada y severa. Estas muestras fueron obtenidas
por el Servicio de Anatomia Patologica de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile.

La busqueda de las muestras se realizé en la base de datos entre los afios 2000-
2018 ingresando los diagnésticos histopatolégicos. Se utilizé el programa
Microsoft®Access2016 utilizando las palabras claves: displasia oral leve,
displasia oral moderada, displasia oral severa y mucosa oral sana.

El nimero de ficha clinica y placa histolégica correspondiente se obtuvieron de

la misma base de datos.

Criterios de inclusion:

- Biopsias con diagnéstico histopatologico de displasia epitelial oral leve,
moderada y severa, diagnosticado por un Especialista en Patologia
bucomaxilofacial.

- Cantidad suficiente de material fijado e incluido en bloques de parafina

para realizar los andlisis de inmunohistoquimica.

Criterios de exclusion
- Muestras que tuvieran artefactos de técnica quirdrgica y/o de

procesamiento histolégico.

El tamafio de la muestra final incluyé 43 biopsias. Del total, 21 biopsias con
diagnéstico de displasia epitelial oral leve, que se clasificaron segun la
clasificacion de la OMS (2017) como displasias de bajo grado, 15 biopsias con
diagnéstico de displasia oral moderada y 7 biopsias con diagndstico de displasia
oral severa, estas Ultimas se agruparon en displasias de alto grado. Ademas, se

consideraron 5 muestras con diagndéstico de mucosa oral sana para control.
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4.3 Técnica de inmunohistoquimica para la deteccion de Porcupina.

4.3.1 Procesamiento previo

En un micrétomo rotatorio se ejecutd 1 corte de 3 ym de cada muestra
seleccionada incluida en parafina para la deteccion de Porcupina mediante un
anticuerpo anti-Porcupina. Los cortes se sometieron a un bafio de estirado a
38°C; y posteriormente fueron recogidos en portaobjetos con carga positiva y
secados a 60°C por 30 min en estufa.

4.3.2 Técnica Inmunohistoquimica.

Las muestras se desparafinaron en xilol y se rehidrataron en alcoholes
descendentes hasta llegar a agua destilada. Los cortes se sometieron en olla a
presion con buffer de citrato de sodio a pH 6 por 45 min para la recuperacion
antigénica. Finalmente fueron lavadas con buffer fosfato salino (PBS) por 5 min.
Los cortes se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente en peréxido
de hidrogeno al 3% en metanol para bloquear la actividad de la enzima
peroxidasa endodgena. Posteriormente los cortes se incubaron a temperatura
ambiente en suero de caballo por 30 min seguido de la incubacién durante toda
la noche en camara humeda a 4°C con el anticuerpo anti-PORC, Invitrogen,
(PA5-43423) en una dilucion 1:300. Finalmente, los cortes se lavaron con PBS
por 5 minutos y se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado durante 30
min a 37°C y posteriormente con el conjugado enzimético peroxidasa-
estreptavidina (Sistema Deteccion Universal Vectastain Elite Kit amplio espectro
ABC-HRP, RTU, Vector-USA, EE. UU.) por 20 min a 37°C; se visualizo la
reaccion utilizando diaminobencidina (DAB) y se contrarrestdé con hematoxilina
de Harris (Reyes y cols., 2015; 2019).

4.4 Recoleccion de resultados

Se realiz6é un recuento de aquellas células con marcaje inmunopositivo. Esto se
realizd seleccionando 5 campos no aleatorios evaluando microscopicamente
(40x) la presencia de epitelios displasicos de bajo o alto grado. Se consideré
positivo para la proteina PORCN al visualizar una tincién de color pardo/marrén
a nivel citoplasmatico. Se determindé como parametro estandar para el conteo, el

namero de células con marcaje positivo por cada 1000 células epiteliales
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displasicas de bajo y alto grado utilizando el programa Image J para el anticuerpo
anti-PORCN.

Los campos se fotografiaron con microscopio Olympus CX41, camara Olympus
LS35, utilizando el programa Micrometrics SE Premium.

La clasificacion de la expresion de PORCN, se determindé por medio de la
observacion directa al microscopio otorgando un valor numérico segun
intensidad. Se clasificé en 3 parametros, baja intensidad, mediana intensidad y
fuerte intensidad. Se utilizo la mucosa sana como control, siendo esta clasificada

como de baja intensidad (Figura 1).

5

I

U sl
Figura 1. Intensidad de PORCN
(1) Baja intensidad, (2) Mediana intensidad (3) Fuerte intensidad.

e

Microfotografias tomadas a 40x.

4.5 Anélisis estadistico

A través de la prueba de Shapiro Wilk se realiz6 un andlisis de normalidad de la
curva de los datos obtenidos. Se obtuvieron resultados no parameétricos por lo
que se utilizé la prueba de Mann-Whitney.

Los resultados se expresaron en mediana y rango intercuartil considerando un
valor de significancia p<0,05 como estadisticamente significativo para determinar

diferencias. Las pruebas estadisticas se realizaron con el software Stata 11.0.

4.6 Consideraciones Eticas

Este trabajo formo parte del Proyecto FONDECYT 11221000, el cual fue
aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Chile (ANEXO 1).
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5. RESULTADOS

Se analizaron 43 muestras correspondientes a biopsias de pacientes con
diagndstico histopatologico de displasia epitelial oral; 21 displasias leves, 15
displasias moderadas y 7 displasias severas. Se distribuyeron en 2 grupos segun
la clasificacion de la OMS 2017 en 21 displasias de bajo grado y 22 displasias
de alto grado, estas ultimas incluyen las displasias moderadas y severas.

Se presentan los resultados de la expresion de la proteina PORCN en ambos
grupos y su comparacion de acuerdo con los objetivos planteados.

5.1 Diagndésticos histopatolégicos

Se presentan a continuacion cortes histolégicos con tinciébn hematoxilina-eosina
de mucosa oral sana, displasia de bajo grado y displasias de alto grado.

La displasia epitelial oral esta caracterizada por variaciones citoldgicas y
arquitectonicas del epitelio en sus capas mas superficiales. La OMS la clasifica
en leve, moderada y severa dependiendo de los estratos del epitelio afectados.
En la displasia leve la alteracion se limita al tercio inferior del epitelio. En la
displasia moderada hasta el tercio medio y en la displasia severa se observan
mas de dos tercios del epitelio afectados sin llegar a involucrarlo por completo
(Figura 2). En el presente estudio se utilizé la clasificacién de la OMS de 2017

gue agrupa displasias moderadas y severas en displasias de alto grado.
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Figura 2. Histopatologia de mucosa oral sana, displasias leve, moderaday severa.
Tincién H-E

(MS) Mucosa Oral Sana. (DBG) Displasia de bajo grado. (DAG) Displasia de alto grado.
(DL) Displasia Leve. (DM) Displasia Moderada. (DS) Displasia Severa. (A) Mucosa oral
sana 10X (B) Mucosa oral sana 40X (C) Displasia de bajo grado (Displasia leve) 10X
(D) Displasia de bajo grado (Displasia leve) 40X (E) Displasia de alto grado (Displasia
moderada) 10X (F) Displasia de alto grado (Displasia moderada) 40X (G) Displasia de
alto grado (Displasia severa) 10X (H) Displasia de alto grado (Displasia severa) 40X.
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5.2 Presentacion clinica e histopatologica de las muestras

Las caracteristicas clinico-demogréficas de los pacientes incluidos en este
estudio se presentan en la Tabla 1. Con respecto al sexo, en ambos grupos hubo
mas casos de mujeres que de hombres, con un 52.3% de pacientes mujeres en
DBG y 59% en DAG.

La edad promedio de ambos grupos supera los 50 afios, aumentando la edad en
el grupo de displasia de alto grado donde esta supera los 60 afios.

La recopilacion de los datos de consumo de tabaco fue escasa, teniendo un 44%
del total de las muestras que no registra habito tabaquico en las respectivas
fichas clinicas, esto corresponde a 19 casos totales. En el grupo de displasias
de bajo grado, del total de los casos registrados 8 casos eran fumadores (38%)
y 2 casos no fumadores (9.5%), la otra mitad de los casos (52,5%) no estaba
registrado.

En el grupo de displasias de alto grado, la mitad de los casos eran fumadores
(50%) y 3 casos no eran fumadores (13,6%), el 36,4% no registro el dato en la
ficha clinica, sin embargo, se obtuvo aproximadamente un 15% mas de casos
donde se registra el habito tabaquico en comparacién con el grupo de displasias
de bajo grado. En ambos grupos la relacién fumador/no fumador es
aproximadamente 4:1.

La localizacion mas frecuente en ambos grupos fue la lengua con 8 casos (38%)
en el grupo de DBG y 6 casos (27%) en el grupo de DAG, lo que corresponde a
un 28% del total de los casos. Le sigue en DBG el vano desdentado (19%) y la
mucosa oral (19%) y en DAG el vano desdentado (22,7%) y piso de boca
(22,7%).

Del total de los casos, aproximadamente la mitad de las lesiones (48.8%) fueron
diagnosticadas como leucoplasia, siguiendo en segundo lugar el diagnéstico de

leucoplasia verrucosa (18.6%).



Tabla 1. Caracteristicas clinicas de las muestras clasificadas en displasias de

bajo grado y displasias de alto grado

DBG DAG

Total de casos 21 22
Sexo
Femenino 11 (52,4%) 13 (59%)
Masculino 10 (47,6%) 9 (41%)
Edad (promedio)

58.15 61.66
Fumador ]
Si 8 (38,1%) 11 (50%)
No 2 (9,5%) 3 (13,6%)
No registra 11 (53,4%) 8 (36,4%)
Localizacion
Lengua 8 (38,1%) 6 (27,3%)
Mucosa 4 (19%) 3 (13,6%)
Paladar duro 3 (14,3%) 0 (0%)
Encia 2(9,5%)| 3 (13,6%)
Piso de boca 0 (0%) 5 (22,7%)
Vano desdentado 4 (19%) 5 (22,7%)
Diagnéstico clinico
Leucoplasia 6 (28,6%)| 15 (68,2%)
Leucoplasia Verrucosa 5 (23,8%) 3 (13,6%)
Liguen Plano 2 (9,5%) 1 (4,55%)
Queratosis friccional 3 (14,3% 0 (0%)
Ulcera 2 (9,5%) 0 (0%)
Fibroma irritativo 2 (9,5%) 0 (0%)
Leucoeritroplasia 1 (4,8%) 0 (0%)
Melanosis del fumador 0 (0%) 1 (4,55%)
Fibroma de celulas gigantes 0 (0%) 1 (4,55%)
Papiloma Oral 0 (0%) 1 (4,55%)

DBG: Displasias de bajo grado. DAG: Displasias de alto grado.
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5.3 Localizacion e intensidad de Porcupina

En el 100% de las muestras se observo la expresion de PORCN, la cual
abarcaba la totalidad de los estratos epiteliales, a excepcidon de la mucosa sana
(control negativo), donde si bien el 100% de las muestras fueron positivas, la
expresion de la proteina solo se observé en los estratos basales del epitelio. La
proteina se concentré en el citoplasma en todos los casos estudiados (Figura 3).

MS
DBG — DL
— DM
DAG
— DS

Figura 3. Expresion de PORCN.

(MS) Mucosa Oral Sana. (DBG) Displasia de bajo grado. (DAG) Displasia de alto grado.
(DL) Displasia Leve. (DM) Displasia Moderada. (DS) Displasia Severa.

(A) Mucosa oral sana 10X (B) Mucosa oral sana 40X (C) Displasia de bajo grado
(Displasia leve) 10X, clasificada como 1 (D) Displasia de bajo grado (Displasia leve)
40X, clasificada como 1 (E) Displasia de alto grado (Displasia moderada) 10X,
clasificada como 2 (F) Displasia de alto grado (Displasia moderada) 40X, clasificada
como 2 (G) Displasia de alto grado (Displasia severa) 10X, clasificada como 3 (H)
Displasia de alto grado (Displasia severa) 40X, clasificada como 3.
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En cuanto a la intensidad, en el grupo de displasias de bajo grado, solo 1 muestra
(5%) mostré una fuerte intensidad de PORCN, 17 muestras (81%) mostraron una
mediana intensidad de PORCN y 3 muestras (14%) presentaron baja intensidad
de expresion de PORCN.

En el grupo de displasias de alto grado, 17 muestras (77%) mostraron una fuerte
intensad de PORCN, 5 muestras (23%) mostraron una mediana intensidad y 0
(0%) muestras una baja intensidad. Como control se utilizaron muestras de
mucosa sana cuya expresion de PORCN es de baja intensidad (Figura 3; Tabla
2)

Tabla 2. Clasificacion de displasias segun intensidad de PORCN

Indicador DBG DAG
1|Baja intensidad 3 0
2|Mediana intensidad 17 5
3|Fuerte intensidad 1 17

DBG: Displasias de bajo grado. DAG: Displasias de alto grado.

5.4 Comparaciéon de la expresion de PORCN entre las displasias de bajo
grado y alto grado

Las muestras de displasia epitelial oral de alto grado presentaron una mayor
expresion de PORCN de forma significativa en comparacion con las muestras de
displasia epitelial oral de bajo grado en donde hubo una menor expresion de
PORCN (Figura.4).
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Figura 4. Expresion de PORCN. Numero de muestras segun la intensidad de
PORCN del 1 al 3. El grafico muestra el promedio * la desviacion estandar (***
=p <0.001).
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6. DISCUSION

Una de las vias de sefalizacion que se encuentra desregulada en displasia
epitelial oral es la via de sefalizacion Wnt/B-catenina, la cual se encuentra
relacionada con multiples procesos patoldgicos de desarrollo y homeostasis, la
cual podria estar implicada en la progresion de la displasia hacia el COCE (Logan
y Nusse, 2004; Clevers, 2006; MacDonald y cols., 2009).

PORCN es una O-aciltransferasa fundamental en el procesamiento y secrecion
de ligandos Wnt (Takada y cols., 2006; Willert y Nusse, 2012; Rios-Esteves y
cols., 2014; Torres y cols., 2019; Shah y cols., 2021) y su inhibicion ha sido
estudiada en neoplasias dependientes de la secreciéon de ligandos Wnt (Liu y
cols., 2013; Mo y cols., 2013; Jiang y cols., 2018; Torres y cols., 2019; Shah y
cols., 2021). Sin embargo, no existen estudios sobre su expresion en las
diferentes etapas de la displasia epitelial oral. Por lo tanto, en esta investigacion
por primera vez se determin6 y comparo la expresion de PORCN en biopsias de

pacientes con diagnostico de displasia epitelial oral en sus distintas etapas.

Con respecto a las caracteristicas demograficas de los pacientes, en ambos
grupos hubo mas casos de mujeres que de hombres, 52.3% en DBG y 59% en
DAG. Si bien lo reportado en la literatura indica que en COCE la frecuencia es
mayor en hombres que en mujeres (Rivera, 2015; Organizacién Colegial de
Dentistas de Espafia, 2019; WHO, 2020) y que este patrén se repite en
desérdenes potencialmente malignos (Weber y cols., 2018), estudios recientes
de DPM han reportado un aumento de casos en el sexo femenino junto con un
mayor riesgo de transformacion maligna (Aguirre-Urizar y cols., 2021;
Iparraguirre y cols., 2020; Speight y cols., 2018; Warnakulasuriya y cols., 2011).
Esto puede deberse principalmente al aumento de consumo de tabaco y el
alcohol por parte del sexo femenino en los ultimos afos (Carrard y van der Waal,
2018; Iparraguirre y cols., 2020; Neville y Day, 2002). Con respecto a la edad, el
promedio en ambos grupos supera los 55 afios, lo que coincide ampliamente con
lo reportado en la literatura (Rivera, 2015; Ganesh y cols., 2018; WHO, 2020).

En relacién al habito tabaquico, en ambos grupos la relacion fumador/no fumador
fue de aproximadamente 4:1. Al respecto es sabido que el habito tabaquico en
la literatura se menciona como uno de los principales factores de riesgo para

desarrollar displasia epitelial oral y COCE (Escribano-Bermejo y Bascones-



24

Martinez, 2009; Garcia Kass y cols., 2013; Rivera, 2015; Kumar y cols., 2016;
Organizacion Colegial de Dentistas de Espafia, 2019; Iparraguirre y cols., 2020;
WHO, 2023). Sin embargo, hay que considerar que la recopilacién de los datos
de consumo de tabaco fue escasa, teniendo un 44% del total de las muestras
(19 casos) que no registré este dato en la ficha clinica. Considerando que el
habito tabaquico es el mas importante factor de riesgo de cancer, es importante
registrarlo en la ficha clinica para futuras investigaciones.

La localizacién més frecuente en ambos grupos fue en lengua con 8 casos (38%)
en el grupo de displasias de bajo grado y 6 casos (27%) en el grupo de displasias
de alto grado, lo que corresponde a un 28% del total de los casos, ademas en
displasias de alto grado se ve un 23% de casos en piso de boca, lo que se
condice con la literatura (Brouns y cols., 2022; Dhanuthai y cols., 2018; Mateo-
Sidrén Anton y Somacarrera Pérez, 2015; Neville y Day, 2002).

Del total de los casos, aproximadamente la mitad (48.8%) fue diagnosticado
como leucoplasia, siguiendo en segundo lugar el diagndstico de leucoplasia
verrucosa (18.6%). Por lo que en esta investigacion la leucoplasia es el
diagnéstico clinico mas prevalente, lo que esta respaldado por la literatura (Petti,
2003; Organizacion Colegial de Dentistas de Espafia, 2019; Chaturvedi y cols.,
2020; Escribano-Bermejo y Bascones-Martinez, 2009; Weber y cols., 2018)
Respecto a la intensidad de PORCN, se ha visto que esta proteina esta
involucrada en la secrecion y transporte a la membrana de los ligandos Wnt
(Takada y cols., 2006; Willert y Nusse, 2012; Rios-Esteves y cols., 2014; Torres
y cols., 2019; Shah y cols., 2021). Investigaciones recientes demostraron que la
desregulacion de la via Wnt/B-catenina en carcinogénesis oral se debe
principalmente a la sobreexpresion de ligandos Wnt (Reyes y cols., 2020) ya que
esto promueve la translocacién de [-catenina al nucleo, aumentando la
proliferacion celular (Clevers, 2006; MacDonald y cols., 2009; Reyes y cols.,
2020). Ademas, en células de displasia epitelial oral, se han observado
especificamente altos niveles de Wnt3a (Uraguchi y cols., 2004; Prgomet y cols.,
2015; Reyes y cols., 2020).

La presente investigacion demostrO que las muestras de pacientes con
diagnoéstico de displasia epitelial oral de alto grado presentaron una mayor
intensidad de PORCN en comparacién con las muestras de displasia epitelial
oral de bajo grado. Si bien no existen estudios donde se determine la expresiéon
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de PORCN en muestras de displasia epitelial oral, estos resultados son
concordantes con el aumento en la expresion nuclear de B-catenina en displasias
de mayor grado en conjunto con una mayor expresion de ligando Wnt3a en
displasia moderada y severa en comparacion con displasia leve y COCE (Reyes
y cols., 2015; 2019; Gofii Montenegro, 2019).

Se ha estudiado la expresion de PORCN en otros tipos de canceres. Li & cols
descubrieron altas expresiones de PORCN en tejidos de céancer de células
renales en comparacion con tejido normal y ademas una fuerte correlacion entre
PORCN y proteinas Wnt, apuntando a regular la via Wnt a través de la inhibicién
de PORCN con el inhibidor LGK974 demostrando que este inhibidor podria
inhibir la progresion del carcinoma (Li & cols, 2020). Liu & cols también
estudiaron LGK974 en modelos de cancer de mama murino induciendo regresion
tumoral. También descubrieron que las lineas celulares de COCE eran sensibles
a la inhibicion de PORCN con LGK974 en contraste con lineas celulares de
cancer de pulmén de células pequefias, linfoma/leucemia, cancer de cerebro y
de colon (Liu & cols, 2013). Por su parte, Mo & cols encontraron una
sobreexpresion de PORCN significativa en muestras de tejido y lineas celulares
de cancer gastrico humano en comparacién con tejido normal, que trataron con
el inhibidor de PORCN IWP-2 obteniendo una potencial opcién terapéutica (Mo
& cols, 2013).

Por lo anterior se ha propuesto a PORCN como un nuevo blanco farmacoldgico
en el tratamiento de distintos canceres por sobreexpresion de ligandos Wnt, ya
gue su inhibicion, bloquearia la produccién y transporte de los ligandos Wnt a la
membrana, evitando la sobreexpresion [3-catenina, su translocacion al nucleo y
la desregulacion de la via en conjunto con eventos cancerigenos (Shah y cols,
2021). Esto tiene mayor relevancia ya que que PORCN es la Unica proteina que
realiza la palmitoilacion de las proteinas Wnt (Y. Liu, y cols. 2022; Shah y cols.,
2021)

En conclusién, existe una mayor intensidad de PORCN en muestras de
displasias de alto grado en comparaciéon con displasias de bajo grado lo cual
podria estar relacionado con la progresion de la displasia epitelial oral. Estos
resultados son relevantes ya que es la primera vez que se estudia la expresion

de PORCN en biopsias de pacientes con displasia epitelial oral, proponiendo un
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rol clave de PORCN en displasia epitelial oral y asi avanzar en terapias que

apunten a PORCN como blanco farmacolégico en lesiones precancerosas.
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7. CONCLUSIONES

La expresion de la enzima O-aciltransferasa porcupina en displasia epitelial oral

era desconocida hasta ahora.

e La expresion citoplasmatica de PORCN va aumentando a medida que
progresa la displasia epitelial oral a etapas mas severas.

e PORCN tiene un importante rol en la progresion de la carcinogénesis oral y
su inhibicién podria ayudar a regular la via Wnt/3-catenina.

e PORCN al ser una enzima que tiene funciones especificas en este proceso
de secrecion y transporte de ligandos Wnt se transforma en un objetivo
farmacoldgico selectivo y atrayente para el tratamiento del cAncer oral en sus

etapas mas tem pranas.
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9. ANEXOS Y APENDICES

ANEXO 1.
|
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En la presemte comvocatoria, concurzaron 1239 provectos, de los cuales 398 (30,8 %) fueron adjudicades. 3u
provects fus revisado en el Grupo de Evaluacién de MEDICINA G1 - C5. EIOMEDICAS, donde obtave el higar 1°
2 ¥ un puntsje d= 4,625 En este Grupo concursaron 3§ propuestas, s= adjudicaron 12 {31,6%¢) v la calificacion del
altimo provecto financisdo fue de 4,100 puntos.

A contimizcion de esta carta, ze informsn las calificaciones v comentarios que recibic el provectn v adjunts un
certificade que acredita su adjudicacion. Asimizme, en el 3istema de Evaluacion en Linea, podra scceder

a) Al presupuesto aprobado para cada afio de ejecucion. Recnarde que pueds redistribuir los fondos annalmente =i lo
estima pertinente.

b} Al Informe Autorizaciones-Certificacionss donds se indica loz documsntos que debera presentar al imicio dal
proyecto, =i comesponds.

c) A comunicar =i scepta o rechazs lz adjndicacidn del provecte {botdn "Decizion de Ejecutar). Esto ultime, en un
plazo maximo de 10 dizs hibiles adminizrativos, 2 parir de 1a fecha de esta carta. 5ino le es posible realizar esta
accion  en el zistema, agradeceremo: nos  informe sn decizion 3 tave: de  Avuda ANID
(https:/‘aynda apid clho'es). Temga presenta que, de no comunicar la sceptacion en el plazo antes indicado,
perderi sus derechos en este concurso ¥ se dejara sin efecto la adjodicacion.

Fespacto al proceso de Firma de Comvenio v Transferencia de recursos, revise el instractive comespondisnte
dizponible en InstructivoFinnaConveniolniciscion2022.pdf En caso de comsultas, solicitamos realizarlas a
mravés del Centro de Avuda IRs (hreps:/fondacyt.anid Iy,

En 1z pagina web de ANID, Subdiraccion de Provectos de Imvestizacion, encontrara informacion respacto al proceso
de evalnacidn del Concurso.

Desde va reciba nuestras falicitaciones por este importants logro en su carera cientifica.

Wi

ATETANDEA VIDALES CARMONA
Subdirectora
Zubdireccion de Provactos de Investigacion
Apencia Wacional de Investizacion v Dezarrollo

Saluds stanraments 2 TTd,
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. ‘:_—‘_‘;’J _ UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
~—~~ COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

ACTA DE APROBACION DE PROYECTO

{Documento en version 3.1 corregida 17.11.2020]

Con fecha 22 de marzo de 2022, el Comité de Etica de Investigacidn en Seres Humanos de la
Facultad de Medicina, Universidad de Chile, integrado por los siguientes miembros:

Dr. Manuel Oyarzin G., Médico Neumdlogo, Profesor Titular, Presidente

Dra. Lucia Cifuentes Q., Médico Genetista, Profesor Titular, Vicepresidente Subrogante
Sra. Claudia Marshall F., Educadora, Representante de la comunidad

Dra. Gricel Orellana V., Médico Neuropsiguiatra, Profesor Asodado

Prof. Julieta Gonzdlez B., Bidloga Celular, Profesor Asodado

Dra. Maria Angelz Delucchi B., Médico Pediatra Mefrdlogo, Profesor Titular

Dr. Miguel O'Ryan G., Médico Infectdlogo, Profesor Titular

Dra. Maria Luz Bascufian R., Psicdloga PhD, Profesor Asodado

Sra. Karima Yarmuch G., Abogada, Direccidn Juridica, Facultad de Medicina

Srta. Javiera Cobo R., Nutricionista, Secretaria Ejecutiva

Prof. Verdnica Aliaga C., Kinesidloga, Magister en Bioética, Profesor Asociado

Dr. Dante Caceres L., Médico Veterinario, Doctor en Salud Piblica, Profesor Asocado

Ha revisado & Proyecto de Investigacidn titulado: "ROLE OF PORCN IN TOBACCO
SMOKE-INDUCED ORAL CARCINOGENESIS: A NOVEL THERAPEUTIC APPROACH
TO PREVENT MALIGNANT TRANSFORMATION OF ORAL KERATINOCYTES". Cuyo
investigador responsable es la Dra. Montserrat Reyes, quien desarrolla labores en el
Departamento de Patologia y Medicing Oral, Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.

El Comité revisd los siguientes documentos del estudio:

Proyecto Concursable FONDECYT de Inidadidn N=11221000
Curriculum Vitze de los investigadores
Consentimiento Informado
Carta de autorizacidn del Establecimiento:
1. Dr. Vladimir Pizarro Dizz, Director Clinica Odontoldgica, Universidad de Chile
+ Carta Compromiso del investigador

El proyecto v los documentos sefialados en el pamafo precedente han sido analizados a la luz
de los postulados de |z Declaradidn de Helsinki, de las Pautas Eticas Internacionales para la
Investigacidn Biomédica en Seres Humanos CIOMS 2016, v de las Guias de Buena Practica
Clinica de ICH 1994,
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