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Introduccion

1- Generalidades sobre cancer

En el afio 2000, el cancer de cabeza y cuello se ubico entre las 8 principales causas de muerte
a nivel mundial. Se desarrollaron aproximadamente 481.000 casos nuevos y 320.000 personas
murieron a causa de dicha enfermedad. La tasa de incidencia promedio fue de 8,8 y 5,1 cada 100 mil
y de 7,3 y 3,2 cada 100 mil la tasa de mortalidad promedio en hombres y mujeres respectivamente
[1]. El cancer bucal (CB) es uno de los diez tumores mds frecuentes a nivel mundial; seguin
Globocan 2002 [2] hubo 274.289 casos nuevos con tasas de incidencia de 5,6 y 3,2 y murieron
127.099 personas, resultando una tasa de mortalidad de 2,6 y 1,5 para el sexo masculino y femenino
respectivamente.

El CB es multifactorial, su etiopatogenia en humanos permanece ain en estudio, pero se
estima que un 80 a 90% se puede adjudicar a factores ambientales, entre ellos factores fisicos,

bioldgicos y probablemente los mds importantes, los carcinégenos quimicos [3].

1.1. Conceptos actuales sobre etiologia de las neoplasias malignas

Las células con transformacion maligna presentan una serie de caracteristicas alteradas o
diferentes con respecto a las células normales de las que provienen. Por un lado, las células
cancerosas pueden sortear las situaciones normales de muerte celular programada o apoptosis. En
condiciones experimentales se dice que obtienen la inmortalidad. Esto significa que pueden
permanecer por tiempo indeterminado en subcultivos in vitro o transplantarse de un hospedador
apropiado a otro. Logran la inmortalidad, entre otros factores, porque pierden total o parcialmente la
capacidad de madurar y las células inmaduras viven mucho mds tiempo que las maduras. Estas
células requieren de menos concentraciones séricas para su crecimiento, no necesitan fijarse a
ningln sustrato, estin menos sometidas a la inhibicion del crecimiento dependiente de la densidad, y
son capaces de saltear o evitar los limites de restriccion del ciclo celular. También en el crecimiento
tumoral in vivo las células del parénquima tumoral pueden presentar distintos grados de
diferenciacion, constituyendo los tumores Illamados ‘“diferenciados”, “‘semidiferenciados” o
“indiferenciados”. Cuando las células son tan indiferenciadas que pierden casi totalmente las
caracteristicas de las células normales de origen se los designa como anaplédsicos. En términos
generales, el grado de diferenciacion se relaciona positivamente con el grado de malignidad clinica.

En relativa correlacion con su indiferenciacion, las células transformadas expresan anormalidades
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cuali y cuantitativas en sus componentes quimicos y estructurales, entre ellos, factores de
crecimiento y el ADN nuclear.

Otra caracteristica es el crecimiento celular andrquico, ya que se pueden replicar fuera del
control de los factores de crecimiento que regulan la comunicacién intercelular normal. También
pierden la “inhibicién por contacto”, lo que explica su crecimiento en forma de masas desordenadas
de células en capas multiples, al contrario de lo que sucede en las células normales (figura 1).

Las células cancerosas destruyen los tejidos que las circundan, en el fendémeno conocido
como invasioén o infiltracion. Existen varios factores que han sido propuestos como causantes de la
invasion, tanto por separado como en combinacién, pero no hay adn una respuesta satisfactoria
acerca de cudl o cudles son los verdaderos. Los factores mds citados son la presion fisica que ejerce
el tumor sobre los tejidos adyacentes, disminucién de la adhesividad y cohesividad de las células
normales, aumento de la motilidad de dichas células, pérdida de la inhibicién por contacto y
liberacién de enzimas destructoras (tales como colagenasas, hidrolasas lisosdmicas, y activador del
plasmindgeno) por parte de las células tumorales.

Figura 1: Crecimiento celular normal y neoplésico

Ejemplo de Crecimiento Normal El Inicio del Crecimiento Canceroso

Las células
muertas se
desprenden de |a
superficie
exterior

Epidermis Migracion celular

Células con
capacidad para
dividirse,
localizadas en
Ia capa basal

Tejido subyacente

Este dltimo parece ser el factor mas adecuado para explicar la invasidn, ya que se ha
encontrado en muchos cédnceres humanos niveles de dichas enzimas mucho mayores que los de

células normales, o de tumores benignos [4]. Se puede suponer que la destruccion de tejidos

normales por la accién enzimdtica puede preparar vias para un crecimiento y locomocién

expansivos, reduciendo al mismo tiempo los contactos inhibidores.
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Las células tumorales malignas tienen la capacidad de migrar hacia otros tejidos, y una vez
instaladas en algin tejido que les ofrezca las condiciones necesarias, establecer una nueva colonia de
células, formédndose asi un nuevo tumor metastatico. Existen tres formas principales por las que un
tumor puede llegar a colonizar un tejido distante. En primer lugar, la implantacién en cavidades
corporales, cuando el cancer invade los tejidos llegando a una cavidad como puede ser, por ejemplo,
el peritoneo o la pleura: las células tumorales caen dentro de la cavidad, y se adhieren a la pared de
la misma, produciendo la formacién de otro tumor en esta nueva localizaciéon. Otra via es la
diseminacién linfatica, caracteristica principalmente de los carcinomas, pero no ausente en
sarcomas: en este caso, cuando las células tumorales encuentran un vaso linfatico migran hacia la luz
del mismo a través de las uniones entre las células endoteliales, y una vez dentro del vaso pueden
llegar hasta cualquier ubicacion irrigada por el sistema linfatico. Una tercera manera de generar
metdastasis es la via hematégena, tipica de los sarcomas pero no desconocida en los carcinomas. Es
mds comun la diseminaciéon por intermedio de las venas, y como de esta manera las células
tumorales siguen la via de drenaje venoso del 6rgano en el que estaban asentadas, es 16gico que los
organos donde mas frecuentemente se producen metdstasis en tumores que utilizan esta via, sean el
higado, al que llega todo el drenaje del sistema porta, y los pulmones, que reciben todo el drenaje de
las cavas. En los tumores que se propagan a través de las arterias, esto puede ocurrir cuando las
células tumorales pasan por el lecho capilar pulmonar o por los cortocircuitos arteriovenosos
pulmonares, o cuando las metastasis pulmonares originan émbolos tumorales [5].

El desarrollo de una metdastasis implica una compleja secuencia de acontecimientos
interdependientes: alteraciones genéticas, eventos epigenéticos y respuesta del huésped que Hart y
Fidler (1981) han concebido grificamente como una escalera, en la que cada escaldn secuencial debe
ser remontado con éxito para llegar a producir un implante secundario [6]. También influye en el
establecimiento de metdstasis la heterogenicidad celular del cancer, puesto que s6lo algunas células
cancerosas dentro de un tumor pertenecen a clones con capacidad metastasica [7].

El crecimiento progresivo de tumores y la producciéon de metdstasis depende del aporte
adecuado de sangre, favorecido por la angiogénesis, que consiste en multiples pasos secuenciales e
interdependientes que empiezan con la degradacién local de la membrana que rodea a los capilares y
es seguido por la invasion del estroma circundante por las células subyacentes del endotelio [8,9]. La

migracion de las células endoteliales estd acompafiada por la proliferacion de dichas células y su

organizacion en estructuras tridimensionales que se unen con otras estructuras semejantes para
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formar una red de nuevos vasos sanguineos [10,11].

1.2. Oncogenes y genes supresores

La instalaciéon y el desarrollo del cdncer se producen debido a la accién de agentes
cancerigenos capaces de producir un dafio al ADN, en los genes cuya funcién es regular el ciclo de
reproduccion celular. Se los descubri6 investigando la etiologia tumoral, por lo que se los denominé
genéricamente oncogenes [12]. Sus formas normales, que codifican las proteinas que controlan la
proliferaciéon celular, se llamaron protooncogenes. Las alteraciones que transforman los
protooncogenes en oncogenes dan lugar a la produccién de proteinas alteradas y/o producidas en
cantidades aumentadas, las que a su vez condicionan el rasgo mds caracteristico de la transformacion

maligna: el crecimiento descontrolado y continuo de las células tumorales (figura 2).

/ .
Divisién de @ @ Figura 2:
P <

¢élula norrmal Division celular

M normal, apoptosis
Muerte celular o apoptosis

e inicio de

Daiio celular: no se puede reparar
mutacion.

Divisién
de cell
cancerosa

Primera Segunda Tercera Cuarta mutacion o Crecimiento
mutacién mutacion mutacion Adicional(es) incontrolable

Existen varios mecanismos para la activacion de un oncogén, la que conduce a la transformacion
maligna de una célula [12]:

-una mutacion en la secuencia de nucledtidos del protooncogén que produce una proteina con
funciones alteradas;

-la amplificacion (existencia de muchas copias de un gen) de un protooncogén que aumenta
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la cantidad de proteina producida y dificulta la accion de los mecanismos regulatorios;

-una alteracién en la ubicacion en el ADN de un protooncogén (debido, por ejemplo, a una
traslocacion del fragmento de ADN que lo contiene hacia otra localizacion donde se ve sometido a
diferentes mecanismos de control), o el funcionamiento alterado de los mecanismos regulatorios
para la expresion de un oncogén (por ejemplo, la insercion de un promotor viral cerca de un
protooncogén);

-un defecto en el control post-transcripcional de la expresion del gen, que reduce la
destruccién del ARNm o la proteina normal.

En realidad, los oncogenes fueron descubiertos inicialmente en virus con capacidad de
transformar células. El primero fue el gen de una proteina con funcién de quinasa de tirosina
codificada por el virus de sarcoma de Rous, un retrovirus que induce sarcomas en aves, y fue
bautizado PP60 v-src [13], donde PP60 indica que se trata de una proteina fosforilada de 60kD de
peso molecular. La “v” identifica a los oncogenes presentes en el genoma de un virus, y mas
adelante se encontré que practicamente todos los oncogenes virales (v-onc) tenian una contraparte
casi idéntica en el genoma de células normales, por lo que a éstos se los denomina como a
oncogenes virales de los cuales son homdlogos, pero precedidos de una letra “c” (c-onc) [14].
Posteriormente, y a partir del conocimiento de que los oncogenes, en células normales, producen
proteinas que controlan eventos celulares bésicos como la diferenciacion celular y la proliferacion
celular, se hace una diferenciacion en la denominacién de los c-onc, recibiendo el nombre genérico
de protooncogenes cuando su accién se halla dentro de los pardmetros de normalidad, y c-
oncogenes, cuando producen las proteinas alteradas de las células transformadas.

Estas proteinas asociadas a transformacién celular pueden ser divididas en 7 categorias, de acuerdo a
la clasificacién enunciada por Hunter (1991) [15]:

*Clase 1: oncoproteinas similares a hormonas de crecimiento, como por ejemplo sis, int-2, hst,

de los que el primero presenta semejanzas con el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), y los otros dos con el factor de crecimiento fibrobldstico (FGF) [16, 17]. Estas proteinas
son secretadas al exterior de la célula, estimulando el crecimiento celular en forma paracrina o
autocrina.

*Clase 2: proteinas con funcion de quinasa de tirosina, como el src, abl, ros, erb-B, y otras.

Son proteinas de la superficie interna de la membrana plasmatica, que ejercen su accion sobre otras
proteinas de membrana o sobre proteinas citoplasmaticas.

*Clase 3: receptor de angiotensina sin actividad de proteina quinasa, hasta ahora se conoce un solo
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oncogén de este tipo, que es el mas, y que se halla en la membrana plasmatica.

*Clase 4: proteinas involucradas en el ciclo de guanosina trifosfato/difosfato (proteinas G), que son
los oncogenes de la familia ras (N-ras, K-ras, H-ras). Se encuentran en la cara interna de la
membrana plasmadtica, y unen GTP. Cumplen funciones en la transduccién de sefiales desde fuera de
la célula hacia adentro.

*Clase 5: proteinas citoplasmadticas con actividad serina quinasas, como el raf'y el mos. Estos tienen
que ver con los segundos mensajeros en la transduccion de sefiales.

*Clase 6: proteina del encogen crk, que es citoplasmdtica y se une a proteinas que contienen
fosfotirosina, sugiriendo un papel en la regulacion de éstas dltimas.

*Clase 7: proteinas nucleares que actian como factores de transcripcion, regulando la expresion del
ADN. Como ejemplos, myc, fos, jun, myb, erb-A, p53, etc. Estos factores nucleares pueden
representar el ultimo paso de la cascada de transduccién de sefales.

En general, es necesaria la activacion de mds de un oncogén para que una célula se
transforme, y comunmente esos varios oncogenes deben cumplir diferentes funciones. Como
ejemplo, la mutaciéon de un oncogén ras, debe estar acompafiada de la sobreexpresion del oncogén
myc para que la célula llegue a un fenotipo transformado [18]. La activacién de un oncogén es en
general dominante. Cuando se produce en un alelo se expresa en el fenotipo, pero no se conocen
formas de herencia de oncogenes.

Tan importantes como los oncogenes en la etiologia tumoral son los Ilamados
antioncogenes o genes supresores de tumor. Estos son genes cuya funcién normal es producir
proteinas que regulan en menos el ciclo celular, es decir, suprimen el crecimiento cuando éste ya no
es necesario induciendo, por ejemplo, a la diferenciacién o a la muerte por apoptosis. La mutacién o
delecion de estos genes elimina la accidn supresora normal, conduciendo a una
proliferacién continua y anémala [19]. A estos genes se los llamé antioncogenes debido a la accion
que ejercen, que es contraria a la de los oncogenes. Actualmente se considera mds correcto el
nombre de genes supresores de tumor ya que su accion no es directamente sobre el oncogén o sobre
el producto del mismo, sino que corre por otra via. Las mutaciones de los genes supresores (o las
deleciones) son en general recesivas, no se expresan en el fenotipo mientras se mantenga el alelo
sano, pero esta condiciéon aumenta un 50% el riesgo de produccion tumoral por
este mecanismo. Muchas de estas alteraciones recesivas pueden ser heredadas, con lo que se hereda

el estado de predisposicion.
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El primero de los genes supresores de tumor descubierto es el RB-1, cuya carencia provoca el
desarrollo del retinoblastoma, un tumor de la nifiez [20]. En efecto, las personas afectadas de éste
cancer demuestran tener una delecion en ambas copias del cromosoma 13, y este gen produce una
proteina de 105-110 kD que se ubica en el compartimiento nuclear de las células, y que cumple
funciones en la regulacion de la expresion génica [21,22]. Otro ejemplo caracteristico de
antioncogén que presenta funciones similares es el gen de la proteina p53, del cual primero se pensé
que era un verdadero oncogén, ya que en varios tumores se halla sobreexpresado. Pero luego se
descubri6 que esta proteina sobreexpresada era en realidad una forma mutada de la normal, y que en
muchos tumores, uno de los alelos presenta una mutacién y el del otro cromosoma no se encuentra,

por haber sido delecionado [23].

1.3. Carcinogénesis quimica

El origen quimico de las neoplasias malignas fue reconocido luego de observar la incidencia
inusual de cancer en ciertos grupos poblacionales. La capacidad de un agente quimico de causar
céncer fue posteriormente confirmada por numerosos estudios experimentales en animales. Cudnto
contribuye la exposicion a un quimico en la incidencia de cancer no fue totalmente confirmado hasta
que se llevaron a cabo estudios de base poblacionales que documentaron diferentes tasas de tipos
especificos de cdncer en poblaciones geograficamente distintas. Los cambios en la frecuencia de
cancer en grupos étnicos migratorios, las tasas altas de céncer asociadas a ocupaciones especificas y
el alto riesgo de cancer asociado al hdbito de fumar, confirman que la exposiciéon ambiental y el

estilo de vida, fueron los mayores determinantes de riesgo de cdncer en humanos [24].

El desarrollo de un tumor maligno involucra complejas interacciones entre diversos factores,
tanto exdgenos (ambientales) como enddgenos (genéticos, hormonales, etc) [25]. Los carcindgenos
quimicos tienen frecuentemente organos especificos, se dirigen a células epiteliales (target-cells) y
causan dafio genético, es decir son genotoxicos. Estdn relacionados quimicamente con el dafio al
ADN vy las consecuentes mutaciones somdticas, pueden ocurrir directamente ante la exposicion
ambiental o indirectamente por activacion de mecanismos endogenos mutagénicos (ej. 6xido nitrico

y oxirradicales [26].

El andlisis de la induccién quimica de cdncer en modelos animales y poblaciones humanas

ha tenido el mayor impacto sobre la salud. Los estudios experimentales han podido validar hipétesis
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generadas a partir de observaciones en seres humanos Los experimentos llevados a cabo en
animales confirman las propiedades carcinogénicas y de promocion del tumor del humo del tabaco e
identifican los componentes quimicos y gaseosos activos [27]. La aplicacién de estrategias de
prevencion de cancer relacionado con quimicos, en especial retinoides, antiestrogenos e inhibidores
de la casacada de acido araquidénico, es el resultado directo de los estudios llevados a cabo en
modelos de carcinogénesis quimica [28] y la reduccién de la incidencia de tumores en poblaciones

de alto riesgo.
1.3.1. Carcinégenos quimicos: caracteristicas quimicas y metabolismo

Si bien una amplia variedad de quimicos y clases quimicas (tabla 1) pueden causar cédncer
en animales y en humanos [29], el proceso es muy especifico. Los carcinégenos genotéxicos tienen
alta reactividad quimica, como los agentes alquilantes, o pueden ser metabolizados por el huésped a
intermediarios reactivos. Ellos forman uniones covalentes con macromoléculas y tienen como target
ultimo al ADN del nicleo y la mitocondria [30]. Los carcindgenos genotéxicos pueden transferir
grupos “alquilo” simples o complejos (aril) a sitios especificos de las bases de ADN [26]. Dichos
agentes alquil y arilalquilantes incluyen, aunque no se limitan a compuestos nitrogenados, epéxidos
alifaticos, aflatoxinas, hidrocarburos aromadticos policiclicos y otros productos de combustién de
minerales y vegetales. Otros residuos arilaminas transferidos al ADN son aril-aminas aromaticas y
aminas aromaticas heterociclicas; esta utltima es producida especialmente en carnes, aves o pescados
asados. La interaccion de los carcindgenos genotoxicos con el ADN no es al azar, sino que cada
agente reacciona selectivamente con purina y pirimidina [30]. En todos los casos, las mutaciones
detectadas en los tumores, representa una combinacion del efecto de cambios mutagénicos sobre la
funcion de los productos de proteinas y el efecto de la alteracion de la conducta de células huésped

especificas.
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Tabla 1: Carcindgenos quimicos en relacion a diferentes tipos de tumores.

Organo target Agente carcinégeno Industria Tipo de tumor
Pulmén Humo del tabaco, arsénico, asbestos, silica, Produccion de aluminio, bebiday Carcinoma a células
benzo[a]pireno, berilio, bis(cloro)metil éter, carbonatadas (colas), pinturas, escamosas (CCE)y
compuestos con cromo VI, alquitran e extraccion de hematite. adenocarcinoma
impermeabilizantes, compuestos de niquel,
hollin, gas mostaza.
Cavidad bucal Humo de tabaco, bebidas alcohdlicas, Fabricacion de calzados y CCE
compuestos de niquel. muebles. Produccién de isoprop
, alcohol
Esé6fago Humo de tabaco, bebidas alcohdlicas. - CCE
Sistema digestivo Alimentos salados, ahumados y encurtidos. Industria del caucho Adenocarcinoma
Colon Aminas heterociclicas y asbestos. - Adenocarcinoma
Higado Aflatoxinas, cloruro de vinilo, humo de tabaco,| - Carcinoma Hepatocelular Y
bebidas alcohdlicas Hemangiosarcoma
Rifién Humo del tabaco, fenacetina. - Cancer de células renales
Vejiga Humo del tabaco, 4-aminobifenil, bencidina, 2| - Carcinoma de células
naftilamina, fenacetina . transicionales
Prostata Cadmio — Adenocarcinoma
Piel Arsénico, benzo[a]pireno, alquitrdn, aceites Produccion de bebidas CCE y carcinoma
minerales, hollin, ciclosporina A, rayos carbonatadas (colas) Basocelular
ultravioleta.
Médula Benceno, humo del tabaco, 6xido de etileno, Industria del caucho Leucemia, Linfoma
dsea agentes antineopldsicos, ciclosporina A

1.3.2 .Modelos en animales y carcinogénesis quimica:

Virtualmente, cada forma de cancer humano

puede ser reproducida en animales de

experimentacion por exposicion a carcindgenos quimicos especificos. En muchos casos, la célula de

origen, morfogénesis, marcador fenotipico y alteraciones genéticas son cualitativamente idénticas a
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aquellas de los correspondientes tumores en humanos [31]. M4s atn, los modelos en animales han
revelado la interaccion huésped-carcindgeno entre especies mamiferas, reproduciendo cancer en
organos especificos en animales, con quimicos identificados como carcindgenos humanos, tales
como el alquitrdn para el carcinoma a células escamosas, cloruro de vinilo para el angiosarcoma
hepdtico, aflatoxina para el hepatocarcinoma, y aminas en el cidncer de vejiga. La introduccion de
ratones genéticamente modificados destinados a reproducir cénceres humanos especificos, ha
permitido la interpretacién de la contribuciéon de quimicos en la producciéon de tumores y a la
identificacién de potenciales carcindgenos exdgenos [32]. Dichos estudios han indicado que los
agentes carcindgenos pueden activar oncogenes directamente, inactivar genes supresores de tumor y
causar el cambio gendmico que estd asociado con crecimiento autbnomo, incremento en la sobrevida

y modificacién del perfil génico que es requerido por el fenotipo maligno [33].

La producciéon de modelos experimentales de carcinogénesis ha permitido identificar, en la
mayoria de ellos, una secuencia caracterizada por las siguientes etapas: iniciacion, promocion y
progresion. La fase de iniciacién es inducida por compuestos genotéxicos y resulta de eventos
mutacionales. La iniciacion ocurre en células individuales que luego se multiplican dando lugar a la
formacion de clones celulares. El crecimiento de estos clones es el proceso de promocion tumoral.
Las células dentro de los clones pueden sufrir mutaciones adicionales originando células con mayor
potencial de proliferacion. En términos clinicos se podrian ejemplificar las etapas de la
carcinogénesis como:

Periodo latente de la enfermedad: INICIACION

Lesi6n cancerizable: PROMOCION

Neoplasia benigna o Carcinoma in situ (CIS): CONVERSION
Tumor maligno: PROGRESION

La secuencia de mutacién y crecimiento selectivo de nuevos fenotipos puede repetirse
resultando en la aparicién de tumores de mayor malignidad que son caracteristicos de cada modelo
(progresion) [34].

Las sustancias promotoras no son, en su mayoria, carcinogénicas por si mismas y, en
ausencia de iniciacion, producen cambios reversibles en la proliferacion y expresion fenotipica de las
células. La aplicacién de una dosis subumbral de un carcinégeno completo, que en esta dosis actda
como iniciador, seguida por el tratamiento repetitivo con un promotor no carcinogénico induce la

formacion de tumores. Una dosis alta y ftnica de un carcinégeno como el 7,12-
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dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) es capaz de inducir tumores en piel de ratén. Si se disminuye la
dosis, se hace necesario administrar el DMBA en forma reiterada para inducir los tumores, ya que
con una unica aplicacion de una dosis subumbral no es posible obtener tumores. En cambio, si la
misma es seguida de multiples aplicaciones de algin éster de forbol, como el 12-o0-
tetradecanoylphorbol-13-acetato (TPA), se observa la apariciéon de tumores después de un corto
periodo de latencia.

El orden de los tratamientos con el iniciador y el promotor es muy importante. Si se
administran dosis repetidas del promotor previas a la iniciacion, no se desarrollan tumores.
En este modelo, un lapso de hasta un afio entre la iniciacion y la promocién provee una respuesta
tumoral similar a la observada cuando el promotor se aplica s6lo una semana después del iniciador.
A diferencia de la iniciacion, la fase de promocidn es reversible, requiriendo una cierta frecuencia de

aplica cidn, con el fin de inducir tumores [35] (figura 3).

CARCINOGENESIS:
iniciadores y promotores

1 X no tumor
2 X dvvvvbvviy tumor .
Figura 3: Modelo de
3 X VUV tumor
iniciacion y promocion,
4 BEEBEEEEEEEES no tumor

diferentes posibilidades.
************X no tumor

5
G X { i R no tumor
tiempo
X aplicacién de iniciador + aplicacion del promotor

1.3.3. Agentes iniciadores

Los agentes iniciadores actian mediante dafio al ADN. De acuerdo a su naturaleza, se los
clasifica en: fisicos, quimicos y bioldgicos.

En cuanto a los iniciadores fisicos, los absolutamente demostrados son la radiacién
ionizante y la radiacion ultravioleta. En cultivo de tejidos, es posible observar que si la dosis de

radiacion es suficiente, algunas células sufren transformacién maligna. Si la dosis es baja, las células
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iniciadas requieren de la exposicion a radiacion adicional o a carcindgenos quimicos para convertirse
en células cancerosas [36].

Respecto de los iniciadores quimicos, los hidrocarburos aromaticos policiclicos constituyen
las sustancias mejor estudiadas. En modelos de cancerizacién epitelial se ha demostrado su accién
como iniciadores tumorales, e incluso como carcinégenos completos. El modelo de carcinogénesis
en piel de ratén ha hecho posible la identificacién de una gran variedad de potenciales carcindgenos
tales como: aldehidos, carbamatos, epodxidos, haloalquiéteres, haloalquicetonas, lactosas,
nitrosamidas, sulfonatos y urea.

La iniciacién tumoral parece ser un proceso irreversible que probablemente involucre una
mutacioén somdtica en algin aspecto del control del crecimiento y/o la diferenciacion.

Se ha observado una buena correlacion entre la carcinogenicidad de muchos carcinégenos
quimicos y sus actividades mutagénicas [37]. Muchos agentes iniciadores tumorales generan o son
convertidos metabdlicamente, a reactantes electrofilicos que se unen covalentemente al DNA y otras
macromoléculas [38]. Estos carcin6genos son llamados indirectos, a diferencia de los directos, los
cuales ejercen ellos mismos su efecto, no a través de sus metabolitos.

Ademads de los efectos iniciadores de sustancias quimicas, se han descripto iniciadores

bioldgicos como virus, bacterias y hongos (ver 2.4 y 2.5).

1.3.4. Agentes Promotores

Los promotores tumorales pueden ser definidos como compuestos que muestran una
actividad carcinogénica débil o nula cuando se los utiliza en ausencia de un iniciador, pero que
inducen la formacién de tumores cuando se los aplica repetidamente después de una dosis baja o
subumbral de un iniciador [38, 39, 25]. Las sustancias promotoras, en ausencia de iniciacion,
producen generalmente, cambios reversibles en las poblaciones celulares, caracterizados por el
aumento de la proliferacion y disminucién de la diferenciacion. Habitualmente, en los modelos de
carcinogénesis experimental, se utilizan los ésteres de forbol, como el 12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA), como agentes de promocion tumoral. Las radiaciones, de acuerdo a su tipo y dosis,
también pueden actuar como promotores tumorales.

El comportamiento habitual de los promotores tumorales no es la unién covalente al DNA
como es el de los iniciadores y no son, en general, mutagénicos, pero generan un nimero importante
de cambios epigenéticos [40]. En los tejidos epiteliales, el aumento de la proliferacion induce a la

lesion hiperpldsica asociada habitualmente a reaccién inflamatoria del conectivo subyacente [41].
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Una gran diversidad de agentes quimicos actian como promotores tumorales. Tanto los
dipertenos (ésteres de forbol), como los indol alcaloides, como el benzopireno y el peréxido de
benzoilo, resultan promotores eficaces [37].

En cuanto al mecanismo de accién de los ésteres de forbol se cree que, dado que estos
compuestos se unen con gran afinidad a los fosfolipidos de membrana e incluso pueden alterar sus
propiedades fisicas, los mismos actuarian, al menos parcialmente, por induccién de cambios en la
estructura lipidica. Estos cambios favorecerian la activacién de la proteina kinasa C (PKC) [42, 43,
25]. Dada la importancia de esta proteina en el control del crecimiento normal, su activacién podria
resultar un evento critico en el proceso de carcinogénesis.

Diversos estudios que muestran que los promotores tumorales inhiben la comunicacion
intercelular proveen una clave importante para la comprension del proceso de promocién tumoral,
dado que este tipo de comunicacién juega un rol crucial en el control de la proliferacion y
diferenciacion celular [44]. Se ha observado que el TPA y otros promotores inhiben la cooperacién
metabodlica intercelular en cultivo de tejidos [45], y la formacién y el mantenimiento del
acoplamiento eléctrico de células epiteliales humanas en cultivo [46].

La alteracion en la diferenciacion parece tener un papel muy importante en la promocion y
carcinogénesis en general. Se ha observado que los promotores tumorales tienen la capacidad de
inducir, en diversos tipos celulares, una serie de caracteristicas fenotipicas semejantes a las que se
encuentran tanto en células embrionales como en células malignas.

Si bien los efectos epigenéticos son los mds conocidos, se han demostrado alteraciones
genéticas, principalmente mediadas por la produccion de radicales libres, inducidas por agentes
promotores. Algunos de ellos, como el peréxido de benzoilo, originan radicales libres
espontidneamente; mientras que otros, como los ésteres de forbol y la teleocidina, los originan
mediante sus efectos clastogénicos. En diversos modelos se han descripto mudltiples efectos de
algunos promotores tumorales, como por ejemplo: amplificaciéon génica [47], aneuploidia de
levaduras [48], interacciones sinergisticas con virus favoreciendo la transformacién celular [49],
incremento del crecimiento independiente del anclaje en lineas celulares epidérmicas de ratén [50], e
intercambio de cromatidas hermanas [51].

Los efectos epigenéticos de los promotores tumorales son reversibles y, por ende, serian
mds importantes en los estadios de la promocién, ya que éstos son reversibles durante un cierto
periodo. En cambio, los efectos genéticos serian responsables de la porcion irreversible o estadio

tardio de la promocion.
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1.3.5. Determinacion de carcinégenos quimicos para humanos y su evaluacion en estudios de

riesgo poblacionales

El objetivo de estos estudios es dilucidar la etiologia del cancer, definir riesgos en humanos
(poblacionales e individuales) e identificar métodos de prevencién mds racionales. La medicina ha
intentado determinar qué causa un cancer en los individuos. Este proceso requiere de la confeccion
de historias clinicas exhaustivas, exdmenes clinicos minuciosos e interpretacion de los datos de las
investigaciones efectuadas. Se han usado diversos modelos para identificar potenciales carcindgenos
en humanos. Extrapolar datos de cultivos celulares en animales a riesgo de cdncer en humanos tiene
limitaciones; sin embargo, la epidemiologia deberd aportar las mejores evidencias conclusivas acerca
de las causas. Existen guias de evaluacion de causalidad, disponibles para estudios de cualquier tipo

[52].
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2- Cancer bucal: Etiopatogenia

2.1. Generalidades

El excesivo consumo de tabaco y alcohol, son los factores mas relacionados y estudiados en
relacion al cancer bucal (CB) y en general a los del tracto aerodigestivo superior [53, 54, 55, 56]. La
tendencia al incremento en la incidencia en personas que no consumen ni tabaco ni alcohol [57,58],
ha llevado a los cientificos a considerar otros potenciales factores de riesgo tales como infecciones y
enfermedades de la cavidad bucal, problemas causados por prétesis [59,60], higiene oral deficiente
[54,61,55,62,63,64], mal estado dentario [65,54,61,66], trauma dentario [62], deficiencias dietarias,
bajos niveles de nutrientes, como por ejemplos carotenos [54,55] y también la posible intervencion
de algunos microorganismos como papilomavirus (HPV) [67,68,69], Herpes virus, Epstein Barr
virus [70,71,72] y Candida [73]. En la regién sur de Brasil, Uruguay y nordeste de Argentina, se
describi6 un riesgo aumentado en consumidores de mate [74,75]. Numerosos autores mencionan que
el consumo de alimentos y bebidas que contienen nitrosaminas, nitritos y nitratos aumentan el riesgo

de cancer de laringe, es6fago y boca [76,77].

2.2. Tabaco y alcohol

La ingesta de alcohol y tabaco han sido relacionados con el cancer de todo el organismo en
forma individual o juntos [78,79].

El tabaco en cualquiera de sus formas genera el mayor riesgo; se han descripto numerosos
compuestos nocivos, siendo el benzopireno uno de los més potentes carcindgenos [80]; la nicotina y
los alcaloides menores pueden aumentar a las nitrosaminas especificas del tabaco (NET). Las NET
son agentes procarcindgenos que requieren activacion metabdlica y sus formas activas reaccionan
con componentes celulares, como el ADN y la hemoglobina [81]. Dentro de ellas la
nitrosonornicotina (NNN) es una de las nitrosaminas mds importantes del tabaco y ha sido implicada
en tumores de cavidad bucal, nasal y de es6fago. Su actividad bioldgica estd relacionada a los
productos metabdlicos, producidos por enzimas intracelulares, las cuales interactian con el ADN
celular y las proteinas [82]. Otras NET son la N -nitrosoanatabina (NAT), la N -nitrosoanabasina
(NAB) y la 4-(N"-methyl-N"-nitrosoamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanona (NNK) [83]. La sinergia entre
el alcohol y el tabaco, es mds obvia en el desarrollo del cancer bucal que en cualquier otro cancer y
puede relacionarse con el hecho de que las NET son mucho més altas en la saliva cuando el tabaco

es masticado donde el contacto con la mucosa bucal es méds prolongado.
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La nicotina, si bien no es un carcindgeno, resulta citotéxica y puede actuar como co-factor
en la carcinogénesis relacionada al tabaco. Los estudios en animales sugieren que la nicotina
potencia los efectos de algunos carcindégenos en el desarrollo de carcinomas bucales [84, 85].
Ademas, los estudios efectuados in vivo muestran que la nicotina, ain en bajas concentraciones
(2%), puede causar dafio epitelial en la mucosa, haciéndola mds permeable a la accion de
carcindgenos [84].

Muchos de los consumidores de tabaco, lo son también de alcohol. Estudios
epidemioldgicos han determinado que el alcohol incrementa el riesgo y que también puede actuar de
manera independiente en el cincer bucal, aunque no estd claro su mecanismo de accién. Si bien no
hay evidencias de que el alcohol sea un carcinégeno per se, algunos de sus metabolitos, tales como
acetaldehido y superéxido, son mutagénicos y citotdxicos. Por lo tanto, el alcohol es considerado
como un co-factor en el desarrollo del cancer bucal [86].

El uso combinado del tabaco y el alcohol tiene un efecto sinérgico en la etiologia del cancer
bucal, es decir que sus efectos combinados son mucho mayores que la suma de los efectos
independientes de cada agente [87, 88]. Se han sugerido ambos efectos, locales y sistémicos pero
pareceria estar mds relacionado a los locales.

Los carcindgenos del tabaco y del alcohol pueden atravesar las capas superficiales del
epitelio y extender sus efectos; es por ello que la permeabilidad de la mucosa a dichos agentes puede
ser considerada como un factor importante en el desarrollo del cdncer bucal [89,90]. Existen estudios
epidemioldgicos [88] que muestran que el riesgo relativo de aquellos que consumen tabaco y alcohol
es mds grande en la mucosa oral, donde el tiempo de contacto es mayor que en otras dreas tales
como faringe o es6fago. Algunos llevados a cabo en EEUU [87,91] demostraron que el alto
consumo de bebida blanca (que contenga 40-50% de etanol) y de cerveza, (aproximadamente 5%)
implica mayor riesgo que el consumo de vino (cercano al 15%). Sin embargo, en Italia el vino ha
sido asociado con el mayor riesgo [92]. Tales hallazgos sugieren que algunos ingredientes de las
bebidas alcohdlicas (por ejemplo ésteres aromaticos) asi como la concentracion de etanol, deben ser
tenidos en cuenta cuando se considera el rol del alcohol en la etiologia del céancer bucal.
Presumiblemente, habria un umbral de concentracién de etanol por encima del cual se incrementa
significativamente la permeabilidad de la mucosa oral a los carcindgenos del tabaco.
Concentraciones de 25 a 30% de etanol incrementan significativamente la penetracion de NNN en la
mucosa de piso de boca, que es una de las dreas mas permeables [93, 94, 95] y por lo tanto una de

las mas susceptibles de desarrollar cdncer bucal [87, 96].
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Otro de los mecanismos seria facilitar la entrada de los carcinégenos del tabaco dentro de
las células como resultado de sus propiedades solventes y el primer producto metabdlico del alcohol
acetaldehido (figura 4), puede actuar sobre el ADN. Finalmente, ambos inducen a la persistencia del
dafio celular irreparable a través de generaciones de células. El dafio térmico y la deficiencia en
microconstituyentes especificos, podrian acelerar este proceso [79]. Asi también el consumo de
alcohol se asocia a otras conductas como el hdbito de fumar y ciertos aspectos de la dieta, ya que es
frecuente que quienes fuman y/o toman, ingieren escasas cantidades de frutas frescas y vegetales los

cuales ejercen actividad protectiva [97].

METABOLISMO HEPATICO DEL ALCOHOL

ADH . ALDH ,
Alcohol —— acetaldehido [ €= o L S P T N

CH, CH,0H CH, CHO CH, COO

Dioxido de Carbono

ADH: Mayor actividad. Microflora oral:

Bacterias bucales
en mucosa oral Candida

Acumulacién de acetaldehido en los tejidos
MUTAGENICO

ADH: Alcohol Dehidrogenasa
ALDH: Aldehido Dehidrogenasa.

Figura 4: Metabolismo hepatico del alcohol.

2.2.1. Cancerizacion de campo
La particular accién de cancerigenos como el tabaco y el alcohol que actian desde la
superficie mucosa (figura 5), produce el fendmeno conocido como “cancerizaciéon de campo’.

El concepto fue introducido por Slaugher en 1853 [98] para explicar el riesgo aumentado de
malignidad de dreas extensas de la superficie epitelial de la porcidn superior del tracto aerodigestivo.
Esta hipétesis, fundamentada en la aparicién frecuente de segundos tumores primarios o canceres
multifocales, fue luego comprobada por la demostracién de cambios moleculares en la mucosa
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bucal clinicamente sana de pacientes fumadores [99].

La busqueda de marcadores del estado de cancerizacion de campo resulta no solo de interés
bioldgico sino de aplicacion en el diagnostico precoz y en la prevencion del céncer bucal. En este
contexto, cobran importancia los marcadores que puedan ser detectados en biopsias de rutina
procesadas para diagnostico histopatologico. Entre ellos, las variaciones de las regiones
organizadoras de nucleolo evidenciadas por impregnacion argéntica (AgNORs) y cuantificadas por

andlisis de imdgenes han resultado ser marcadores muy sensibles de cancerizacién de campo [100].

Figura 5: Leucoplasia de piso de boca(a), con
sectores de carcinoma infiltrante (b) en paciente

consumidor de tabaco y alcohol.

2.3. Trauma

Ya en 1982 Greenspan y col mencionaban la asociacién de las lesiones traumadticas
cronicas con la aparicion de cdncer bucal [101]. Se da el nombre de traumatismo a las lesiones
producidas por el efecto mecdnico de un agente vulnerante en forma aguda o crénica. En relacién al
céncer bucal, actuaria como promotor en el proceso de carcinogénesis, estimulando la proliferacion
celular. Si el epitelio estd iniciado la accién del trauma (promotor) facilitaria la transformacion
maligna. La pérdida de continuidad del epitelio (figura 6), erosion, ulceracion, ulcera, facilitaria la
penetracién y accion de otros agentes carcindgenos (tabaco, alcohol, H.P.V,

etc.) [62].
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Figura 6: Ulceracién traumdtica crénica.

2.4. Hongos y virus

Diversos estudios llevados a cabo en China indicaron que algunos hongos, en especial la
candida, al infectar el epitelio esofdgico predispondria al céncer de eséfago, por un doble
mecanismo, como célula mediadora de catélisis para la elaboraciéon de bencil-metil-amina y
liberando metabolitos dcidos que bajan el pH del medio, adecudndolo para la nitrosacion [102, 103].
A su vez la infeccién por cidndida es capaz de producir alteraciones displasicas en el epitelio bucal,
lo cual sumado a su capacidad de infectar lesiones cancerizables preexistentes como el Liquen Plano
y la Leucoplasia (figuras 7 y 8) pueden agravar su prondstico [102, 104].

El virus del papiloma humano, (HPV) es altamente prevalente en la cavidad bucal, en
especial los genotipos 11,16 y 18. Se transcribe desde la forma episomal y generalmente se suprime
cuando se integra. Las proteinas E5, E6 y E7, codificadas por los HPVs de alto riesgo son
consideradas oncogénicas por sus propiedades transformadoras y estimulantes del crecimiento,
pudiendo desregular la funcién supresora de tumor, alterar la funcién de p21, p53 y Rb, provocar
defectos en apoptosis, reparacion del ADN, control del ciclo celular y eventualmente inmortalizacién
celular [105].

El virus del Herpes simple (HSV) provoca una inmunosupresion generalizada y sensibiliza

a la mucosa a otros carcindgenos, tales como las nitrosaminas presentes en el tabaco [106].
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Figura 7: Leucoplasia retrocomisural en paciente

fumador (en margen inferior derecho, aspecto

histoldgico).

Figura 8: Leucoplasia infectada por candida.

2.5. Mala higiene oral

Deeb y col. (1989) [107] encontraron en 6 pacientes con CCE bucal no consumidores de
tabaco ni de alcohol, que todos tenian gingivitis cronica. Las bacterias asociadas a las infecciones
dentales, pueden también relacionarse a otras reacciones inflamatorias y un nimero importante de
investigadores indican que la micoflora bucal juega el rol principal en la reduccién del nitrato a

nitrito [108, 109, 110], compuestos relacionados a la carcinogénesis.

Figura 9: Abundante placa bacteriana y calculo

en elementos dentarios de paciente con ulcera

carcinomatosa en encia y de piso de boca.
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Figura 10: Efectos de la infeccién
bacteriana que contribuye a la
carcinogénesis: (a) bacterias asociadas al
cdncer  provocan  una  respuesta

inflamatoria crénica (b) directamente

manipulan la biologia celular del huésped
(c) y pueden alterar la homeostasis tisular. La superposicion de dichos efectos en el contexto celular
correcto puede promover la acumulacién de defectos genéticos que resulten en la aparicion de

células malignas (amarillo) [111].

2.5. Inflamacién y cancer

La inflamacién que ocurre por episodios, pero persistentemente durante décadas, es un factor
de riesgo para diversos tipos de cancer: la colitis ulcerativa [112-114] fue relacionada con el
carcinoma (CA) de colon, el asma con el CA de pulmén [115-119], la inflamacién del epitelio del
ovario, con el CA de ovario [120,121], la cistitis eosinofilica, con el CA de vejiga [122-124], la
sarcoidosis, con el CA de pulmén, higado y piel [125], el eséfago de Barret con alto riesgo de
displasia [126] y el liquen plano ulcerativo, con el CA verrugoso [127,128].

Asi, la inflamacion persistente incrementa el riesgo de cdncer en los 6rganos involucrados
pero no en 6rganos mds distantes (figura 9 y 10). Esto ocurre debido a que como parte de la funcién
normal de defensa del huésped, los granulocitos secretan radicales libres reactivos y mediadores
electrofilicos, exponiendo inevitablemente a células préximas del epitelio y estroma, a sustancias
con potencial mutagénico in vitro [129-133]. Los granulocitos y linfocitos generan por lo menos
cuatro tipos de productos que son genotoxicos o mutagénicos: peroxido de hidrégeno (H,O»,)
oxhidrilos (OH-) [134-144], 6xido nitrico (NO) [145-153], especies reactivas lipidicas y sus
metabolitos [154-162].

El 6xido nitrico, por ejemplo actiia modificando o dafiando el ADN [145-150] alterando la

pS3 [152,144] y en la mutacién o transformacién celular [145, 146, 151]. Cuando ocurre el dafio
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gendmico, las células disminuyen su velocidad para degradar la p53 y la acumulan en el

nucleo; reparan el ADN, autorregulan su degradacién o propagan la apoptosis. Dicha respuesta
capacita a la p53 para funcionar como centinela genémico [163-166]. El dafio del gen o proteina p53
tiene graves consecuencias celulares y se estima que 40-60% de los tumores contienen una variante
alélica de la p53.

En ciertos tumores, las oncoproteinas virales (ej HPV E6) dafian el ADN por unirse
directamente a €l [167]. Las células que contienen oncoproteinas con actividad ligasa en cualquier
sitio, tienen muy bajos niveles basales y fallas en la acumulacién de p53 en respuesta a fallas
genomicas. En tales células la degradacion basal de p53 es mucho més rapida de la normal.

El dafo esporddico a p53 via redox o alquilantes puede favorecer la aparicion de células con
un fenotipo mutado [168,169] dando origen a la carcinogénesis. Esta hipdtesis integrada ofrece un
marco para investigar por qué la persistente inflamacién incrementa el riesgo de cdncer en sitios
localizados. La inflamacion bana el tejido epitelial y el conjuntivo con un exudado que contiene NO
o PGE2 el cual rdpidamente se dehidrata en PGA2 [170] y una serie de mediadores electrofilicos
tipificados como o, P aldehidos insaturados derivados de la sintesis de eicosanoides o de
peroxidacioén lipidica entre otros. De acuerdo a lo expuesto, la relaciéon entre inflamacién y cancer
puede clarificarse comprendiendo la relacion entre estructura, actividad y mecanismos que capacitan
a los mediadores de la inflamacién para dafiar la transactivacién, conformacion y fosforilacién de
p3S3 y otros factores de transcripcion redox “sensibles” involucrados en la vigilancia y reparacion
gendOmica.

Fitzpatrick FA (2001) concluye que la inflamacion persistente es un factor de riesgo para
muchos tipos de cancer. Este fendmeno relaciona la exposicion de los tejidos a la liberacion
sostenida, durante afios, de mediadores electrofilicos genotéxicos (figura 11) aumentando las

posibilidades de mutacion oncogénica [171].
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Figura 11: Modelo para la base molecular y celular de la inflamacién relacionada al riesgo de

cancer [171].
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3-Compuestos Nitrogenados

3.1. Generalidades

La cavidad bucal, es la via de entrada mds importante a todo el organismo, de sustancias
extrafas, frecuentemente peligrosas: microorganismos patégenos, irritantes quimicos, contaminantes
ambientales o aditivos alimenticios. La saliva es el primer fluido corporal que toma contacto con las
sustancias ingeridas. Como consecuencia de dicho contacto, puede ocurrir que se eliminen bacterias
o virus y/o modifiquen quimicamente compuestos carcinogénicos. La importancia de la saliva en el
mantenimiento de la buena salud bucal puede ejemplificarse por los pacientes con xerostomia
quienes frecuentemente desarrollan caries rampantes, inflamacién e infecciones en la mucosa.
Sumada a la funcién protectiva, recientes investigaciones han indicado que bajos ciertas
circunstancias, pueden ser generadas sustancias toxicas en la saliva misma; en relacién a esto, el
hecho mds relevante es la posible formacién de nitrosaminas, reconocidas como potentes
carcinégenos [172].

El nitrogeno molecular, N,, existe en gran abundancia en la atmdsfera y es un
macronutriente vital para todos los tipos de vida. Casi todos los compuestos bioldgicamente activos
con N lo contienen en forma reducida, y por lo tanto, antes de que se pueda utilizar por los
organismos, se tiene que fijar, es decir, reducir desde N, o NOj3; hasta NHj; (NH,), por los
microorganismos y plantas.

La ingesta y metabolismo de nitrato y nitrito ha adquirido interés debido a la sospecha que
la formacion de nitrito en saliva estaria involucrada en la carcinogénesis de nitrosaminas en el
ambiente dcido del estomago [173].

Como se sabe estos compuestos nitrogenados tienen una quimica compleja, ya que
intervienen en muchas reacciones, pudiendo tambien interconvertirse. Ambos son muy estables por
lo cual han sido, en especial el nitrito, los mds usados como medida de la presencia de sus
precursores y productos en saliva [174]; son altamente solubles en agua y con muy pocas

excepciones forman sales con casi todos los cationes [175].

3.2. Nitrato (NO3")
3.2.1. Origen

Los nitratos y nitritos se usan como aditivos alimenticios para preservar el color y la

textura de carnes y quesos entre otros productos [176]. Las concentraciones en el agua de bebida son
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generalmente <10mg/L en ausencia de contaminacion bacteriana [177]. Numerosos vegetales tales
como la remolacha, el rabanito, el apio, y en especial los de hoja verde como algunos tipos de
lechuga y espinaca presentan niveles altos de nitrato, los que se han ido incrementando en los
ultimos afios debido principalmente al uso de fertilizantes a base de nitrato y a que éste también es
un componente de la lluvia dcida [178]. Viinika [179] destaca el alto contenido de nitrato de carnes,
pescados, meldn, té negro y de hierbas, bebidas a base de malta y vinos.

3.2.2. Niveles normales

Las concentraciones informadas en adultos van de 200 a 600 uM pudiendo llegar 8mM
luego de una alta ingesta (por ejemplo de jugo de remolachas) [180].
3.2.3. Metabolismo (gréfico 1)

La saliva contiene nitrato (NQOj") y nitrito (NO,"). El nitrato proveniente de la sangre es
excretado via glandulas salivales a un promedio diario de aproximadamente 30 mg [108]. La

cantidad de nitrato excretada depende directamente de la cantidad de nitrato ingerida [180, 181].
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El nitrato es inicialmente absorbido en la porcion superior del tracto digestivo [182, 183]. La
absorcion es rapida: entre 1 y 3 horas posteriores a la ingestion de nitrato en alimentos o bebidas, se

observa el nivel pico en suero, saliva y orina segun diversos investigadores. [180,182, 184,185]. Una
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vez absorbido se distribuye rdpidamente a las gldndulas salivales y probablemente a otras gldndulas
exdcrinas.

El incremento en la cantidad de nitrato secretado por las glandulas salivales estd relacionado
directamente con la cantidad de nitrato ingerido, si bien existen marcadas variaciones
interindividuales y diurnas [180, 182,186, 181, 187]. En promedio, el 25% del nitrato ingerido se
excreta por saliva [187].

El transporte de nitrato a las glandulas salivales es mediado por sistemas “transportadores
activos”. Edwards y col. (1954) mostraron una inhibicién de la secrecién salival de iodo activo por
nitrato, tiocianato (SCN") y perclorato (ClO4’) . Asi, SCN’, iodo y ClO4 pueden inhibir la secrecién
de nitrato en saliva [188]. Esto puede ser relevante para los fumadores quienes tienen niveles 3 o 4
veces mds altos de SCN™ que los no fumadores [189]. Forman et al. (1985) encontraron niveles méds
bajos de nitrato en la saliva de fumadores en relacion a las de no fumadores. Los niveles de nitrato
salival fueron generalmente incrementandose con la edad [190]. Sin embargo, los mismos dependen

en gran medida del aumento en la ingesta.

3.2.4. Riesgos para la salud

En condiciones comparables a las del estomago, la generacion de nitrosaminas es
notablemente mayor comparada con la que se produce en saliva [191]. Este hecho ha asociado altos
niveles de ingesta de nitrato con la incidencia de cancer géstrico [192,193]. Sin embargo, se han
publicado resultados epidemioldgicos contradictorios [194] y es probable que no exista una
correlacion entre la ingesta total de nitrato y el cdncer gdstrico. La mayoria de los nitratos dietarios
provienen de vegetales, los cuales también son ricos en sustancias anticarcinogénicas (tales como el
acido ascorbico que inhibe las reacciones de nitrosacion) por lo tanto seria mds relevante la relacion
entre el contenido de nitrato y de vitamina C que el contenido de nitrato solo [195].

El nitrato no es carcindgeno per se, pero mientras la formacién enddgena no resulta
significativamente téxica, pueden potencialmente participar en la formacién de compuestos
nitrogenados [196].

Resulta importante distinguir entre los nitratos ingeridos con los alimentos o con el agua.
Los vegetales son la fuente predominante de nitratos en la dieta humana y existen numerosos
estudios que asocian la ingesta elevada de vegetales y la reduccion en el riesgo de diversos tipos de
céncer, particularmente de estdmago [197]. Parece ser que los potenciales efectos adversos del

nitrato son contrabalanceados por el efecto protectivo de otros constituyentes presentes en los
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vegetales tales como carotenos, vitamina C y E, 4cido f6lico, flavonoides e indoles. Forman (1991),
revisando la relacién exposicién a nitrato y céncer, llega a la conclusion de que la evidencia

epidemioldgica es metodologicamente poco consistente y no sugiere asociacion positiva [198].

3.3. Nitrito (NO3)

3.3.1. Origen ex0geno

Ademds del uso como conservantes alimenticios, también se encuentran en productos
ahumados, bebidas alcohdlicas, productos enlatados, caviar y particularmente en aquellos a base de
pescados, carnes o hierbas [199].

3.3.2. Formacién endogena

En la cavidad bucal, el nitrato es parcialmente (aproximadamente 20%) convertido a nitrito
por la microflora oral [110,180, 200]. La presencia de bacterias y hongos como Cdndida albicans,
mediante sus procesos enzimaticos y con el pH favorable en el medio, reducen los nitratos a nitritos;
dicha conversién ocurre principalmente en el tercio posterior del dorso lingual [109, 201]. La saliva
recolectada directamente de los conductos de gldndulas salivales contiene nitrato pero no nitrito. Sin
embargo, la saliva recolectada en otras localizaciones de la cavidad bucal, también contiene nitrito
[109, 110, 202]. Algunos estudios han indicado que la microflora oral juega un rol muy importante
en la reducciéon de nitrato [182, 109, 110]. Se ha demostrado que la concentracion de nitrito se
incrementa después de la incubacion de saliva a 37° C, pero no si la misma esta estéril [109]. Se han
identificado diversos microorganismos productores de nitrito en saliva humana: Veillonella sp,
Estafilococo dorado y Estafilococo epidermidis, Nocardia sp, Corinebacterium sp y un organismo
filamentoso, identificado probablemente como Fusobacterium nucleaum [110, 181]. La saliva
humana posee actividad nitrito y nitrato reductasa [203] la cual probablemente sea de origen
microbiano. El pH 6ptimo para la reduccion es 6-6.4, no habiendo actividad mas alld de pH 4 y 9

[108].

3.3.3. Niveles normales-Metabolismo

El nivel de nitrito salival es dependiente de los nitratos de la dieta, la circulacién enterosalival
de nitrato, incluyendo el flujo salival, el potencial redox y el pH en la cavidad bucal y el estomago,
asi como de la absorcion de nitrato en el intestino delgado [204].

La relacion nitrito/nitrato en saliva, después 1 a 2 hs de la ingesta de varias dosis de nitrato,

se mantiene constante en un individuo, pero difiere notablemente entre individuos [182,184].
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Stephany & Schuller, 1978 [186]; Spiegelhalder y col., 1976 [180]; Ishiwata y col., 1975
[109] encontraron que la concentracion salival de nitrito estaba directamente relacionada al nitrato
ingerido oralmente. Sin embargo, Tannenbaum y col. (1976) [181] sugieren que el proceso de
reduccion puede saturarse con altas ingestas de nitrato. La reduccion oral es la fuente mas importante
de nitrito en humanos y en la mayoria de las especies [186]. Los factores que pueden influenciar a la
flora microbiana bucal son, por ejemplo, el estado nutricional, infeccion, temperatura ambiente y
edad. Los niveles salivales de nitrito (o nitrato), no difieren significativamente entre hombres y
mujeres pero se ha visto un incremento en los niveles de ambos con la edad [190,205]. Al igual que
en relacidn a los nitratos, Forman y col., 1985 encontraron que los niveles de nitrito salival fueron
generalmente mds altos en grupos de mayor edad si bien encuentran grandes variaciones
interindividuales.

El rango de los niveles salivales de nitrito es relativamente amplio, estando los valores
normales entre 30 y 210 uM [182, 206]. Spiegelhalder y col [180] estimaron en aproximadamente
97uM el nivel promedio de nitrito salival, los cuales son mds altos en personas con mala higiene
bucal y pueden disminuirse mediante el uso de colutorios antimicrobianos [181].

Después de ingerir altas concentraciones de nitrato, por ejemplo en jugo de vegetales, los
valores de nitrito salival aumentan notablemente, aproximadamente entre 20ppm/100mg de nitrato
ingerido [180] y a una comida rica en nitrato, por ejemplo una ensalada de vegetales le sigue un pico
de concentracion de nitrito de hasta 1,77mM [191]. Dicho nivel se alcanza aproximadamente dos
horas después de la finalizacién de la ingesta y es seguido por una caida en la concentracién cercana
a los valores observados en ayunas. Sin embargo, la concentracion en saliva continua elevada por
aproximadamente 21 h. La eliminacion (clearence) de nitrato y consecuentemente la de nitrito, se
calcul6 en 12 hs [181].

La conversion de nitrato a nitrito in vivo es compleja y los aspectos cuantitativos son
dificiles de esclarecer debido a la sintesis endogena de ambos y la oxidacién a nitrato de otros
compuestos derivados del nitrégeno (ej amoniaco, hidroxilamina). Ademads, una vez que se forma el

nitrito, tiene una vida media corta, siendo rdpidamente oxidado a nitrato en la sangre.

3.3.5. Riesgos para la salud

La formacion salival de nitrito estd relacionada con la metahemoglobinemia infantil ya que
éste participa en la oxidacién de la hemoglobina (Hb), normalmante presente en la sangre, a

metahemoglobina (MetaHb). El hierro ferroso Fe** del grupo hem es oxidado a hierro férrico (Fe™*)
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y oxigeno y el nitrito se une mds firmemente a este hem oxidado [207,208]. Durante el proceso de
formacion de MetaHb, el nitrato eventualmente se genera a partir del nitrito. Asi, se inhibe el
transporte de oxigeno sanguineo a los tejidos y 6rganos. La tasa de formacion de MetaHb varia
considerablemente entre las distintas especies animales, pero a bajos niveles de exposicion a nitito,
la formacién de MetHD es reversible [209,210].

El nitrito también ha sido muy estudiado en relacién a la carcinogénesis [211,212] y es un
factor determinante muy importante en la nitrosacién géstrica pudiendo contribuir en la etiologia del
cancer de pulmoén, estébmago, eséfago, cavidad nasal, vejiga y cavidad bucal, de leucemia y linfoma
No Hodgkin [213, 214, 215]. Tienen accién mutagénica a nivel celular y actuarian sobre el gen p53,
el cual estd estrechamente relacionado con los carcinomas espinocelulares de cabeza y cuello [216,

217].

3.4. Nitrosaminas (figura 12)

Figura 12: foérmula de

O ———N N R1 nitrosaminas.
~~ R, R, y Ry=residuos
organicos.
3.4.1. Origen

El riesgo potencial de la presencia de nitritos en saliva es la reaccién con amino compuestos
nitrosables para producir N-nitroso compuestos carcinogénicos, tales como nitrosaminas [110].
Aminas, amidas y guanidinas estdn ampliamente dispersas en el ambiente, los barros de las plantas
de tratamiento de liquidos cloacales son ricos en nitrosaminas. La fuente endégena estd constituida
por la ingesta y formacién de precursores: nitrito, NOx (6xidos de nitrégeno) y nitrito a partir de
nitrato respectivamente. La exposicion exdgena involucra a productos relacionados al estilo de vida:
tabaco, cosméticos, algunos alimentos, ahumados, y bebidas, en especial la cerveza y ocupacionales:
industrias de cueros, gomas, quimica y metalirgica, mineria, produccion de pesticidas, detergentes y

fabricas de productos derivados del pescado [218].
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3.4.2. Metabolismo (figura 13)

La reaccion de nitrito con aminas secundarias depende en gran medida de su condicién
basica. Asi, la formacion de nitrosaminas con pK 5,57 (por ej piperacina) es mucho mds rdpida que
con piperidina (pK 11,2 mds bésico) bajo condiciones comparables y pH 6ptimo [219]. Sin embargo,
en experimentos in vitro en los cuales se agregaron aminas secundarias a saliva normal humana, la
tasa de formacion (nitrosacion) fue mas dependiente del largo de las cadenas alquilo de las aminas,
que de la condicién bésica de la misma [220]. Se han hecho numerosos intentos en determinar la
formacion de nitrosaminas en la saliva humana. Rao y McLennon [221] y Rao [222] demostraron
que la piperacina, que contiene grupos amino secundarios, produce N-nitrosopiperacina cuando
reacciona con nitrito en saliva humana. Usando morfolina como compuesto nitrogenado nitrosable,
Tannenbaum y col [220] observaron la formacién de N-nitrosomorfolina en saliva también a pH
neutro, si bien la acidificacion de la saliva incrementd notablemente la formacién de nitrosaminas.
Sin embargo, cuando las muestras fueron analizadas una hora después de ingerir nitrato (cuatro
veces la dosis maxima recomendada por la OMS, 50 mg NO; /L), solamente en 6 muestras de 180
salivas se encontraron nitrosaminas. Dicho experimento fue realizado a pH neutro y se sabe que en
esas condiciones se inhibe el crecimiento de muchos microorganismos que son necesarios para la
sintesis de N-nitroso compuestos. Por lo anteriormente expuesto, resulta evidente que en la saliva a
pH neutro, no hay una significativa formacién de nitrosaminas pero éstas, pueden aumentar en gran
medida si el pH baja o cuando la saliva pasa al estomago donde el pH es mas favorable para la
nitrosaciéon. En realidad, en condiciones comparables a las del estdmago, la generacion de
nitrosaminas es notablemente mayor comparada con la que se produce en saliva [191].

Los compuestos polifendlicos y el 4cido ascérbico presentes en el té chino pueden inhibir
la N-nitrosacion. Sin embargo, Leaf y col. (1987) [223] demostraron en un estudio que la inhibicién
de la N-nitrosoprolina no fue completa con 4cido ascérbico. Shi TS y col en 1994 [224], estudiaron
los efectos inhibitorios in vitro del té verde y té negro descafeinado sobre la oxidacion y metilacion
del ADN por NNK, encontrando que dicho efecto probablemente se debe a los flavonoides presentes
en dichas infusiones [225].

3.4.3. Riesgos para la salud

Existen numerosos estudios de experimentacion en animales [226,227] relacionados a la
carcinogenicidad de nitrosaminas, que pueden resumirse de la siguiente manera:
-Mis de 300 diferentes compuestos nitrogenados han sido analizados y aproximadamente el 90% de

ellos mostr6 actividad carcinogénica.
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-Tienen especificidad (de efectos carcinogénicos) en determinados Organos, llamados efectos
organotropicos, que estan relacionados a la estructura quimica del compuesto respectivo, ademds de
la especie animal usada, el modo de aplicacidn, dosis y duracion de la exposicion.
-Sitios predominantes: cerebro y sistema nervioso central, cavidad bucal, es6fago, estdmago,
intestino, traquea, pulmon, higado, rifidén, vejiga, pancreas, sistema hematopoyético, corazén y piel.
-Los N-nitroso compuestos son carcindgenos activos en 39 especies animales diferentes.
-La dosis necesaria para inducir el tumor es muy baja (1mg/kg de peso corporal).

Existe también la evidencia desde la epidemiologia que los N-nitroso compuestos inducen
cancer en humanos [228, 229], lo cual es previsible a partir de los datos provenientes de estudios en
animales, pero salvo en situaciones de exposicion muy especificas, es dificil arribar a conclusiones

definitivas y se requiere de mayor profundizacion en el tema.

Figura 13: Esquema propuesto para la formacién de nitrosaminas en saliva y/o estomago [212].
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3.5. OxidoNitrico (NO)

Oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS)

El 6xido nitrico (NO) es una especie inestable que estd compuesto por un dtomo de N y uno

de O y facilmente se transforma en nitrito (NO;) o nitrato (NOj3") en tejidos infectados o inflamados,
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pudiendo contribuir al proceso de carcinogénesis a través de la generacion de nitrosaminas. A pesar
de su pequefio tamafio, estd involucrado en un amplio repertorio de acciones bioldgicas, muchas de
las cuales aun no estdn completamente entendidas. La molécula, pasa a través de la membrana
celular e influye a enzimas y proteinas en el citoplasma y nicleo.

El NO forma un radical libre altamente reactivo con un electron desapareado que actia en
la defensa del huésped contra una variedad de patogenos [230] y ademads activa sistemas que regulan
la transcripcion de proteinas proinflamatorias tales como las citoquinas [231]. Dicha molécula es
sintetizada por la 6xido nitrico sintetasa (ONS) usando l-arginina y oxigeno como
sustrato. Existen tres isoformas de ONS que se transcriben a partir de tres genes separados y
requieren de cofactores para activarse. Cada monémero contiene un sitio con dominio reductasa
y oxigenasa. La calmodulina, el NADF (nicotinamida adenina dinucleétido fosfato), el FAD (flavina
adenina dinucleétido) y flavina mononucléotido (FMN) son los factores que se requieren para el
dominio reductasa (figura 14) Los electrones a partir de este sitio son transferidos al dominio
oxigenasa del monomero adyacente; alli la tetrahidrobiopterina actia como cofactor (BH,), donde es
catalizada la reaccién entre O, y la l-arginina, dando como resultado la formacion de NO y citrulina
[232].

Dos isoformas (endotelial o0 eNOS y neuronal o nNOS) son constitutivamente expresadas y
son dependientes de la concentracion de calcio y calmodulina. En el sistema vascular, el NO
producido por eNOS es un potente vasodilatador y regulador del tono vascular en respuesta al estrés.
Un tercer gen (NOS2), produce una isoforma inducible iNOS que es primariamente expresada en
células inmunes, en especial en macréfagos y células derivadas de ellos. La iNOS es expresada en
respuesta a estimulos inflamatorios que estdn bien caracterizados en células murinas. Entre dichos
estimulos se cuentan citoquinas, lipopolisacéridos, interleuquina-6(IL6), interferén-y, IL1P y factor
de necrosis tumoral-o. (FNT-at), ademds de algunas drogas como el taxol y cisplatino[233]. También
se expresan constantemente a lo largo del epitelio de las vias respiratorias, en la capa de
queratinocitos basales de la piel normal [232] (defensa contra patégenos) y en conductos salivales
normales [234] donde su rol se desconoce.

En tejidos normales se expresa fuertemente en miocitos, miisculo esquelético y células
purkinje [235]. La iNOS produce mayores cantidades de NO que las isoformas expresadas
constitutivamente. En ambientes con baja cantidad de arginina, la iNOS no puede transferir
nitrégeno al oxigeno molecular y los electrones se combinan con oxigeno para producir Oy

(superoxido) [236].
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NADF NADF* + H+

Figura 14: Sintesis de NO a partir de

arginina, mediante iNOS y cofactores.

FAD y FMN

Reductasa

O xisenasa

Arginina + O, Citrulina + ON

El NO combinado con O, forma peroxinitrito (ONOO-), una molécula mds reactiva y
toxica que el NO por si mismo. El NO tiene el potencial de inducir efectos fisioldgicos y patoldgicos
segun el ambiente circundante (figura 15). Después de ser sintetizado por la iNOS, eNOS o nNOS,
el NO difunde libremente a través de la membrana, formando un gradiente de concentraciéon. En
dicho ambiente también existe un gradiente redox formado por la presencia de especies acopladas
oxido-reductoras. El estado redox determina si el NO va a formar intermediarios reactivos de

nitrogeno (IRN) con efectos benéficos o patologicos [227].
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O |— ONOO

Figura 15: El microambiente celular cambia el destino del 6xido nitrico (NO).

3.5.1 Oxido nitrico en enfermedades de la cavidad bucal:

La sintesis de NO se incrementa en la enfermedad periodontal, como resultado de la

infiltracién de macréfagos en los tejidos periodontales [237]. Es probable que la placa bacteriana sea
responsable de la activacion de la iNOS, ya que ésta no se encuentra en tejidos periodontales de
animales estériles [238]. Ademds, los fibroblastos periodontales en la periodontitis cronica tienen
expresion mds alta de iNOS que los tejidos gingivales sanos [239]. Es posible que esta induccion
ocurra en respuesta a lipopolisacdaridos bacterianos o a las citoquinas que se forman en la
enfermedad periodontal. Si bien el NO puede ser producido para eliminar bacterias, es probable que,
como en el cancer bucal, la concentracion producida pueda dafiar al huésped. El NO también ha sido
implicado en la patogénesis de la infeccion apical [240].

Hay pocos estudios que investigan el rol del NO en las enfermedades de la mucosa oral
[241-243]. Si bien el liquen plano bucal (LPB) es una enfermedad inflamatoria crénica, algunos

autores no encontraron actividad de iNOS a pesar de la cantidad abundante de macréfagos CD68
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positivos [241]. La inflamacion cronica que induce a la iNOS puede producir suficiente cantidad de
NO y productos relacionados para iniciar la carcinogénesis [244-246]. Sin embargo, debido a que
estos autores encuentran poca o nula actividad de iNOS en el LPB, es improbable que NO pueda
tener un rol en la transformacién del LPB en cancer. En contraposicion a estos estudios, Ohashi y
col, [242] encontraron que el nitrito salival (implicando que el NO habia sido producido) estuvo
significativamente incrementado en pacientes con LPB comparado con controles sanos. No es
posible especular si la produccién salival del NO tiene un efecto nocivo sobre la mucosa oral y
puede ser responsable, en parte, del desarrollo del LPB. En pacientes con aftas, los mismos autores
encontraron incremento del nitrito salival. Si bien el rol del NO salival en la fisiologia de la mucosa
oral aun se desconoce, los hallazgos sugieren que el excesivo NO salival tiene un rol potencial en la

modificacion de la misma.

3.5.2. Oxido nitrico en relacion a la Inflamacion y al Cancer

Como parte de su funcién normal de defensa, los granulocitos secretan radicales quimicos
reactivos y mediadores electrofilicos. De esta manera, la inflamacion expone al epitelio y estroma
celular cercanos, a sustancias con potencial mutagénico [247,248]. Los granulocitos y linfocitos,
generan por lo menos cuatro tipos de productos que son genotéxicos o mutagénicos, entre los que se
encuentra el NO [250].

La participacion del NO en la carcinogénesis puede explicarse desde diversos mecanismos,
tales como dafio al ADN, y participacién en la formacién de nitrosaminas. Para esta dltima existiria
un mecanismo de tres pasos, y estaria mediado por macréfagos activados: primer paso el NO es
generado a partir de l-arginina por la NOS, luego el NO se oxida y forma NO; , enzimdtica o
quimicamente; por ultimo el NO,™ generado estd en equilibrio con potentes agentes nitrosantes (N>03
y N204) que a pH neutro, con aminas, formaran nitrosaminas [251].

Ademas, existen antecedentes bibliograficos que sugieren que el NO promoveria la
carcinogénesis por inactivaciéon del gen supresor de tumor p53 [252] ademds de permitir el
crecimiento del tumor, la angiogénesis y favorecer las metdstasis [253] y que la concentracion de
NO encontrada en cdnceres humanos probablemente sea insuficiente para producir muerte celular o
apoptosis [248,252].

En cuanto a la actividad de la iNOS, existen numerosos trabajos que demuestran su
incremento en displasias epiteliales bucales, fibrosis de la submucosa, en la hiperplasia verrugosa

[254] y aun en los carcinomas a células escamosas de cabeza y cuello [255]. Chen y col (2000)
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estudiaron la presencia, caracterizacion y localizacion celular de iNOS en la bolsa del hdmster
induciendo la carcinogénesis con DMBA y encontraron inmunoreactividad en especial en los
queratinocitos de las bolsas tratadas. Esto sugiere que una alta actividad de iNOS puede estar ligada
a la carcinogénesis y seria el primer estudio en boca, si bien hay trabajos previos en cancer de cabeza
y cuello, pulmén, colon y prostata [256]. Brennan y col [254] y Bentz y col [243] demostraron que la
expresion y actividad de la iNOS estd incrementada en adenomas de glandulas salivales benignos
(pleomorfo) y malignos (adenocarcinoma) [253,254] asi como en CCE bucal. También, los estudios
efectuados por Gallo y col [257] aportan datos fehacientes acerca del rol de la iNOS que genera NO
en la angiogénesis y metdstasis en el carcinoma a células escamosas de cabeza y cuello (CCECC).
Otros autores sugieren que la iINOS puede jugar un rol importante en la transformacién de la
displasia epitelial a carcinoma invasivo [258]. Bentz y col [243], basaron su investigacion en el rol
del NO en la carcinogénesis de cabeza y cuello, indicaron que el CCE ofrece una oportunidad tnica
para estudiar el rol del NO en la induccién y desarrollo del cancer.

La concepcion del NO en relacién al céncer introdujo una gran controversia debido a su
cardcter dual. Se conoce que dicha molécula puede tener efectos promotores e inhibidores del tumor
los cuales van a depender de la concentraciéon local del mismo. La regulacién del crecimiento
tumoral del NO por si mismo o por un inhibidor de su produccion parece ser de beneficioso efecto
terapéutico en el tratamiento del cancer. Serdn necesarios estudios en el futuro para clarificar la

utilidad del NO en este campo.
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Segin la revision del tema, no existen suficientes antecedentes que correlacionen a los
carcinomas bucales, con los valores de compuestos nitrogenados en la saliva y en el tejido y otras

variables como el indice de placa, de tartaro, candidasis, consumo de tabaco y alcohol.

Objetivo general

Estudiar la concentracion de nitritos en la saliva y en la mucosa bucal de pacientes con cancer bucal

y relacionarla con la presencia de diferentes factores carcinogénicos.
Objetivos Especificos

1- Estudiar la concentracion de nitritos salivales en pacientes con carcinomas bucales y relacionarla
con la de un grupo control.

2- Relacionar el contenido de nitritos salivales con diversos factores como la sepsis bucal, la
cantidad aproximada de tabaco y alcohol consumidos y la presencia o no de candidasis bucal.

3- Dosar el contenido de nitritos en la mucosa bucal de pacientes con neoplasias malignas orales.

4- Dosar el contenido de nitritos en la mucosa bucal de pacientes con lesiones hiperpldsicas simples
que requieran tratamiento quirdrgico los cuales serdn considerados como grupo control.

5- Relacionar los valores de nitritos en saliva con los obtenidos en el tejido bucal.

6- Analizar las tasas de mortalidad por cdncer bucal en la provincia de Coérdoba (periodo 1975-

2000).
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CAPITULO II: Compuestos nitrogenados en saliva.

En relacién al dosaje de compuestos nitrogenados en saliva se puede dividir el trabajo en
dos etapas:
- A: En primer lugar se efectud el ajuste de condiciones pre analiticas para la determinacién de
dichos compuestos en saliva, en un grupo de voluntarios sanos (n=9).
- B: con posterioridad y en base a los resultados de la etapa anterior, se dosaron los nitratos y nitritos

en saliva en un grupo de pacientes con cidncer (n=18) y en un grupo control (n=11).

Etapa A

Bisqueda de condiciones adecuadas de recolecciéon y procesado

A pesar de los numerosos trabajos que se han publicado en relacién a la determinacion de
nitrato y nitrito en saliva, las técnicas usadas en el muestreo y almacenamiento varian segun los
diferentes autores. Con el objeto de obtener las condiciones pre analiticas mds convenientes, se

planificé un estudio considerando las diferentes variables.

Material y métodos

Para analizar el efecto de las condiciones de almacenamiento, se incluyeron 9 personas
sanas, 7 de sexo femenino y 2 de sexo masculino, rango de edad 26 a 53 afos. Se excluyeron a las
embarazadas, fumadores, con alta ingesta de alcohol, que hubieran consumido suplementos
vitaminicos, antibidticos y antiinflamatorios en los tltimos 15 dias. Todos fueron informados de las
razones del estudio. Fueron instruidos acerca de no ingerir alimentos con alto contenido de nitrato y
nitrito durante las 24 horas antes y ningtn tipo de alimento las 8 horas previas a la recoleccion; se les
permitié cepillarse los dientes.

Recoleccion de saliva: a las 8:30h, 3 mL de saliva total no estimulada, directamente en
tubos plasticos estériles que contenian 0,06 mL de una solucién 1 M de Na OH. Se agregaron 3mL
de ZnSO4 0,15 M y se llevé a centrifuga durante 15 minutos a 9000 rpm [259]. El sobrenadante se
usO para la determinacion de nitrato y nitrito. La muestra de cada voluntario fue
dividida en 8 alicuotas; una fue inmediatamente procesada y 4 durante las cuatro horas siguientes

(tabla 1); las restantes tres fueron colocadas en freezer a -37°C y procesadas luego de
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7,15 y 30 dias (condiciones 1 a 5).

Tabla 1. Condiciones de almacenamiento de las muestras
antes del analisis

Muestra | Condicién Almacenamiento Procesado
8:30 hs Uno No inmediato
Dos Temperatura ambiente 2 hs
Tres 4°C 2 hs
Cuatro Temperatura ambiente 4 hs
Cinco 4°C 4 hs
Seis Freezer -37 °C 7 dias
Siete Freezer -37 °C 14 dias
Ocho Freezer -37 °C 30 dias

La dependencia de la concentracion de nitrito y nitrato con la hora de recoleccion fue
evaluada en muestras obtenidas de 5 voluntarios a las 8:30, 10:30 y 12:30h, los individuos
permanecieron en ayunas hasta la finalizacién de la recoleccion; las muestras fueron procesadas
inmediatamente.

Para evaluar la variacién individual, el nitrito salival fue determinado 3 meses
consecutivos, agosto, setiembre y octubre, en la saliva de cuatro voluntarios. Las muestras fueron
procesadas inmediatamente de ser recolectadas.

La concentracion de nitrito fue determinada mediante el método colorimétrico de Griess, la
absorbancia se midi6 en un espectrofotometro Shimadzu. El nitrato fue analizado luego de la
reduccién a nitrito en una columna de Cu / Cd [260] en un sistema de inyeccion en flujo (FIA)
usando una bomba peristaltica Gilson.

Para evaluar los efectos de la temperatura y el tiempo después de la recoleccidn, se proceso
la muestra en forma inmediata a 2 y 4 horas mantenida a temperatura ambiente y en heladera (4°C),
ver tabla 1. Para el andlisis estadistico se aplic6 el ANOVA de una y dos vias; los sujetos fueron
considerados como bloque, desde el punto de vista estadistico, a fin de reducir el efecto de las
diferencias bioldgicas entre ellos. Como la muestra es muy pequefia (n=5), para analizar el efecto del
tiempo y dia de recoleccidn, se aplico el test no paramétrico de Wilcoxon y de correlacion de
Spearman. Para el andlisis estadistico se utilizé el programa InfoStat/Professional version 1.1

(Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad Nacional de Coérdoba) statistical software
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package.
Resultados

La media salival obtenida en este estudio fue: nitrato 749 uM rango: 108-1582 y de nitrito
98 uM (rango 46-173).

Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre la concentracion de nitrito

La tabla 2 muestra los resultados obtenidos en la saliva recolectada de 9 pacientes a las
8:30h y procesadas de acuerdo a las condiciones establecidas en la tabla 1.

El ANOVA de dos vias, usado para evaluar las condiciones del almacenamiento de la
muestra durante las primeras 4 horas, indic6 cambios significativos en la concentraciéon de nitrito
después de 2 horas de la recoleccion, tanto a 4°C como a temperatura ambiente (p<0,05). Puede
observarse también en dicha tabla que la variabilidad es muy dependiente de los sujetos.

Para evaluar los efectos de varios dias de almacenamiento en las tres restantes alicuotas
mantenidas en freezer a -37°C; el andlisis fue repetido a los 7, 15 y 30 dias y el resultado fue
comparado con la muestra procesada inmediatamente. Hasta el dia 7, los valores de nitrito fueron
pricticamente constantes, y a partir de alli se not6 una disminucién estadisticamente significativa.
También se encontrd gran variabilidad en la concentracion de nitrato cuando se evalud el tiempo de
almacenamiento.

Tabla 2: Concentraciones de NO,- en uM obtenidas a las 8:30h (n=9). Valores segtin diferentes

momentos de procesado y tipo almacenamiento.

Sujeto Procesado 2h 4°C 2h Temp. 4h 4°C 4h Temp.
inmediato ambiente ambiente
Condiciéon un:  Condicion dc Condicion Condition cuatr Condition cinc
Media+ DS Media+ DS Tres Media+ DS Media+ DS
Media+ DS
1 58 +3 47 £2 37+9 41+ 1 50+3
2 93+3 87+ 5 88 +2 139 +2 98 +5
3 100 +5 60 +3 68 +4 62+5 73+6
4 79 £5 84+ 9 86+ 1 134 + 8 87 +4
5 93+5 121 +5 99 +4 194 + 8 137+ 1
6 444 + 5 647 + 3 569 +9 813 +5 554 +£2
7 87 +2 98+ 6 76 *1 167 +6 101 +6
8 198 + 5 155+ 7 144 +2 185 +1 187 +1
9 118 + 6 65+ 4 78+ 1 51+ 4 73 +4

Efecto del horario de recoleccion
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Para estimar la variacion de los valores segtin la hora de recoleccidn, se obtuvo saliva de 5

voluntarios a las 8:30, 10:30 y 12:30hs y se midié inmediatamente la concentracién de nitrato y

nitrito. Los valores mds altos de nitrito salival se obtuvieron a las 8:30 y el test de Wilcoxon indic6

que fueron estadisticamente diferentes de aquellas salivas recolectadas 2 o 4 horas después (fig. 1).
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Figura 1: Concentraciones promedio de
nitrito salival en los tres horarios de

recoleccion.

Los valores de nitrato también disminuyeron y el test de Spearman mostré correlacion con

los valores de nitrito. La relacién nitrato/nitrito fue medida en los 3 momentos de recoleccién y la

conducta fue similar en todos los voluntarios como lo muestra la fig 2.
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Figura 2: Relacion nitrato/nitrito en los tres

momentos de recoleccién (los simbolos

representan a los sujetos).
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Efecto del dia de recoleccion
El experimento se efectué con el fin de analizar diferencias intra-individuales. Los
valores de nitrito salival medidos mensualmente en la saliva de cuatro voluntarios en tres dias

diferentes, no mostraron diferencias significativas como lo indic6 el test de Wilcoxon (figura 3).
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Discusion

La determinacioén de nitrito en saliva es relevante debida a su contribucién en la formacion
de nitrosaminas, muchas de las cuales son carcinogénicas. Los cdnceres inducidos por N-nitroso
compuestos formados en el estdmago pueden ser prevenidos por reduccién de los niveles de nitrito
salival de acuerdo a lo citado por diversos estudios; dicho objetivo podria lograrse reduciendo la
ingesta de nitrato en la dieta y agua de bebida, mejorando la higiene dental y usando colutorios
antisépticos y pastas dentales [261-263]. Ellis y col indican que un inadecuado almacenamiento de la
muestra de saliva y la contaminacion bacteriana pueden incrementar los nitritos [174]. Las variables
técnicas usadas para el muestreo y almacenamiento varian en las diferentes publicaciones; Xu y col
[264], y Boji¢ y col [204] colocan las muestras a -20°C durante una semana y un mes hasta el
andlisis respectivamante. Por otro lado Mirvish y col [173] y Yu y col [265] consideran que la saliva
debe colocarse a temperatura ambiente o a 4°C si va a procesarse durante el dia y a -15°C durante
menos de un mes hasta el andlisis. Como puede observarse, las diferencias en las condiciones de
almacenamiento encontradas en la literatura, son muy grandes.

De acuerdo a los resultados del presente trabajo, se demuestra una gran influencia de las

condiciones de almacenamiento en los valores de nitrato y nitrito salival. Sin embargo la
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concentracion promedio de nitrato salival fue 749 uM, y la de nitrito 98 uM, son valores similares a
los encontrados en la literatura [260, 266]. Se observd que a mayor tiempo de almacenamiento, la
variabilidad de los resultados aumenta y que este hecho es marcadamente dependiente de los sujetos
(tabla 2). A pesar de la gran dispersion de los valores con las diferentes condiciones de
almacenamiento, una importante observacion de este estudio fue el valor constante de cada sujeto en
los diferentes dias de muestreo (figura 3).

Otro resultado importante se encontré cuando se analizé el horario de recoleccion;
Phizackerley y Al-Dabbagh [267] encuentran variacién en el contenido de nitrito y nitrato salival
durante el curso del dia: el contenido de nitrato en la saliva fresca disminuye rdpidamente y el nitrito
primero se incrementa y luego disminuye hasta valores cercanos a cero
en un periodo de alrededor de 2hs. Nuestros resultados, como se muestra en la figura 1, indican que
los valores de nitrito salival obtenidos a las 8:30h, fueron mds altos que aquellos recolectados dos o
cuatro horas més tarde y la misma tendencia se observo en los valores de nitrato. El comportamiento
del radio nitrato/nitrito fue similar en todos los sujetos. Es importante destacar la correlacion
observada entre las concentraciones de nitrato y nitrito con la hora de recoleccién, como se puede
ver en la figura 2.

Este resultado es muy interesante y significa que las variaciones intraindividuales son mds
bajas que las debidas al almacenamiento, las cuales pueden deberse a la particular quimica de los

compuestos nitrogenados y/o a la naturaleza compleja de la saliva.

Conclusiones

-La hora de recoleccion de la muestra debe ser la misma en todos los pacientes.

-Las muestras deben ser analizadas inmediatamente.

-Bajo condiciones pre analiticas similares, cada voluntario sano mantiene valores constantes de
nitrito salival.

La saliva es una matriz que ofrece interesantes posibilidades para estudios de investigacion
con fines bésicos o clinicos; es fécil de recolectar, y en relacién a compuestos nitrogenados, nitritos
y nitratos son faciles de determinar. En este trabajo observamos que controlando algunos pardmetros
analiticos y de recoleccion, muestreo y almacenamiento, se puede mejorar la reproducibilidad de los

resultados para lograr informaciones clinicas valederas.
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Etapa B
Determinacion de nitrato y nitrito en saliva de un grupo de pacientes

con cancer y en el grupo control.

Material y métodos

La incorporacién de pacientes se llevé a cabo en la Céatedra de Clinica Estomatolégica B,
de la Facultad de Odontologia de la UNC. Se seleccionaron aquellos, de demanda espontidnea o
derivados, con diagnéstico presuntivo de Carcinoma a Células Escamosas (CA), que luego fuera
confirmado histopatolégicamente y que no estuvieran bajo tratamiento oncoldgico, estos pacientes
constituyeron el Grupo de Estudio. Ademads, se incluyeron aquellos con lesiones hiperpldsicas que

requerian extirpacion quirtrgica, quienes fueron considerados como Grupo Control (C).

Criterios de exclusién: se excluyeron aquellos pacientes con alta ingesta de alcohol,
consumo de suplementos vitaminicos, embarazo, toma de antibiéticos y antiinflamatorios. Aquellos
bajo tratamiento oncoldgico.

Fueron citados a las 8:30hs, en ayunas e instruidos acerca de no ingerir alimentos con alto
contenido de nitrato y nitrito durante las 24 horas antes y ningin tipo de alimento las 8 horas previas
de la recoleccion. Les fue permitido cepillarse los dientes y se contraindico el uso de pasta dental y

de colutorios.

a) Historia clinica:

A cada paciente se le completd un protocolo, donde, ademds de los datos filiatorios, se consignaron
datos referidos a:
*indice de calculo de Bjorby y Loe [268], fueron categorizados: indices O y 1 fueron

considerados “poca cédlculo” y 2 y 3 “mucho célculo”.

*caries indice CPOD [269].

*candidasis: diagndstico clinico con presencia de lesién en por lo menos dos localizaciones
y confirmacion mediante estudio micolégico [270].

*tabaco: se calculé la cantidad aproximada de cigarrillos fumados durante su vida:

multiplicando el nimero de cigarrillos por afio, por nimero de afios, segin el método utilizado por
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Lanfranchi y col. [271]. Luego fueron categorizados de acuerdo a si habian fumado:
-poco < de 100 mil cigarrillos, moderado entre 100 y 200 mil, en exceso: > 200 mil.

*alcohol se calcul6 la cantidad aproximada en gramos consumida durante su vida, se
determiné segin el método propuesto por Rogers MA y col. del Dpto. de Medicina Preventiva, de la

Universidad de Nueva York [272].

Vino 80 g/L (1 vaso: 250ml)
Cerveza 44¢/1.

Bebida blanca promedio 500 g/L.
Alcohol puro 960 g/L

También fueron categorizados segin el consumo aproximado de alcohol en 15 afios:
-poco <100 mil g; moderado, 100 a 450 mil g; en exceso > 450 mil g.

*habitos dietéticos: se interrogd mediante una encuesta recordatoria alimenticia, sobre la
frecuencia de ingesta de un listado de alimentos con alto contenido de nitratos, nitritos y
nitrosaminas y con aquellos alimentos que se sabe ejercen actividad protectiva ante los compuestos
nitrogenados, como la vitamina A, C, las fibras, etc. También se consider lo ingerido 48 horas
previas a la recoleccion de la muestra. La cantidad estimada de alimentos fue determinada segun la

National Academy Press de Washington DC [273], y mediante una tabla

de pesos y medidas aproximadas de los alimentos, de la Escuela de Nutricion de la UNC [274]. Para
el andlisis estadistico se consider6 0O: si habia ingerido menos de 3 alimentos con alto contenido de
nitrato y 1: si habia ingerido mas de 3, en las ultimas 48 horas.

*consentimiento informado: todos los pacientes fueron informados de las razones del

estudio, de los pasos a seguir y firmaron su conformidad.

b) Recoleccion de las muestras de saliva: a las 8:30hs se obtuvieron 3mL de saliva total no

estimulada, directamente en tubos plésticos estériles que contenian 0,06mL de una solucién 1M de
hidréxido de sodio (NaOH) para evitar el desarrollo bacteriano. Las muestras fueron inmediatamente
procesadas. Se agregaron 3mL de 0,15 M de ZnSOy (sulfato de zinc) 50:50 v/v a 4°C 'y se llevaron a
centrifugar durante 15 minutos a 9000g [259]. El sobrenadante se usé para la determinacion de

nitrato y nitrito.
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¢) Deteminacion de nitrito:

-Método espectrofotométrico: La concentracion de nitrito fue determinada mediante el método
colorimétrico de Griess [275] (fig. 1). Se considerd “nivel bajo de nitrito” cuando la concentracion
obtenida fue menor a 100 uM. Este método espectrofotométrico consiste en la formacién de un
azocroméforo coloreado entre una amina aromdtica y el nitrito contenido en la saliva, cuya
absorbancia médxima ocurre a 540nm, la absorbancia se midi6 en un espectrofotometro Shimadzu. El
nitrato fue analizado luego de la reduccién a nitrito en una columna de Cu/ Cd [260] en un sistema
de andlisis por inyeccion en flujo (FIA ) usando una bomba peristéltica Gilson.

Se aplico el test no paramétrico de Wilcoxon para muestras independientes y el andlisis de
regresion logistica multivariado. Para el andlisis estadistico se utiliz6 el programa
InfoStat/Professional version 1.1 (Facultad de Ciencias Agronémicas, Universidad Nacional de
Cérdoba) statistical software package. La concentracion determinada corresponde a la suma de

nitrato y nitrito existente en saliva.

Grafico 1: Curva de calibracion de nitrito.
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La determinacién de NO, se realizé mediante el método de Griess, mientras que para

determinar NOj3™ fue necesario reducirlo previamente a nitrito.
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-Método electroquimico (EQ): Se basa en medir la corriente de reduccién de un compuesto
generado mediante la reaccion esquematizada en la Figura 1. Las mediciones se realizaron mediante
cronoamperometria, en “Batch”.

El compuesto (B) formado por nitraciéon de trihidroxibenceno (A) con los nitritos presentes en la
saliva es reducido sobre un electrodo de carbono vitreo (figura 2A). La corriente de reduccién es
proporcional a la concentracion de NO, (Figura 2B).

Para hacer las determinaciones se usé el método de adiciones de estandar [276].

Figura 1: Esquema de la reaccién de nitracion
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Figura 2

A-Determinacion electroquimica de nitrito en saliva por
adicion de estandares. a)Solucién de THB + 300\g(m)L
Saliva, b), ¢) y d) agregados sucesivos de 20 mL de NaNO2
10mM. B- Andlisis de regresion lineal de los resultados
obtenidos en A
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El método fue probado exitosamente para el NO,™ con muy baja dispersion.

D) Determinacién de nitrato

Para determinar NOs3’ es necesario reducirlo a NO;,™ en una primera etapa.

Se probaron diferentes reductores:
- Vanadio (II): no fue posible utilizarlo como reductor ya que también reacciona con el compuesto
B (figura 2) impidiendo su determinacion electroquimica.
-Se probaron otros reductores, como Cu metdlico y SOs> los cuales tampoco funcionaron. En el
primer caso porque el Cu (II) generado en la reaccidén también tiene actividad electroquimica y en
el segundo porque no fue posible impedir la posterior reduccién del nitrito a 6xido nitroso.
-Se utilizé entonces Cadmio metélico, que no reduce por completo al nitrato.
-Con el Cu/ Cd se obtuvo una reduccién completa y se optimizaron las condiciones de reduccion
mediante automatizacién para evitar la dispersion en los resultados, mediante sistema FIA.
-Método FIA (Flow Injection Analysis) Andlisis por inyeccion en flujo:
La misma reaccion utilizada en el método anterior se automatiza por inyeccion en flujo. Se realiz6 la
deteccion por amperometria (electrodo de trabajo: carbono vitreo, electrodo de referencia: Ag/AgCl,
Cl-). La sefial es proporcional a la concentracion.
El método se desarroll6:
-Se fij6 un potencial de trabajo de -250mV a partir de un voltagrama hidrodindmico.
-Se optimizo el sistema de flujo en cuanto a:
a) variables quimicas: concentracion de los reactivos.
b) variables FIA: velocidad de flujo de cada uno de los reactivos, longitud de los reactores de
mezcla, tamafo de la muestra que se inyecta.
c¢) Curva de calibrado para NO,. con estdndares de nitrito de 2 a 75 uM.
d) Tamafio de la columna de Cd utilizada para la reduccion de NOs-.
*Validacion del método y aplicacién a muestras reales:
*Al pasar nitrato para la reduccion: la columna daba una interferencia (mdas sefial de la debida)
probablemente se desprendiera algo de la columna.
-Se aplicé a muestras reales: no se obtuvieron resultados reproducibles, ;por contaminacion del
electrodo? ;por proteinas de la saliva?.
La ventaja del FIA en relacion al EQ, es que este ultimo, en batch: no mide concentraciones tan

bajas. Con FIA se puede bajar el limite de deteccion a 2, pero con ello aumentan las interferencias.
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Se prob6 también con ldmpara UV directamente con muestras: a pesar que se fotoreduce el nitrato a
nitrito, la reaccién no es del 100%. No se obtuvieron los resultados esperados.

Se decide:

*Procesar las muestras por método colorimétrico de Griess para determinar nitrato y nitrito.

Nitrato, previa reducciéon en flujo continuo mediante el pasaje de una alicuota por columna de

cadmio cuperizado. Con esta metodologia se obtuvieron resultados reproducibles.

Resultados

El ndmero total de pacientes incluidos fue de 30, uno se descarté luego de haberse
confirmado histopatolégicamente que se trataba de un Carcinoma Verrugoso asociado a Sarcoma.
Dieciocho (18) pacientes integraron el Grupo de estudio (CA) y once (11) el Grupo Control (C). El
rango de edad y la media de los pacientes se muestran en la tabla 1.

Tabla 1: Edad de los pacientes de ambos grupos.

grupo n Media rango

CA 18 63,00 55-77

C 11 57.55 47-82

Distribucion por sexo

CA Control

Femenino 9 (50%) Femenino 8 (73%)
Masculino 9 (50%) Masculino 3 (27%)

La mayoria de los pacientes del grupo CA presentaron carcinoma a células escamosas (CCE)

bien diferenciado (50%) (gréfico 1) y fueron diagnosticados en un 61% en estadios iniciales (I y II).

Grafico 2: Distribucién de los carcinomas segtin el grado de diferenciacion histolégica.
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En el grupo C, el 90% de los pacientes tuvieron hiperplasia fibrosa y el 10% presentd
condiloma acuminado.
La tabla 2 muestra los valores de concentraciones salivales de nitrito y nitrato en el grupo

CA y la tabla 3, los obtenidos en C.

Tabla 2: Concentracién salival de nitrito y nitrato en el grupo CA (expresadas en uM).

Grupo Nro. Nitrito (uM) Nitrato(uM) Suma(uM)
CA 1 135,2 4,9 140,1
CA 2 37,3 66,5 103,8
CA 3 32,9 1205,8 1238,7
CA 4 106,3 300 406,3
CA 5 nd nd nd
CA 6 694,7 6358,7 7053,4
CA 7 2332 1225.,6 1458,8
CA 8 98,9 456,5 555,5
CA 9 84,8 201,1 285.9
CA 10 203 171 374
CA 11 43 1142 1185
CA 12 126,3 779,8 906,1
CA 13 111,5 818,9 930,4
CA 14 1754 634,7 810,1
CA 15 44 876,7 920,7
CA 16 131 892 1023
CA 17 53 1279 1332
CA 18 174 2094 2268
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Tabla 3: Concentracion salival de nitrito y nitrato en el grupo C (expresadas en upuM).

Grupo Nro Nitrito (uM) Nitrato (uV Suma (uM)
Control 1 79,4 6893,1 6972,5
Control 2 150,4 635,6 786
Control 3 9,25 1505,1 15144
Control 4 636,6 4964,9 5601,5
Control 5 79 2021 2100
Control 6 127,2 1116 1243,2
Control 7 197,6 556,9 754,5
Control 8 18,8 707,5 726,2
Control 9 204,9 1034,9 1239,8
Control 10 149,7 914,5 1064,2
Control 11 52 1002,8 1054,8

Al aplicar el test de Wilcoxon, no se encontraron diferencias significativas en los valores de

nitrito y nitrato entre ambos grupos (grafico 3).

Tabla 4: Prueba de Wilcoxon para muestras independientes.

Clasific Variable Grupol Grupo2 n(1) n(2) Media(1) Media(2) p
grupo nitrito CA Control 17 10 105,3 162,55 0,51
grupo nitrato CA Control 17 10 714,6 1445,93 0,08

Grafico 3: Concentracion promedio de nitrito y nitrato en ambos grupos, expresada en UM por mL
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de saliva. No se encontraron diferencias significativas.
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Para correlacionar el contenido de nitritos salivales con la edad, 1a mala higiene, la cantidad
aproximada de tabaco y alcohol consumidos y la presencia de candidasis bucal (grafico 4), se aplicé
el andlisis de regresion logistica multivariado.

Se encontré6 una tendencia de asociacién con la edad (OR=1,93), la alimentacion
(OR=4,08), la candidasis (OR=2,33) el tabaco (OR=2,25) y los niveles salivales de nitrito (tabla 5),
aunque estos valores no se reflejan en el valor de p. Cuando la variable dependiente fue el cincer, se

encontrd una aparente asociacion con tabaco, candidasis y alimentacion (tabla 6).

Grifico 4: Porcentaje de pacientes que presentaron candidasis crénica en ambos grupos.

Candidasis crénica en Cancer y Control (%)

[ candidasis(%)

CA Control

Tabla 5: Regresion logistica: variable dependiente: nitrito (alto o bajo) en relacion a las demas
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variables estudiadas.

Pardmetros Est. EE Odd CI(95%) p-valor
Constante -1,23 1,81 0,29 0,01-10,08 0,50
tabaco 0,81 1,21 2,25 0,21-24,12 0,50
alimentacion 141 1,05 4,08 0,53-31,71 0,18
sexo -1,10 1,17 0,33 0,03-3,29 0,35
célculo -0,84 091 0,43 0,07-2,58 0,36
edad 0,66 0,98 1,93 0,28-13,27 0,50
alcohol -0,99 096 037 0,06-2,42 0,30
candidasis 084 1,52 2,33 0,12-45.79 0,58

Tabla 6: Regresion logistica: variable dependiente: grupo (CA-C) en relacion a las demds variables

estudiadas.

Pardmetros Est. EE Odd CI1(95%) p-valor
Constante -3,11 2,27 0,04 5,2-3,9 0,17
tabaco 1,33 1,08 3,79 0,45-31,6 0,21
alcohol 0,27 1,19 1,31 0,15-11,4 0,80
célculo -1,72 1,81 0,18 0,01-6,17 0,34
candidasis 1,98 1,86 7,24 0,19-280 0,28
alimentacién 1,95 1,14 7,04 0,75-66 0,08
nitrito -047 097 0,63 0,09-4,21 0,63

Se obtuvo el Odds ratio de cincer para el cdlculo dental, variable asociada a la biopelicula

de larga data, resultando muy significativo: p<0,006, OR=9, IC 95% 1-92 (grafico 5).

Grifico 5: Indice de calculo (Loe y Bjorby) en ambos grupos.
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indice de calculo (Lée y Bjorby) en ambos grupos
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p<0,006. OR=9 (IC 95% 1-92).

Grifico 6: Indice de caries (CPOD) en ambos grupos
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El OR de cancer para la variable CPOD resulté no significativo (grafico 6). En relacién al
consumo de tabaco, el 78% de los pacientes con CA fueron fumadores (entre mucho, moderado y
poco), siendo el OR=4,5 (IC 95% 0,75-27), (grafico 7).

Grifico 7: Distribucién segun el hdbito de fumar en ambos grupos.
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Consumo de tabaco (Cancery Control)
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78% de los pacientes con Cancer y 54% de los Controles fueron fumadores.OR=4.5. (IC

95%:0.75-27).

El 78% de los pacientes eran consumidores de alcohol, como se muestra en el grifico 8, con

un OR=2 (IC 95% 0,42-10,8). También se observé igual porcentaje de fumadores.

Grifico 8: Distribucién de los pacientes de ambos grupos segtin el consumo de alcohol.
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78 % de los pacientes con Cancer y 63 % de los Controles fueron consumidores de alcohol.
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OR=2, IC 95%:0.42-11.
Discusion:

El interés en medir nitratos y nitritos en fluidos corporales, se increment6 en los dltimos
afios, en especial porque se sospecha que la formacion de nitrito en la saliva estaria relacionada con
la carcinogénesis de diversos 6rganos [212-215].

La saliva es una herramienta util, que permite procedimientos por lo general de bajo costo y
no invasivos, se recolecta ridpidamente y puede utilizarse para el diagnéstico de enfermedades
sistémicas, ya que contiene constituyentes identificables del suero. Posee una amplia variedad de
funciones bioldgicas [277]. Sumada a la funcién protectiva, recientes investigaciones han indicado
que bajos ciertas circunstancias, pueden ser generadas sustancias toxicas en la saliva misma; en
relacion a esto, el hecho més relevante es la posible formacién de nitrosaminas, reconocidas como
potentes carcinégenos [172]. Hasta el presente, la identificacion positiva de nitrosaminas puede ser
hecha sé6lo por cromatografia gaseosa; como dichas técnicas son muy costosas y generalmente no
estan disponibles [278], la determinacion
de sus precursores, nitrato y nitrito ofrece una buena alternativa. Dichos compuestos estdn presentes
en el ambiente, alimentos, sistemas industriales y en condiciones fisiologicas, y mientras la
comprension de su rol en tales matrices se ha incrementado, persiste un sustancial grado de
especulacion y de incertidumbre acerca de sus efectos en la aparicion de cancer [279]. En relacion al
cancer bucal, existen pocos antecedentes que lo vinculen con los valores de dichos iones. Badawi y
col 1998 [266] encuentran aumento en la concentracion salival de nitrito en pacientes con cancer
comparada con la de un grupo control. En la poblacién objeto de nuestro estudio, no encontramos
diferencias entre la concentracion salival de nitritos y nitratos entre CA-C. Un alto porcentaje de
nuestros pacientes en el grupo de estudio (CA) fueron fumadores, 78%, de los cuales un 44% habian
fumado mds de 200 mil cigarrillos. Forman y col. (1985) [191] encontraron niveles mas bajos de
nitrato en la saliva de fumadores en relacién a las de no fumadores, ya que los primeros tienen
niveles 3 0 4 veces mds altos de SCN', que se sabe puede inhibir la concentracion de nitrato en saliva
[189]. Los mismos autores encontraron que los niveles de nitrito salival fueron incrementdndose en
grupos de mayor edad y en nuestro estudio se observd aparente correlacion entre la edad y los
mayores valores de dichos compuestos. De cualquier manera, los estudios in vivo tienen gran
dispersion en los resultados obtenidos en y entre individuos [280]. En relacién a la determinacion
salival de compuestos nitrogenados, se pudo observar que existe una gran influencia de la matriz y
de la quimica de dichos compuestos en las condiciones de almacenamiento y procesado. Es por ello
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que adquiere fundamental importancia controlar las condiciones de recoleccion, almacenamiento y
procesado. En el andlisis de las condiciones preanaliticas, cuando se evaluaron las variaciones
individuales, éstas mostraron una aparente estabilidad de los valores de nitritos salivales en cada
sujeto y una relaciéon constante nitrato/nitrito, por lo que su determinacién seria util para el
seguimiento de pacientes en estudios de cohorte, particularmente en aquellos de riesgo. A modo de
ejemplo, la Leucoplasia es una lesién precancerosa relacionada con el consumo de tabaco, alcohol y
la infeccién por cdndida, la cual interviene en reacciones de nitrosacidon a través de reacciones
bioquimicas tisulares [104]. Ademds, Dombi C y col (1999) encontraron que las dreas de
leucoplasia y atin de mucosa normal, fueron mas

permeables a las nitrosaminas especificas del tabaco en fumadores en relacion a las mismas zonas en
no fumadores [281].

El OR obtenido en nuestros pacientes confirma la tendencia general a relacionar el cancer
bucal con el consumo de tabaco (OR: 4,5), de alcohol (OR: 2) y con la mala higiene bucal (placa
OR: 3, tartaro OR: 9). Schildt y col [282] encontraron que las infecciones dentales frecuentes, el
consumo de bebida blanca y de tabaco fueron los factores de riesgo mds importantes en un estudio
llevado a cabo en Suecia (1998) y Deeb y col. encontraron en 6 pacientes con CCE bucal no
consumidores de tabaco ni de alcohol, que todos tenfan gingivitis crénica [107]. Las bacterias
asociadas a las infecciones dentales, pueden también relacionarse a otras reacciones inflamatorias y
un numero importante de investigadores indican que la micoflora bucal juega el rol principal en la
reduccion del nitrato a nitrito [108, 109, 110] que ocurre principalmente en el dorso lingual [283].
Cummins y col (1992) [283] Shapiro y col (1991) [284] y Van Maanen y col 1996 [261], observaron
que los enjuagues con clorhexidina tuvieron efectos inhibitorios sobre la conversién de nitrato a
nitrito en la cavidad bucal.

El andlisis multivariado muestra que el tabaco, la candidasis y la alimentacién con alto
contenido de nitrato serfan las variables mds relacionadas al cdncer bucal, mientras que la

alimentacion y la candidasis muestran una aparente asociacion con los valores de nitrito salival,

segtn los valores del OR, los cuales no se reflejan en el valor de p debido a la amplia dispersion en

el IC, relacion que seguramente podria confirmarse aumentando la muestra.
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CAPITULO III: enzima iNOS en la mucosa bucal.

Se determiné la presencia de la enzima iNOS en la mucosa bucal de pacientes con neoplasias
malignas orales y en un grupo de pacientes con lesiones hiperpldsicas simples que requerian
tratamiento quirurgico, los cuales fueron considerados como grupo control (objetivos 3 y 4).
Material y métodos

A todos los pacientes, que integraron el Grupo de estudio (CA) dieciocho (18) y once (11) del
Grupo Control (C), el mismo dia de la recoleccién de saliva, se les realizé una toma de material para

biopsia, abarcando los siguientes sectores: Zona A-fondo de la tdlcera o zona central de la lesién y

borde y Zona C-margen circundante (figural y figura 2).
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Figura 1: Paciente con lesién de mucosa yugal (CCE): (a) aspecto clinico, (b) toma de material

para biopsia, A (centro) y C (margen sano), (c) muestra obtenida y (d) divisién en zonas.

Figura 2: Paciente del Grupo Control con

hiperplasia fibrosa de mucosa yugal, previo a la toma bidpsica: A (centro) y C (margen circundante).

Las muestras fueron conservadas en formol al 10%* y enviadas al servicio de Anatomia
Patol6gica del Hospital de Urgencias. Fue solicitado que de cada taco se prepararan dos vidrios, uno
coloreado con hematoxilina-eosina (HE) y otro sin coloraciéon, adecuado para estudio
inmunohistoquimico (IHQ). La preparaciéon de dichos vidrios se llevd a cabo en el Dpto. de
Biologia Celular (Facultad de Ciencias Médicas UNC).

*De las mismas zonas se guardaron muestras en freezer de -85°C.

Técnica para determinar compuestos nitrogenados en tejido

Para la determinacion de nitrito en biopsias, se empleé el método propuesto por la AOAC
[285]. Se peso el tejido biopsiado al que se agregd agua en cantidad suficiente para cubrirlo. Se
calent6 a 80°C durante 3hs y posteriormente se agrego igual volumen de sulfato de zinc 0,15M para
la digestién y desproteinizacion. Luego de reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente, se
centrifugé 10min a 4000g y el sobrenadante fue empleado para la determinacion de nitrito por el
método de Griess. Al trabajar con las biopsias, aproximadamente

60 mg de tejido epitelial y conectivo bucal, se determind en paralelo en una muestra de embutido. La
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técnica resultd sensible sélo en el caso del embutido, pero no en el caso de las biopsias, ya que se
requiere de mayor tamaiio de las muestras.

Asi, debido a la imposibilidad de dosar nitrito en tejido, se procedié a determinar la
actividad sintasa del 6xido nitrico por el método de Bredt y Snyder [286] en las biopsias que
estaban almacenadas en freezer de —85°. Este método consiste en incubar el homogenato del tejido
con arginina marcada (el sustrato de la enzima) y determinar la formacién de citrulina marcada en un
determinado tiempo de incubacién a 37°C. La citrulina marcada se separa de la arginina marcada,
mediante columna de intercambio iénico y se cuenta el eluido mediante un contador beta. El empleo
de la técnica resultd exitoso, observandose actividad de la enzima en todos los casos. Debido a la
necesidad de utilizar arginina marcada con C "*y al no contar con la infraestructura necesaria para
manipular material radiactivo, se decidié determinar presencia de la enzima iNOS en el tejido,
mediante anticuerpos monoclonales.

Antes de efectuar la técnica de IHQ, se selecciond un control positivo [241] para colocar en
todos los vidrios, a partir de tacos de procesos periapicales cronicos existentes en la Cétedra de
Anatomia Patologica A (gentileza Dra Ruth Ferreyra). Como control de especificidad de la técnica
se utiliz6 una muestra de CA con la que se us6 la misma técnica, sin colocar el anticuerpo primario.

Los portaobjetos contenian muestras A y C de pacientes CA y C y fueron distribuidos de la siguiente

manera:
Sin Ac Control
primario Positivo
v v

o || g £E 2t
|| 25 5

A: ulcera o centro de la lesion
C: margen circundante

Lk

Una vez obtenidos los tacos, se trabajé en el Departamento de Bioquimica Clinica de la

Facultad de Ciencias Quimicas de la UNC.
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Técnica de IHOQ

1- Desparafinado con xilol y rehidratacion en alcoholes de concentracion decreciente

2- Bloqueo de la actividad peroxidasa endégena

3- Incubacién con anticuerpo 1rio. especifico para iNOS- NOS2 (anti-iNOS, c-terminal, de conejo,
sc-651, Santa Cruz Biotechnology, inc)

4-Incubacion con el anticuerpo 2rio (anti-conejo, A 6154, SIGMA) marcado con peroxidasa
5-Revelado del complejo de unién con diaminobencidina

6-Contra-coloreado con hematoxilina

Dado que esta reaccion es difusa y de localizacion citoplasmadtica, es dificilmente estimable
mediante andlisis de imdgenes. Se optd por realizar una estimacion semicuantitativa en base a la
comparacion con el control positivo (corte del proceso periapical) de cada grupo de reaccion. Esta
forma de evaluacion es, por otra parte, frecuentemente utilizada en los trabajos que estiman
determinan actividad inmunocitoquimica de iNOS [241,254].

Cada portaobjeto fue observado al microscopio Optico, por dos observadores y revisados
por un tercero. Se caracteriz0 la presencia de dreas de iNOS marcadas positivamente,
asi como el control positivo que se tifid intensamente. Se consideré al preparado (+) o (-) en epitelio
y/o corion y se determind la distribucién (células aisladas, focos celulares, y capas del epitelio

involucradas).

Resultados

Se realizé estudio IHQ a 14 muestras del grupo CA y 10 del grupo C, debido a que algunos
tacos no pudieron recuperarse debido a que los pacientes los retiraron del servicio de Anatomia

Patoldgica para interconsultas.
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Figura 1: Epitelio iNOS negativo
(10X).

Figura 2: Epitelio iNOS positivo (20X).

Las figuras 1 y 2 muestran la tincion epitelial negativa y positiva del epitelio para iNOS
mediante IHQ.
La tabla 1 muestra los resultados de la presencia de la enzima iNOS mediante IHQ obtenidos
en el epitelio y corion en la zona A y zona C en los dos grupos de estudio (CA y C) y el grado de
diferenciacién de los carcinomas (50% bien diferenciados).

La figura 3 muestra las zonas iNOS positivas en A y C de pacientes del grupo CA.
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Tabla 1: Presencia de iNOS en las distintas zonas (A o C) en epitelio y corion Grupo CA(n=14).

ZonaA| Zona Al Zona( Zonad
Paciente Epitelio] Corion| Epitelif Corion| Tipo histolégic
1 (+) -) -) -) Bien difer
2 (+) (+) (+) (+) Mod difer
3 (+) ne (+) (+) Bien difer
4 (+) (+) (=) (+) Mod difer
6 (-) (=) ) (-) Bien difer
8 +) +) ne ne Bien difer
9 +) +) ne ne Bien difer
10 (+) (-) ne ne Mod difer
12 (+) (+) +) (+) Mod difer
13 (+) (+) +) (+) Bien difer
14 -) (-) +) (-) Bien difer
16 (-) (+) (+) ne Mod difer
17 (+) ne (=) ne Mod difer
18 (-) (-) ) () Mod difer

ne: no evaluable
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Figura 3: Pacientes CA con tincién positiva de iNOS en epitelio, tanto en zona de lesién(A) como

en mucosa circundante (C).

IHQ-10x

Pacientes CA

lesion mucosa sana

La tabla 2 muestra los resultados obtenidos en el grupo C y la figura 4 fotos de pacientes de
dicho grupo, donde no se observa tincién epitelial, aunque si abundantes focos en el corion.

Las tablas 3 y 4 muestran los porcentajes de positividad de iNOS en el epitelio: el 71% de los
pacientes CA tuvieron presencia de iNOS en la zona A (OR 40) y 54,5% en la zona C (OR 11). En el
grupo Control, ningin paciente tuvo presencia de la enzima en el epitelio de la lesion. Ambos grupos

mostraron positividad de iNOS en el corion, con porcentajes similares en la zona A.
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Tabla 2: Presencia de iNOS en las distintas zonas (A o C) en epitelio y corion Grupo Control(n=10).

Paciente] Zona A| ZonaA| ZonaC Zona C| Tipo histoldgic
Epiteliol Corion| Epitelio Corion
1 (=) ) ) (=) Condiloma
2 ) (+) () (-) |Hiperplasia fibr
3 -) -) -) (-) |Hiperplasia fibrg
S (-) (+) (=) (+) |Hiperplasia fibre
6 ne ne ) (+) |Hiperplasia fibrs
7 (-) (+) (=) (+) |Hiperplasia fibre
8 ) +) (-) (+) |Hiperplasia fibrq
9 -) -) -) (-) |Hiperplasia fibrg
10 (=) () (+) (+) [Hiperplasia fibry
1 ) +) (-) (+) |Hiperplasia fibrq

ne: no evaluable
Figura 4: Tincién positiva de iNOS en epitelio de pacientes Control, solamente en corion de la zona

de la lesion y de la mucosa sana.

IHQ-10x

Pacientes Control

lesion

mucosa saha
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Tablas 3 y 4: Porcentaje de positividad de iNOS en las diferentes zonas de ambos grupos de

pacientes. OR en epitelio A=40 (IC 95%: 1.9 - 845.4), OR en epitelio C=11 (IC 95%: 1-117).

Tabla 3:
CA (n=14)
Zona A Zona C
Epitelio + 71% 54,5%
Corion + 58 % 55,5%
Tabla 4:

Control (n=1

Zona A Zona C

Epitelio + 0% 10%

Corion + 55% 70%

La presencia positiva de iNOS en el epitelio de la lesion resultd estadisticamente
significativo (p=0,002) OR=40 (IC 95%: 1.9 - 845.4) y también en el epitelio de la mucosa
circundante: p=0.06, O R=11 (IC 95%: 1-117).

No se observo correlacion entre la positividad de iNOS en el epitelio de pacientes con CA

y valores altos de nitrito salival (Tabla 5).
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Tabla 5: Concentracién de nitrito salival en relacion a la presencia de iNOS en grupo CA (n=14).

N° de Paciente Valores de nitrito salival en Presencia de iNOS
uM)
1 135 (+)
2 37 (+)
3 33 (+)
4 106 (+)
6 695 )
8 99 (+)
9 84 (+)
10 203 (+)
12 126 (+)
13 111 (+)
14 175 Q)
16 131 -)
17 53 (+)
18 174 -)
Discusion

El 71% de nuestros pacientes del grupo CA (n=14) tuvieron presencia de iNOS en la zona
A (centro y/o borde de la lesion) y 54,5% en la zona C (margen circundante).

Los estudios publicados en relacion a la iNOS, hablan de positividad a nivel epitelial en el
centro invasivo del tumor [255, 264] pero no mencionan el epitelio circundante, que en nuestro
trabajo resulto tener presencia importante de la enzima.

En el grupo Control, ningtin paciente tuvo presencia de la enzima en epitelio de lesion, lo
que estd de acuerdo con la literatura, asi como la esperada presencia de iNOS en el corion de
lesiones con signos de inflamacién [287]. Ambos grupos mostraron positividad de iNOS en el
corion, con porcentajes similares en la zona A.

En China se realizé un estudio para tratar de correlacionar la presencia de iNOS a nivel
ARNm, mediante PCR, con la conducta bioldgica del tumor, como: crecimiento invasivo, metastasis

linfatica y prondstico de sesenta y ocho carcinomas a células escamosas de lengua. Encontraron
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mayor expresion positiva de iNOS (86.1%) en el grupo que tenia tumores invasivos y ganglios
positivos (85.7%). La tasa de sobrevida a 3 afios fue significativamente menor en el grupo de iNOS
positivo que en el de iNOS negativo [288].

Diversos autores, sugieren estudiar interaccion iNOS-p53 para el mecanismo de la
carcinogénesis quimica bucal. iNOS es también un marcador IHQ para céncer de prostata. Esto atin
no ha sido confirmado en el cincer bucal y se cree que el estudio de iNOS en lesiones cancerizables
podria confirmar o no esta relacién [256].

La bisqueda de marcadores del estado de cancerizacion de campo resulta no solo de interés
bioldgico sino de aplicacion en el diagndstico precoz y en la prevencion del cancer bucal. En este
contexto, cobran importancia los marcadores que puedan ser detectados en biopsias de rutina
procesadas para diagndstico histopatoldgico. La iNOS, enzima estrechamente vinculada a procesos
inflamatorios y carcinogénesis, mostré una marcada presencia en la zona sana cercana al tumor por

lo que creemos que seria un marcador IHQ importante asociado a cambios epiteliales premalignos.
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En relacion al objetivo 6: Analizar las tasas de mortalidad por cancer bucal en la provincia

de Cérdoba (periodo 1975-2000), se llevé a cabo el siguiente trabajo:

a-Mortalidad por cancer bucal en la provincia de Coérdoba,
Republica  Argentina  (periodo  1975-2000).  Estudio

comparativo con otras poblaciones.

INTRODUCCION

La mortalidad por neoplasias malignas (NM) figura, a nivel mundial, entre las cuatro
primeras causas de muerte en la década del 90, junto con las enfermedades cardiacas y las cerebro-
vasculares [289-292].
Existe una gran variabilidad en las tasas de incidencia y mortalidad por céncer bucal (CB) en las
diferentes regiones del mundo. La incidencia del CB y orofaringeo en hombres es mayor en la zona
del bajo Rhin en Francia; en el sur de la India donde es la forma mds frecuente de céncer; en algunas
areas del centro y este de Europa y en algunas regiones de América Latina [293-294]. En mujeres la
mayor incidencia se registré en India, observindose un moderado aumento en la mortalidad en el
centro y este Europeo en las décadas del 80 y del 90 [295]. Los estudios de cohorte demuestran que
el CB ha aumentando su incidencia en todos los grupos etareos en el mundo en las dltimas décadas
[294] y especialmente en hombres jovenes del este Europeo [295,296]. El aumento del riesgo ha sido
notado en 19 de 24 paises de Europa, encontrdndose un incremento de tres a diez veces dentro de
una generacion [297-299]; sin embargo se observd una tendencia a disminuir la incidencia del CB en
algunos paises de América Latina y del Caribe [293].

La tasa de mortalidad es un instrumento importante que lleva implicita informacién sobre
incidencia, estadio al momento del diagnéstico, capacidad resolutiva de los servicios, de la
tecnologia disponible y de los programas de salud aplicados, entre otros. Sin embargo debido a que
los datos de mortalidad por CB no estdn publicados en el mismo formato que los de incidencia, se
ven dificultadas las comparaciones [293].

El objetivo del presente trabajo es estudiar la tasa de mortalidad por las NM mas
frecuentes y especialmente por CB en la Provincia de Cérdoba, Republica Argentina en el periodo

1975-2000, analizar sus caracteristicas particulares y compararla con la de otras poblaciones de
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América y Europa.

MATERIAL Y METODO

Fuente de datos

En una primera etapa se analiz6 la mortalidad por las ocho NM mas frecuentes y luego la
Tasa de Mortalidad por CB. Los datos de mortalidad por cdncer en Argentina y Cérdoba, ajustados
por edad, cada cien mil habitantes, periodo 1997-2001, pertenecen al Ministerio de Salud de
Argentina [300]. Se los comparé con EEUU y con los siguientes paises de Europa: Espafia, Francia,
Alemania, Eslovaquia y el Reino Unido segin Globocan 2000 [301]. Los datos de defunciones y
poblacion en Cordoba, fueron provistos por el Departamento de Estadisticas del Ministerio de Salud
de la Provincia de Cérdoba.

Calculo de tasas en Cérdoba:

La tasa cruda de mortalidad se calcul6 utilizando la siguiente formula: Tc = (Nd / Pt) x
100.000, donde Tc: es la Tasa cruda cada 100 mil habitantes, Nd: es el nimero de defunciones en
una poblacion en un periodo de tiempo definido y Pt: la poblacion total en el mismo periodo de
tiempo.

Para la tasa especifica por sexo la férmula fue: Ts = (Nds / Ps) x 100.000, donde Ts: es la
Tasa especifica por sexo cada 100 mil habitantes, Nds: el nimero de defunciones en determinado
sexo en una poblacién y en un periodo de tiempo definido y Ps: la poblacion total de ese sexo en el
mismo periodo de tiempo.

Analisis del comportamiento de las tasas

Para analizar el comportamiento de las tasas se consideraron periodos de cinco afios y se
calcul6 el porcentaje de cambio segun la siguiente féormula: (T-Ti) x 100/ Ti; donde T es la tasa
promedio de cada periodo ya sea cruda o especifica por sexo y Ti: la tasa del periodo 75-79 el cual
se consider6é como periodo inicial.

Asi también se analizé la distribucién de las defunciones por CB en Coérdoba segin sexo, edad y
localizacién.

En el presente trabajo se defini6 CB como cualquier NM que asiente en labio, lengua,

piso de boca, encia, paladar, mucosa vestibular /yugal o gldndulas salivales (CIE 9: del 140-145,
CIE 10: del 00 al 08). No se tuvieron en cuenta los codigos de amigdala, hipo, naso y orofaringe

[302].
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Hasta el afio 1996, se utilizé la Clasificacion Internacional de Enfermedades 9na. Revision
(CIE-9), la que a partir de 1997 fue reemplazada por la Clasificacién Estadistica Internacional de
Enfermedades y Problemas relacionados con la salud (CIE-10). La CIE-9 usaba los c6digos 140 a
145 a saber: 140: labio, 141: lengua, 142: glandulas salivales mayores, 143: encia, 144: piso de la
boca y 145: de otras partes de la boca. En la CIE-10 se consideran: cédigo 00: labio, 01: base de la
lengua, 02: otras partes y las no especificadas de la lengua, 03: encia, 04: piso de la boca, 05:
paladar, 06: otras partes y las no especificadas de la boca, 07: glandula parétida, 08: otras glandulas
salivales mayores y de las no especificadas. Debido a dicha modificacion los datos se analizaron en

dos periodos diferentes: 1975-1996 y 1997-2000.

RESULTADOS

Al considerar la tasa de mortalidad por tumores en todos los sitios, durante el periodo
1997-2001 en el sexo masculino, se observd que los paises con tasa mds alta fueron Eslovaquia y
Francia seguidos por Alemania y Espafa, siendo los Tumores mds prevalentes los de pulmén y
bronquios. En las mujeres el Reino Unido, Alemania y EEUU fueron los paises donde se registraron
los valores mds altos y la NM mds frecuente fue la de mama, excepto en EEUU donde el de pulmén
lo antecede.
En relacion al CB en dichas poblaciones, Eslovaquia y Francia fueron los paises con tasa mds alta
para ambos sexos, estando los valores de Cérdoba y Argentina entre los mds bajos especialmente en
mujeres (tabla 1).

Al analizar el porcentaje de cambio de la Tasa de mortalidad por NM en todos los sitios del
organismo en la provincia de Cérdoba en el periodo 1975-2000, se observé un incremento del 6,6%

(tabla 2).

Rosana A. Morelatto Pdgina 15




Estudio de Compuestos Nitrogenados. Su relacion con el Cdancer Bucal

Tabla 1: Tasa de Mortalidad por las ocho NM mas frecuentes, especifica por sexo (ajustada por

edad, cada 100 mil habitantes), periodo 1997-2001.

Todos los Boca

Sitios

M F M F

148.0 93.6 1.9 05

1553 964 1.6 04

201.5 98.0 44 08

176.6 1169 3.2 0.8

161.8 1164 1.8 0.8

217.8 108.8 9.5 1.0

176.1 85.0 3.9 0.8

171.0 128.0 1.8 0.8

1379 104.0 1.3 0.7

Mama

20.4

233

21.4

23.7

21,2

18.4

18,1

26,8

17.5

Colon

y Recto
M F

14.5 9.0

13.4 89

18.3 12.1

21.7 17.0

159 12.0

28.0 16.1

17.3 11.1

18.7 13.8

14.4 11.5

Leucemia

M F

34 3.1

54 33

6.1 3.9

5.7 39

6.6 4.2

7.1 3.7

54 32

49 33

5.1 33

*1997-2001 Ministerio de Salud Nacién Argentina [300]

**2000 Jemal et al. [301]

Bronquio j Prostata Estémago

Pulmén

M F

355 7.1

39.3 7.0

485 6.7

46.2 9.6

53.2 272

60.7 7.8

494 42

48.6 21.1

22.6 12.6

M

16,3
16.7
19.2
18.4
17,9
14.3
15.0
18,5

27.3

M F

9.9 39

102 3.8

8.0 3.6

129 7.8

45 23

169 7.3

12.6 6.2

10.1 4.8

74 4.0

Utero

Cuello otro

45 6.2

2.8 6.0

35 2.1

42 2.1

3320

54 52

27 24

39 1.7

29 20

Tabla 2: Tasa de mortalidad promedio por cancer de todos los sitios del organismo para ambos

sexos, en la provincia de Cérdoba periodo 1975-2000 y porcentaje de cambio con respecto al primer

periodo.

75-79 80-84 % cambio 85-89 % cambio 90-94
169,7 6,53

159,3 158,77 -0,38
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% cambio 95-00 % cambio
169,8 6,6
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Tabla 3: Numero de defunciones por Céancer Bucal. Relaciéon sexo y edad segin localizacion,

provincia de Cérdoba, periodo 1975-1996. Cédigos (CIE-9)

N° defunciones. Edad Promedio = N° defunciones. Edad Promedio

(%) +DS (%) +DS
45 (6,6%) 64 + 10 10 (6,1%) 73 + 12
308 (45,2%) 60+9 60 (36,4%) 61 + 16
155 (22,7%) 64 + 10 50 (30,3%) 64 + 15
15 (2,2%) 61+ 15 5 (3%) 57 + 10
48 (7%) 58+ 11 11 (6,7%) 65+ 10
111 (16,3%) 60 + 12 29 (17,6%) 65+ 12
Total 682 (100%) 61+ 11 165 (100%) 64 +12 4:1

Tabla 4: Numero de defunciones por tumores bucales. Relacion sexo y edad segiin localizacion,

provincia de Cérdoba, periodo 1997-2000. (CIE-10)

N° defuncione Edad Promedic N° defunciones Edad Promedic

(%) +DS (%) +DS
7 (5.8%) 72 +9 2 (5,3%) 84 + 12
50 (41,7%) 61+ 11 19 (50%) 71 + 11
23 (19,2%) 66 + 13 10 (26,3%) 73 + 10
15 (12,5%) 61+ 11 3 (7,9%) 74 + 17
10 (8,3%) 62 + 14 0
15 (12,5%) 66 + 10 4 (10,5%) 74+ 8
Total 120 (100% 65+ 11 38 (100%) 76 +12 3:1

En las Tablas 3 y 4 se puede observar el nimero de defunciones por CB en la provincia de

Rosana A. Morelatto Pdgina 11




Estudio de Compuestos Nitrogenados. Su relacion con el Cdancer Bucal

Cérdoba en el periodo 1975-2000. Sobre un total de 1005 defunciones en ambos sexos, la lengua fue
el sitio mds frecuente (43,5%), seguido de glandulas salivales mayores (23,7%). Al considerar la
distribucion de las defunciones por CB segun sexo y edad, surge que en todas las localizaciones
predominé el sexo masculino; no obstante en el periodo 1997-2000 la relacion M: F se aproxima, en
especial en lengua que pasé de 5:1 a 2,6:1.

En cuanto a la edad, el rango para todos los tumores bucales fue de 22 a 87 afios, con una
media de 59,5. Pueden observarse edades promedio mds altas en el segundo periodo para todas las
localizaciones en ambos sexos, especialmente en las mujeres y en labio. La edad promedio mds baja
en el primer periodo estudiado fue la de los tumores de piso de boca en hombres con 57,7 afios y
encia en mujeres con 57,5 afos (tabla 3); mientras que en el segundo periodo las edades mds bajas se
registraron en lengua y piso de boca (tabla 4).

Se estudi6 el porcentaje de cambio de la tasa de mortalidad por CB especifica por sexo en el
periodo 1975-2000 (Fig.1). Puede observarse que en el sexo masculino se incrementé un 59% hasta
el afio 1995, para descender en el ultimo periodo hasta un valor inferior al del primer periodo
estudiado. En el sexo femenino se produjo un incremento gradual que llega al 77% en el periodo 95-

2000 (tabla 5).

Tabla S: Tasa de mortalidad promedio por cancer bucal, especifica por sexo, en la provincia de

Cérdoba periodo 1975-2000 y porcentaje de cambio con respecto al primer periodo.

Sexo 75-79 80-84 % cambio 85-89 % cambio 90-94 % cambio 95-00 % cambio
Masc. 2,10 2,41 14,8 % 2,33 10,9% 3,34 59 % 2,06 -1,9%
Fem. 0,39 0,54 38,5% 0,65 66,7% 0,58 48,7 % 0,69 77%
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4
3,5 3,34 Fig. 1: Tasa de mortalidad
3 por CB, segin sexo,
2,5 2,33 provincia de Codrdoba,
) 2,06
2 periodo 1975-2000 (cada
1,5 100 mil habitantes).
1
0,69
0,5 "GM 3 0,66—;58
0 T T
75-79 80-84 85-89 90-94 95-00
=== Masculino === Femenino
DISCUSION

Mientras la mortalidad por NM en todos los sitios en EEUU en el periodo 1992-98

disminuy6 un 1,1% promedio por afio [301], en Cdrdoba la tasa es superior a la de Argentina y se
incrementd un 6,6% en el periodo 1975-2000 (tablas 1y 2).
En el presente trabajo al hablar de CB, se consideraron los cddigos C 140-145 de la CIE-9 siguiendo
a Shiboski y col [302]. Al comparar con otros autores encontramos que Moore y col consideran s6lo
algunas localizaciones bucales Codigos 143-145 [294], otros incluyen orofaringe 141-146 [303], un
importante nimero de autores estudiaron al cincer bucal y faringeo 140-149 [293, 295, 296, 299,
304-306] y por ultimo estdn los que excluyen labio, glandulas salivales y naso e hipofaringe
[307,308]. Esta diferencia en los formatos utilizados por los diferentes autores, dificulta la
comparacion con nuestros hallazgos.

La mortalidad por CB en hombres fue aumentando hasta 1994 donde lleg6 a ser un 59%
superior a la tasa del periodo 1975-79. Este fendmeno es similar a lo observado en el cédncer
orofaringeo en algunos paises de Europa como Ucrania, Estonia, Hungria y Rusia [295], sin
embargo a partir de 1995 en Coérdoba, se registré una disminucién de la mortalidad hallazgo de
dificil interpretacion pero observado también en otras poblaciones como San Pablo, Brasil [305],
Suiza, Suecia, Italia y Francia [293, 295].

La edad de los pacientes con CB fue superior en el ultimo periodo estudiado (Tabla 3) lo
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cual se corresponde con las observaciones realizadas por Su y col en Japon [306]. Esto
probablemente se explique con lo que pronostica el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos
INDEC [309] que considera que de continuar las actuales tendencias demogréficas, el peso de la
incidencia y mortalidad por céncer en Argentina, continuard desplazdndose hacia los grupos de
mayor edad [310]. Esto se debe a que la esperanza de vida pasé de 68,44 a 69,55 afios para los
hombres y de 75,69 a 75,75 aios para las mujeres en el periodo 1995-2000 [289]. La tendencia
actual mencionada en Europa es el aumento de la incidencia de CB en adultos jovenes,
especialmente en la lengua [311-312]; debido a que no existen registros oficiales de incidencia de
CB en nuestro pais, no se ha podido correlacionar con dicha observacion.

El CB es una enfermedad que afecta predominantemente el sexo masculino [313]; no
obstante hay evidencias que las tendencias estdn cambiando y que hay un incremento de casos de
cancer orofaringeo en mujeres de mediana edad, como se ha descripto en paises del centro y este
europeo (Eslovaquia, Bélgica, Grecia, y Republica Checa) en el periodo 1994-1999 [295]. En
Cordoba, si bien la tasa es relativamente baja, puede observarse un incremento gradual que llega a
ser en el periodo 95-2000 un 77% superior al primer periodo (tabla 5). Estas tendencias son
probablemente un reflejo del cambio de hébitos tales como el fumar o beber alcohol, que se han
incrementado en mujeres [295, 314-317]. En los dltimos afios en Argentina se detecté un aumento
del consumo de alcohol y tabaco en ambos sexos, llegando de un 30 a un 50% en varones
econdmicamente activos, destacando que es cada vez mayor el porcentaje de adolescentes que se
inician en la adiccién [318]; estos datos hacen suponer un incremento en la incidencia de las NM en
un futuro préximo.

Al analizar las localizaciones del CB se observo que el de lengua en varones mayores de 50
afios fue el més frecuente, lo cual es coincidente con la mayoria de los estudios [302, 303, 319, 320].
En el dltimo periodo analizado (1995-2000) llama la atencion el aumento de la tasa de mortalidad en
mujeres en los tumores de labio donde la relacion M: F pas6 de 4,5:1 a 3,5:1 y en lengua de 5:1 a
2,6:1. El cancer de labio es la NM mads frecuente en la cavidad bucal, el tipo histoldgico
predominante es el carcinoma a células escamosas, que representa un 95% de los casos [321]. La
mayoria ocurre en semimucosa de labio inferior, en hombres blancos expuestos en forma crénica al
sol y en general su prondstico es bueno. Pero existen ademds otras NM que pueden asentar en labio
como los adenocarcinomas que son mds frecuentes en labio superior y en mujeres, cuyo prondstico
es mds desfavorable que el carcinoma a células escamosas. En el presente trabajo se encontr6 que las

NM de labio en hombres y mujeres representaron el 6,5% y el 6% del total de defunciones por CB
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respectivamente (tablas 3 y 4). Debido a la imposibilidad de comparar estos datos con los de
incidencia y tipo histolégico, se podria adjudicar el alto porcentaje encontrado en mujeres al
incremento en la exposicién solar por cambio de hdbitos y a una mayor prevalencia de
adenocarcinomas como lo han observado otros autores [322]. Si bien un aumento en la incidencia no
puede relacionarse directamente con el aumento de la mortalidad, llama la atencién la baja tasa de
mortalidad por NM de encia siendo ésta una de las localizaciones de mds frecuente presentacion;
probablemente se deba a que dicho sitio sea incluido en la mayoria de los casos en la codificacion de
“otros sitios” [323-328].

La poblacién de Argentina se estimé en 36 millones en el 2001, representando la urbana un
88,6% en 1996 [289]. Coérdoba es una provincia mediterrdnea, de 3 millones de habitantes, que
concentra un 50% de su poblacién en la capital donde existen numerosas fabricas automotrices y
metalurgicas. A su vez en esta provincia hay regiones donde se consume agua con alto contenido de
arsénico, lo que ha dado lugar al hidroarsenicismo crénico regional endémico (HACRE) que
predispone al céncer de piel y de boca [329-330]. En la tabla 1 puede observarse que la mortalidad
por céncer en todos los sitios es mayor en Cordoba que en Argentina. Debido a que las diferencias
en tasas de mortalidad entre periodos de tiempo y dreas geogrdficas, deberian interpretarse en
términos de cambios en exposicion a factores de riesgo [294]; seria de fundamental importancia
profundizar los estudios de incidencia y mortalidad en nuestra provincia y relacionarla con los
factores que puedan estar influyendo en la etiopatogenia del cancer.

El CB es un serio problema de salud publica que causa gran morbilidad y mortalidad no
habiendo mejorado en décadas. Su prondstico depende fundamentalmente del diagndstico precoz de
lesiones sospechosas en boca, por lo cual es importante mantener adiestrados a los profesionales de
la salud particularmente odontélogos y médicos para reducir las devastadoras consecuencias del CB

en el mundo.
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En relacién a las conclusiones del estudio descripto con anterioridad y los datos de bajo
porcentaje de sobrevida de nuestros pacientes, asi como de la observaciéon de que en un alto
porcentaje los pacientes consultan en estadios avanzados, nos preguntamos cudl serian las

principales causas de demora en el diagnéstico del cancer bucal.

b- Demora en el diagnostico de carcinoma a células escamosas

en dos centros de diagnodstico de Cordoba, Argentina.

INTRODUCCION

El estadio al momento del diagndstico es el indicador de prondstico mds importante para el
carcinoma a c€lulas escamosas bucal y bucofaringeo. Desafortunadamente, cerca del 50% de dichos
canceres son identificados tardiamente (estadios III o IV) [331]. Si las lesiones son detectadas
cuando son pequefias, localizadas y tratadas expeditivamene, se pueden alcanzar tasas de sobrevida
de entre el 70 y 90% [332]. Asi, las posibilidades de curacion dependen del tiempo transcurrido entre
el primer sintoma y el inicio del tratamiento [333]. En diversas poblaciones se han estudiado la
demora en la derivacion y diagnoéstico asi como el rol del odontdlogo y de los profesionales médicos

en la deteccion del cancer bucal [334-345], no habiendo datos de lo que ocurre en nuestro medio.

OBJETIVO
Investigar la demora en el diagnodstico del CB en pacientes concurrentes a dos servicios

estomatoldgicos.de la ciudad de Cérdoba, Argentina.

MATERIAL Y METODOS
Se realizé un estudio retrospectivo de historias clinicas completas de pacientes con
carcinoma a células escamosas bucal (CCE), que asistieron al servicio de Clinica Estomatolégica B

y al servicio de Oncohematologia del Hospital Nacional de Clinicas entre los afios 1992 y 2004.

El examen clinico y el diagnéstico fue realizado por profesionales entrenados y
supervisados por el profesor a cargo del servicio. Todos los pacientes firmaron el consentimiento

antes de ser atendidos.
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Se consignd: sexo, edad, signo o sintoma, primer profesional de la salud (PS) al que
consulté y tratamiento indicado. El estadio al momento del diagndstico fue clasificado de acuerdo a
la version 1997 de la “Union Internationale Contre le Cancer”- American Joint Committee on
Cancer Classification- [344]. Los sintomas se clasificaron como: dolor, tumoracion, ulceracion,
mancha blanca y desadaptacién protética, entre otros. Los estadios III y IV fueron considerados
como avanzados (EA) y I y II, como iniciales (EI) [345].

La demora en el diagndstico del CB fue dividida, de acuerdo a estudios previos, en:
A-Demora atribuible al paciente: desde el primer signo o sintoma que not6 el paciente hasta la 1*
consulta a un PS [340].
B-Demora del profesional: el periodo de tiempo transcurrido entre la primera consulta con un PS y
con el especialista que hace la biopsia [340].
C-Demora del paciente y del profesional: el periodo de tiempo entre el diagndstico definitivo y el
inicio del tratamiento [346].

Mas de 30 dias en cualquier periodo (A, B o C) fue considerada como demora [340].

Se aplicaron los test de Wilcoxon (Mann Whitney U) y andlisis de regresion logistica

multiple, usando InfoStat/Professional version 1,1.

RESULTADOS

Se incorporaron un total de 70 pacientes con diagnostico de CCE, 6 (66%) fueron de sexo
masculino, relacion 1,9:1. El rango de edad fue de 25 a 93 afios , media 59,9.

El tumor de localizacion mds frecuente fue el de lengua, 37% (n=27). Todos los tumores
localizados en encia, paladar duro, piso de boca y trigono retromolar fueron diagnosticados en

estadios en EA. El 100% de los tumores de labio fueron diagnosticados en EI (tabla 1).
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Tabla 1: Localizacion y estadios de los tumores al momento del diagndstico.

Localizacion %0 n=73% Estadio tempra Estadio  tard
(%) (%)
Lengua 37 27 38 62
Encia 11 8 - 100
Reborde 11 8 28 72
Piso 14 10 - 100
M.yugal 10 7 28 72
Trigono 4 3 - 100
Labio 5 4 100 -
Paladar 8 6 - 100

*Tres de los pacientes tuvieron CCE de mds de una localizacion.

El dolor fue el primer signo y sintoma, n=27 (38,5%), como lo muestra la Tabla 2. El
primer PS consultado fue el odont6logo, 30 pacientes (41,4%), seguido del médico clinico, 21
pacientes (30%). El 80% de los pacientes recibié alguna indicacion de tratamiento, siendo
polimedicados el 30% de ellos; se indicaron colutorios en el 26% de los casos y antibidticos y
antiinflamatorios en el 20%. So6lo 4 pacientes (6%) recibid la indicacion de biopsia en la primera
consulta (Tabla 3). Las tablas 4 y 5 muestran los datos correspondientes a las demoras A y B

respectivamente clasificadas por estadios, 40 pacientes (58%) tuvieron demora A y 44 (64%),

demora B.
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Tabla 2: Sintoma o signo que lo llevo a consultar a un profesional de la salud.

Sintomas mas frecuentes % n
Dolor 38 27
Tumor 11 8
Ulcera 11 8
Sangrado 7 5
Ardor 7 5
Mancha 4 3
Desadaptacion protética 6 4
Endurecimiento 3 2
Mov. dentaria 3 2
Dificultad en el habla 1 1
Sin sintomas 7 5

Tabla 3: Medicacion y/o conducta clinica adoptada en la primera consulta.

Medicacion indicada( en la primera consulta) n (%)

Colutorios 18 (26)
Antibidtico-otros 14 (20)
Antibidtico unicamente 4 (6)

Analgésicos-antiinflamatorio 14 (20)
Antiftingico 6 (8,5)
Tratamiento topico 10 (14)
Automedicado 5(7)

Polimedicado 21(30)
Exodoncia 7(10)
Adaptacion protética 8 (11)
Biopsia 4 (6)

Ninguno 14 (20)
sin datos 6 (8,5)
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Tabla 4: Demora A (del paciente) en relacién al estadio.

<30 dias  30-60 dias  60-120 dias >120 dias
n (%) n (%) n (%) n-(%)
6 (32) 2 (10) 3 (16) 8 (42)
23 (46) 12 (24) 8 (16) 7 (14)
29 (42) 14 (20) 11 (16) 15 (21) 40 (58)

Total

*en 1 paciente se desconoce demora.

EnEI: 69% y en E A: 53% de los pacientes demoraron en consultar.

Tabla 5: Demora B (del PS) en relacién al estadio.

<30 dias  30-60 dias 60-120 dias  >120 dias
n (%) n (%) n (%) n (%)
5(28) 4 (22) - 9 (50)
20 (39) 6 (12) 18 (35) 7(14)
25 (36) 10 (14) 18 (26) 16 (23) 44 (64)

Total

En ambos casos, la demora fue mas importante en los EI, especialmente en los profesionales; estos

resultados se muestran en la Figura 1.

3.5
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E:T 25 i Figura 1: Demora del paciente y del profesional de
2,0 { acuerdo al estadio.
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Por otra parte, el promedio de demora A en dias fue 77,5 en mujeres y 67,8 en hombres. La demora
B fue: 70,4 dias en mujeres, y 62,6 en hombres. Solamente el 22% de los pacientes tuvieron demora
C, la cual fue ligeramente mayor en estadios avanzados (23%) (Tabla 6). Cuando se aplicé el andlisis
de regresion logistica, la demora del profesional (p=0.03) fue la variable mas relacionada al estadio
al momento del diagnéstico (Tabla 7). El sexo, la edad y el sitio del tumor, no estuvieron

relacionados al estadio al momento del diagnéstico de CCE bucal.

Tabla 6: demora C (paciente y PS) relacionada al estadio del tumor.

<30 dias 30-60 dias 60-120 dias >120 dias

n(%) n(%) n(%) n(%)
12 (64) 2 (13) 1(7) -
37 (77) 6 (13) 2 (4) 3 (6)
Total 49 (78) 8 (12) 3(5) 3(5) 14 (22)

“ En cuatro pacientes se desconocia la demora C. ° En tres pacientes se desconocia la demora C.

Tabla 7: Relacion entre edad, sexo, localizacion del cancer y demora A y B. Andlisis de Regresion

logistica multivariado.

Predictor Coeficiente EE odd LI LS P
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DISCUSION

Las tasas de mortalidad por tumores malignos de todo el organismo se incrementd en
ambos sexos un 6,6% entre 1975 y 2000 en Coérdoba, Argentina. En relacién al CB se registré un
incremento del 59% en hombres hasta 1995, y disminuy6 en el dltimo periodo hasta un valor inferior
al del primer periodo estudiado (1975-1980); en mujeres, el incremento fue gradual, llegando a un
77% (34717, En el servicio de Oncohematologia del Hospital Nacional de Clinicas de la ciudad de
Cordoba, la tasa de sobrevida promedio a cinco afios en pacientes con CB, fue de 22% cuando

] (18), indicando la

fueron diagnosticados en estadios avanzados (IIl y IV) y 78% en EI (I y A) [348
importancia de la deteccion temprana y tratamiento precoz del CB en la mejora del prondstico.
Desafortunadamente es comiin la demora a partir de la aparicion de los sintomas hasta la biopsia y la
mayoria de los casos son diagnosticados tarde. Estas consideraciones nos llevaron a investigar la
demora diagnéstica en el CB en Cérdoba.

Diversos autores han estudiado este problema tratando de determinar quién puede ser mas
responsable de la demora, como puede verse en la tabla 8.

En nuestro estudio 61% de la poblacién analizada tuvo demora en el diagndstico (A 'y B) de
mads de 30 dias. Un estudio llevado a cabo en Grecia, report6 similares resultados donde el 52% de
los pacientes tuvo mds de tres semanas de demora [349].

Jovanovic y col. (1992) en los Paises Bajos reportan una media de 46 dias [334] de demora;
en Canad4 [350] e Italia [351] fue de 3 meses hasta el diagndstico y de 4 meses en Finlandia [352],
Dinamarca [337] e Israel [336]. Si bien nuestros resultados fueron mds favorables que aquellos de
las mencionadas poblaciones, la proporcion de pacientes con demora todavia se mantuvo
considerablemente alta.

Segun nuestros resultados, el tiempo transcurrido entre el primer sintoma y la consulta con
un PS (demora A) fue de 2,5 meses en mujeres y 2,3 en hombres, mientras Onizawa y col en Japén
reportaron 1,6 meses [341]. El porcentaje de pacientes con demora A en Cérdoba de mas de un mes
(58%), fue similar al valor encontrado por Jovanovic et al. (53,7 %) [334] y mas bajos que los de
Pinholt y col (92%) [353].

Debe considerarse que existen limitaciones para esta investigacion, tal como la posibilidad
de que los pacientes no registren correctamente la aparicion de los sintomas. Wildt y col sugieren
que la informacidn acerca del tiempo de aparicién del primer sintoma es imprecisa [337]. El dolor
fue el primer signo o sintoma mas comun, pero méas de la mitad de los pacientes

no consultaron a un PS hasta después de un mes de la aparicion de los sintomas. Onizawa y col
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consideran que los sintomas pueden no ser lo sufucientemente molestos o importantes como para
requerir tratamiento profesional [341]. El tiempo transcurrido entre el primer sintoma y el
diagndstico fue mayor en las mujeres que en los hombres en nuestra poblacion de estudio (77 y 68
dias respectivamente). Wildt y col informaron resultados similares [337]. En el presente trabajo,

observamos que el 100% de los canceres de labio y el 38% de las lesiones de lengua

Tabla 8: Responsabilidad de la demora en el diagndstico del CB segtin diferentes autores

Pais Afio Autor n= Demora
1992 Holanda Jovanovic et al. 50 paciente
1992 Australia Dimitroulis et al. 51 paciente
1994 Brasil Kowalski et al. 334 profesional
1995 Israel Gorsky et al. 543 profesional
1995 Dinamarca Wildt et al. 167 paciente
1998 Malasia Khoo et al. 65 paciente
1998 Canada Allison et al. 188 profesional
2001 Tailandia Kerdpon et al. 161 paciente
2001 Brasil Kowalski et al. 69 profesional
2003 Japon Onizawa et al. 152 profesional
2005 Irlanda O~Sullivan et al. 370 profesional
2005 Holanda Tromp et al. 306 paciente

fueron diagnosticados en estadios iniciales (EI) (Tablal), mientas que Gorsky y col en Israel
encuentran el 82% en labio y 58% de los tumores de lengua en el E 1 [336].

Nuestros hallazgos acerca de que no hubo asociacién significativa entre demora del paciente
(A) y edad, sexo, localizacién y estadio, acuerda con reportes previos [334, 335, 337, 340, 354].

La demora del profesional (B), fue la variable més relacionada al estadio en el

momento del diagnéstico en nuestro estudio. Onizawa y col informaron resultados similares,

indicando que los odontélogos fueron una de las variables mds significativas relacionadas al segundo

paso en la demora [341]. Como puede verse en la figura 1, la demora B fue mds importante en los
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estadios iniciales. Si bien el primer profesional consultado fue el odontélogo (42.8%), solamente el
6% de los pacientes recibieron indicacién de biopsia y en lugar de ello 80% fue medicado. En
Tailandia 32,3% fueron biopsiados y 28,6% fueron medicados [340].

Los médicos principalmente prescribieron diversa medicacién mientras que lo mas comiin
entre los odontélogos fue adoptar una conducta mas mecdnica, efectuando extracciones dentarias o
adaptando las prétesis [340] y tienden a ser mds lentos en sospechar malignidad.

Considerando que el estadio al momento del diagndstico tiene un valor prondstico muy
importante y que nuestro estudio revela que la demora B fue mds importante en EI (Figura 1), es un
desafio de los profesionales entrenarse en el examen bucal para detectar lesiones precancerosas y las
primeros manifestaciones clinicas del CB. La instruccién del profesional al paciente debe incluir
datos precisos acerca del canal de derivaciéon mds directo que pueda ayudar a reducir la demora
profesional.

En relacién al dltimo paso (demora C) no encontramos asociacion entre estadio y el
momento de inicio del tratamiento. En relacion a este hecho, Kowalski y col informaron que 94.3%
de las demora en iniciar el tratamiento fueron debidas a reticencias del paciente o problemas en el
sistema de salud [346].

Si bien el CB se presenta en una parte del organismo que es facilmente accesible para la
deteccion temprana, la mayoria de las lesiones no son diagnosticadas hasta que alcanzan un estadio
avanzado [355]. Los hallazgos del presente trabajo también indican que los pacientes son
responsables en la demora del diagnéstico del CB. Es necesaria una intensa promocién publica y
campafias educacionales destinadas a crear mayor conciencia en la poblacion, focalizando
inicalmente en la importancia de hdbitos como el de consumo de tabaco y alcohol, los cuales

incrementan el riesgo de desarrollar la enfermedad.
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Conclusiones

El Cancer Bucal es multifactorial y de prondstico reservado; los factores etiologicos mds
relacionados son los ambientales y dentro de éstos los carcindégenos quimicos adquieren mayor
relevancia. El tabaco y el alcohol son los mds extensamente estudiados y otros se proponen mds
recientemente, como la alimentacién, la mala higiene, el trauma y la inflamacién, todos éstos
relacionados con los compuestos nitrogenados, que requieren de mayor profundizacion.

Cuando se determind la concentracién de dichos compuestos en saliva, se pudo observar que
existe una gran influencia de la matriz y de la quimica de los nitratos y nitritos en las condiciones de
almacenamiento y procesado, siendo conveniente extraer la muestra a las 8:30h, a todos los
pacientes a la misma hora y procesadas inmediatamente, y de no ser posible guardarlas hasta una
semana en freezer de -37°C. En el andlisis de las condiciones preanaliticas, cuando se evaluaron las
variaciones individuales, éstas mostraron una aparente estabilidad de los valores de nitritos salivales
en cada sujeto y una relacion constante nitrato/nitrito, por lo que su determinacidn seria til para el
seguimiento de pacientes en estudios de cohorte, particularmente en aquellos de riesgo.

Por otra parte, la iNOS, enzima estrechamente vinculada a procesos inflamatorios y
carcinogénesis, mostré una marcada positividad en el epitelio del tumor (p=0,002) y en la zona sana
cercana al mismo, por lo que creemos que seria un marcador IHQ importante asociado a cambios
epiteliales premalignos.

Si bien la tasa de mortalidad por céncer bucal en la provincia de Cérdoba, es relativamente
baja, puede observarse un incremento gradual que llega a ser en el periodo 95-2000, en el sexo
femenino un 77% superior al primer periodo.

A pesar de encontrarse en una localizacién que es rapidamente accesible para el diagndstico,
la mayoria de las veces el CB es diagnosticado cuando las lesiones alcanzan estadios avanzados. En
nuestro andlisis de la situacién efectuado en dos centros de diagnostico de la ciudad de Coérdoba,
apenas 4 pacientes (6%) recibieron indicacion de biopsia en la primera consulta y la variable més
relacionada al estadio al momento del diagndstico, fue la atribuida al profesional quien se demord
mads en los estadios tempranos. La formacién de los profesionales de la salud a través de programas
para el diagndstico precoz del cancer bucal, se hace indispensable en nuestro medio. El 58% de los
pacientes consultaron después del mes de aparicion del primer sintoma lo que indica que son
parcialmente responsables de la demora en el diagnostico del cdncer bucal. Estos hallazgos

evidencian la necesidad de desarrollar campafias de educacién para la salud de la poblacion, que
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junto a una adecuada capacitacion de los profesionales facilitard la aplicacion de medidas

preventivas y como consecuencia un mejor prondstico de los pacientes afectados.
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Resumen

El céncer bucal (CB) es multifactorial, muchos de los factores de riesgo han sido
extensamente estudiados como el consumo de tabaco y alcohol; si embargo el aumento en el nimero
de casos a nivel mundial y la aparicién de algunos (cénceres) no asociados a dichos factores, hacen
necesaria la bisqueda de nuevos agentes. Los compuestos nitrogenados estdn relacionados con la
alimentacion, la mala higiene bucal y la inflamacidn, factores éstos que se encuentran en estudio en
los dltimos afos. El Nitrito (NO,") y el 6xido nitrico, formado por la via de la 6xido-nitrico sintetasa
(ONS), se involucran en la formacién de nitrosaminas y en la progresioén y diseminacion de tumores.
Diversos estudios sugieren que ONS inducible (iNOS) puede estar ligada a la carcinogénesis.

El Objetivo del presente trabajo fue estudiar la concentracion de nitritos en saliva y en la mucosa
bucal de pacientes con CB y relacionarla con la presencia de diferentes factores carcinogénicos.

Material y métodos: el grupo de estudio estuvo constituido por 18 (dieciocho) pacientes con

diagndstico de carcinoma a células escamosas bucal (CA), y 11 (once) del grupo control (C) con
pacientes con lesiones hiperpldsicas simples, que requerian extirpacion quirtrgica. Se recolectd
saliva en ayunas y se tom0 material para biopsia de la zona central de la lesiéon (A) y del margen
circundante (C). La concentracion salival de NO,™ se efectud por el método de Griess. Se determiné
la presencia de la iNOS mediante Inmunohistoquimica (IHQ).

Resultados: Ajustando variables como: horario de recoleccion, temperatura de almacenamiento y
momento de procesado, los valores de estos compuestos se mantuvieron estables en el mismo sujeto
siendo mayores las variaciones interindividuales. Sin embargo no se observaron diferencias
significativas en la concentracion salival de NO;, entre CA y C. Se encontré una tendencia de
asociacion entre la edad (OR=1,93), la alimentacién (OR=4,08), la candidasis (OR=2,33), el consumo
de tabaco (OR=2,25) y los niveles salivales de nitrito segin el OR. En las muestras de tejido el 71%
de los pacientes CA tuvieron presencia de iNOS en la zona A (p= 0.002 OR= 40 IC 95%: 1.9 - 845)
y 54,5% en la zona C (p= 0.06 OR= 11 IC 95%: 1-117). En el grupo Control, ningiin paciente tuvo
la enzima en el epitelio de la lesion.

Conclusiones: La presencia de iNOS en el tumor y en el epitelio que lo rodea, asi como la tendencia
a un incremento de los niveles salivales de nitrito en relacién con la edad, la alimentacién, la
candidasis bucal y el consumo de tabaco, significan un aporte al estudio etiopatogénico del cancer
bucal, que requiere de nuevos trabajos en dicha linea para obtener resultados aplicables a su

prevencion.
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Summary

Oral cancer (OC) is a multifactorial disease; although many risk factors have been
extensively described, including tobacco use and alcohol consumption, many others need yet to be
unraveled. Among these risk factors, nitroso compounds have been suggested to be linked to
carcinogenesis. In recent studies, they have also been related to diet, poor dental hygiene and
inflammation. Nitrite (NO2") and nitric oxide, formed through the nitric oxide syntethase (NOS), are
involved in the formation of nitrosamines and in the progression and dissemination of tumors.
Several studies suggest that inducible NOS (iNOS) could also be linked to carcinogenesis. The aim
of this study was to document the saliva nitirite concentration and the presence of iNOS in oral
tissues of patients with OC and to establish its relationship with other carcinogenic factors. Patients
and methods: the study population was composed by 18 patients with diagnosis of oral squamous
cell carcinoma (CA) and a control group (C) of 11 patients with non-malignant hyperplastic lesions
who underwent surgical eradication. The fasting NO, saliva concentration and the presence of iNOS
in biopsies [central zone of the lesions (A) and surrounding margin (C)] were determined by the
Griess’s method and immunohystochemical analyses, respectively. Results: After adjunting for
variables such as collection time, storage temperature and processing moment, the saliva NO2°
concentration was stable in the same individual; however, it showed a great interindividual variation.
No association was found between the NO, salivary concentration and the patients” diagnosis;
however, there was a tendency towards an association between the NO, salivary concentration with
age (OR=1,93), diet (OR=4,08), oral candidiasis (OR=2,33) and tobacco use (OR=2,25). Seventy
one percent of patients with CA had iNOS in zone A (OR = 40, IC 95% 1.9 — 845; p = 0.002) and
54.5% in zone C (OR =11, IC 95% 1-117; p = 0,06); however, no patient from group Control had
this enzyme in their lesions. Conclusions: The presence of iNOS in the tumor and in the surrounding
epithelium of OC found in this study may suggest that this enzyme may be added to the list of
pathogenic factors modulating this disease. Another important finding of this study is the influence
age, diet, oral candidiasis and tobacco use may have in the saliva nitrite concentrations. Owing that
the important preventive implications these findings may have in OC, more studies in this field are

warranted before making any definitive conclusion.
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