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RESUMEN

Objetivo: analizar la relacion entre AG dietarios y envejecimiento y la inflamacion de la
mucosa bucal, determinada a través de citoquinas en saliva, de personas sanas y con
diagndstico de enfermedades liquenoides bucales (ELB) y carcinoma bucal de células
escamosas (CBCE).

Participantes, materiales y métodos: se incluyeron 95 participantes distribuidos de la
siguiente manera: 64 voluntarios de ambos sexos, aparentemente sanos, divididos en tres
grupos etarios: 20-39 (G1; n=20), 40-59 (G2; n=24), 60-80 (G3; n=20); 31 personas que
concurrieron a las Catedras A y B de Estomatologia y al Servicio de diagnéstico y
prevencion de cancer bucal, Facultad de Odontologia (FO)-UNC, con diagnostico clinico
de ELB (G4; n=20), y CBCE (G5; n=11) sin tratamiento (40-80 afios). En cada
participante se realizé historia clinica, examen del sistema estomatognatico y periodontal.
Se complet6d una encuesta de frecuencia de consumo alimentario cualitativo-cuantitativo
validada. Los datos se procesaron mediante Interfood v.1.3. De cada participante se obtuvo
saliva total no estimulada y se determinaron IL-1p, IL-6 y TNF (ELISA), eicosanoides 12-
HHT, 13-HODE, 5- y 12-HETE (HPLC), y AG (cromatografia de gas). Se emple6 prueba
de Kruskal Wallis y coeficiente de correlacion de Spearman (p<0,05). Los aspectos éticos
fueron aprobados por el CIEIS-FO.

Resultados: los niveles de IL-1p y TNF fueron mas bajos en G2 y G3 que en G1, ¢ IL-6 en
G3 con respecto a G2 y G1. No se observaron diferencias segiin sexo en ningun grupo. IL-
6 y TNF fueron mayores en personas con lesion bucal que en sanas con edades similares.
Se observo que IL-6 disminuye a mayor ingesta de AG n-3 en G1 y G3, pero también
aumenta en G3 a mayor consumo de AG saturados (AGS). IL-6 e IL-1p disminuyen a
mayor ingesta de AGS en G2. TNF disminuye a mayor consumo de AG n-3 en G1, G2 y
G3, pero aumenta con mayor ingesta de AG n-6 en G2 y G3, y de AGS en G1 y G3. En
CBCE, IL-1p e IL-6 aumentan a mayor consumo de AGS 12:0 y 20:0, respectivamente. Se
hallaron asociaciones entre AG dietarios y en saliva: positivas para 18:3 n-3en G1y G2,y
18:2 n-6 y 20:4 n-6 en G1, G2 y G3; negativas entre 20:5 n-3 y 22:6 n-3 dietarios y el 18:2
n-6 en saliva de G3; positiva entre 18:3 n-3 dietario y el 22:5 n-3 en saliva de ELB, y entre
el total de AGPI dietarios y el 22:5 n-3 en saliva de CBCE. Los niveles de eicosanoides 13-
HODE, 5 y 12-HETE fueron mayores en personas con lesion bucal que en sanas. Se
encontraron las siguientes asociaciones entre AG dietarios y eicosanoides en saliva: en G1,
negativas entre 18:2 n-6 y 18:3 n-3 y 12-HETE, y positiva entre 18:2 n-6 y 5-HETE; en
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ELB, positiva entre 18:2 n-6 y 12-HHT, y negativas entre 18:3 n-6 y 20:4 n-6 y 5-HETE;
en CBCE, negativas entre 18:3 n-6 y 12-HHT, y 18:2 n-6 y 13-HODE.

Conclusiones: el envejecimiento y la ingesta de AG n-3 se asocian, en personas sanas, a
una disminucion de la concentracion de citoquinas proinflamatorias en saliva, en tanto que
lo contrario ocurre con el consumo de AG n-6 y AGS. Ademas, estos ultimos se asocian a
un aumento de esas citoquinas en saliva de pacientes con cancer. Es necesario continuar
investigando a fin de contribuir en el avance de técnicas complementarias de diagndstico y
en las recomendaciones alimentarias tendientes a prevenir el desarrollo de enfermedades

inflamatorias y cancer bucal.
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ABSTRACT

Objective: to analyze the relationship between dietary fatty acids (FA) and ageing and
inflammation of the oral mucosa, determined through salivary cytokines, in healthy
subjects and persons with a diagnosis of oral lichenoid diseases (OLD) and oral squamous
cell carcinoma (OSCC).

Participants, materials and methods: 95 participants were included in the study and
distributed as follows: 64 healthy volunteers of both sexes divided into groups according to
age: 20-39 (G1; n=20), 40-59 (G2; n=24), 60-80 (G3; n=20); 31 persons with a clinical
diagnosis of OLD (G4; n=20) and OSCC (G5; n=11) (40-80 years old) with no previous
treatment (they attended the Department of Stomatology and the Service of diagnosis and
prevention of oral cancer, School of Dentistry, National University of Cordoba). A clinical
history as well as an examination of the stomatognathic system and periodontal tissues
were performed. A validated qualitative-quantitative food frequency questionnaire was
completed. Data were processed using Interfood v.1.3. Mixed unstimulated saliva was
obtained from each participant to analyze IL-1f, IL-6 and TNF (ELISA), eicosanoids 12-
HHT, 13-HODE, 5- and 12-HETE (HPLC), and FA (chromatography of gas). Kruskal
Wallis test and Spearman's correlation coefficient were used (p<0.05). The ethical aspects
were approved by CIEIS-FO.

Results: IL-1p and TNF levels were lower in G2 and G3 than in G1, and IL-6 in G3 with
respect to G2 and G1. No differences according to sex were found in any group. IL-6 and
TNF were higher in oral lesion bearing participants than in healthy subjects of similar ages.
IL-6 decreased with a higher n-3 FA intake in G1 and G3, but also increased in G3 with a
higher consumption of saturated FA (SFA). IL-6 and IL-1p decreased with a higher SFA
intake in G2. TNF decreased with a higher consumption of n-3 FA in G1, G2 and G3, but
increased with a greater n-6 FA intake in G2 and G3, and of SFA in G1 and G3. An
increase of IL-1p and IL-6 was observed in OSCC with a higher consumption of 12:0 and
20:0 saturated FA, respectively. The following associations were found between dietary
and salivary FA: positive for 18:3 n-3 in G1 and G2, and 18:2 n-6 and 20: 4 n-6 in G1, G2
and G3; negative between dietary 20:5 n-3 and 22:6 n-3 and salivary 18:2 n-6 in G3;
positive between dietary 18:3 n-3 and salivary 22:5 n-3 in OLD, and between total dietary
PUFA and salivary 22:5 n-3 in OSCC. 13-HODE, 5 and 12-HETE eicosanoids were higher
in oral lesion bearing patients than in healthy subjects. The following associations between

dietary FA and salivary eicosanoids were found: in G1, negative between 18:2 n-6 and
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18:3 n-3 and 12-HETE, and positive between 18:2 n-6 and 5-HETE; in OLD, positive
between 18:2 n-6 and 12-HHT, and negative between 18:3 n-6 and 20:4 n-6 and 5-HETE;
in OSCC, negative between 18:3 n-6 and 12-HHT, and 18:2 n-6 and 13-HODE.

Conclusions: ageing and the intake of n-3 FA are associated with a decrease of
proinflammatory salivary cytokine concentration in healthy subjects, while the opposite
occurs with the n-6 and saturated FA consumption. Furthermore, the intake of SFA is
associated with an increase in these salivary markers of inflammation in cancer patients.
Further studies are necessary in order to contribute to the advancement of complementary
diagnostic techniques and to dietary recommendations oriented to the prevention of

inflammatory diseases and oral cancer.
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MARCO TEORICO
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La inflamacidén es un proceso fisiol6gico necesario para el correcto funcionamiento
del organismo, pero cuando persiste puede favorecer el desarrollo de cancer. La mucosa
bucal es sitio de asiento de procesos inflamatorios como los desérdenes potencialmente
malignos y el cancer bucal. La dieta y el envejecimiento juegan un papel importante en la

modulacion de los procesos inmunoldgicos y la inflamacion.

INFLAMACION

La inflamacion es una respuesta inmune innata, indispensable para la homeostasis
del hospedador contra patdgenos invasores y para la cicatrizacion de los tejidos, que puede
ser aguda o cronica (1-4). La inflamacion aguda se caracteriza por el movimiento de
proteinas séricas y leucocitos, desde la sangre hacia el tejido extravascular, con
reclutamiento inicial de neutrofilos seguido de monocitos que se diferencian en
macrofagos (4,5). Esos eventos iniciales relacionados con un aumento de la permeabilidad
vascular e infiltrado leucocitario son regulados por mediadores lipidicos -como
prostaglandinas (PG), leucotrienos (LT) y endocannabinoides- péptidos como citoquinas y
quimiocinas (3,4,6-8) (véase ANEXO 1), especies reactivas de oxigeno, derivados de
aminodacidos y enzimas (4).

La inflamacién normalmente es autolimitada y se resuelve rapidamente debido a la
secrecion de citoquinas antiinflamatorias y mediadores lipidicos prorresolucion, que actian
para inhibir la sefalizacion proinflamatoria, y también a la pérdida de receptores para
mediadores inflamatorios y a la activacion de células que regulan a otras que tienen accién
inflamatoria (4,9). Dentro de los mediadores antiinflamatorios enddgenos se encuentran las
resolvinas, lipoxinas, protectinas y maresinas, biosintetizadas a partir de los acidos grasos
(AG) n-3 (4,6,9-12). La supresion del infiltrado leucocitario revierte la vasodilatacion, la
permeabilidad vascular y promueve la eliminacion de células inflamatorias, exudado y
detritus del tejido, restaurando la homeostasis (6,13).

Sin embargo, si la resolucion oportuna de la inflamacion falla, ésta persiste y puede
progresar a inflamacion cronica y a enfermedades autoinmunes (3,4,14-16). La mayoria de
las caracteristicas de la inflamacion aguda continGan a medida que se vuelve cronica,
incluida la vasodilatacién, el aumento del flujo sanguineo, la permeabilidad capilar y la
migracién de neutréfilos al tejido lesionado o infectado. Los macrofagos y linfocitos
comienzan a reemplazar a los neutréfilos (17) los que, junto a las células plasmaticas,
producen citoquinas inflamatorias, factores de crecimiento y enzimas, y contribuyen a la

progresion del dafio tisular y la reparacion secundaria, incluida la fibrosis y la formacion

12
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de granulomas (18). En respuesta a antigenos extrafios o autoantigenos, los macrofagos y
las células dendriticas liberan citoquinas como interleuquina 1-f (IL-1p) y factor de
necrosis tumoral (TNF), las que inducen a las células endoteliales a liberar selectinas e
integrinas que estimulan la quimiotaxis y la diapédesis de los leucocitos circulantes. Los
macrofagos y células dendriticas también desempefian un papel importante en la
eliminacion del antigeno por fagocitosis y en la liberacion de citoquinas, ademéas de que
actuan como presentadoras de antigeno para los linfocitos. Una vez que los leucocitos
circulantes ingresan al sitio de la lesion son activados por las diversas citoquinas y
quimiocinas secretadas y liberan aln mas citoquinas y mediadores de la inflamacién
(17,18) (Véase ANEXO 1).

Inflamacién y cancer

La inflamacion persistente puede favorecer la aparicion y el desarrollo de cancer al
promover el crecimiento de vasos sanguineos, la proliferacion de células neoplasicas
malignas y la invasion tumoral (19-21). Las celulas del microambiente inflamatorio,
basado en citoquinas proinflamatorias, estimulan la activacion de las especies reactivas de
oxigeno y de nitrogeno que juegan un papel importante en los dafios del ADN (3, 21-27).
Se producen mutaciones y, como resultado, los genes supresores de tumores como p53
pueden inactivarse, mientras que oncogenes como Kras pueden activarse (25,28). Todo
esto genera una estimulacion sostenida de vias de sefializacion, como la del factor de
transcripcion nuclear kappa beta (NF-kPB) y el transductor de sefial y activador de la
transcripcion 3 (STAT3) (20,25), que promueve la proliferacion y diferenciacion de células
epiteliales y endoteliales, y el desarrollo de cancer (20).

El microambiente tumoral presenta varios tipos de células inflamatorias, incluidos
los fibroblastos, macrofagos, pericitos y células endoteliales que forman los vasos
sanguineos del tumor. Las células tumorales se comunican con esas células inflamatorias,
mediante la secrecion de citoquinas y factores de crecimiento, para favorecer el desarrollo
tumoral y generar resistencia. Las citoquinas son esenciales e incluyen IL-1p,
interleuquina-6, -17 y -23 (IL-6, IL-17, 1L-23), TNF, factor de crecimiento transformante
beta (TGF-B) y factores estimulantes de colonias (21,28,29). Todo ese ambiente
inflamatorio continla estimulando las vias de sefializacion NF-k y STAT3, las que
promueven el avance del cancer a través de diferentes mecanismos (28).

A continuacién se presentan algunos ejemplos acerca de la relacion entre

inflamacion crénica y tumorigénesis: infeccién por Helicobacter pylori, gastritis crénica y
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cancer gastrico; tabaquismo, desarrollo de neumonia crénica y cancer de pulmén; virus de
hepatitis B y C, desarrollo de hepatitis cronica y cancer hepético (20,21,28); enfermedad
inflamatoria intestinal y cancer colorrectal (21,25,28); inflamacion cutanea asociada a la
radiacion ultravioleta y cancer de piel; litiasis biliar, colecistitis crénica y céncer de
vesicula biliar (21).

Inflamacion en la mucosa bucal

La mucosa bucal, que en estado de salud actiia como barrera de proteccién, también
puede ser sitio de asiento de procesos inflamatorios y cancer (30-34). Lesiones fisicas,
infecciones microbianas y reacciones inmunes, dan como resultado la induccién de
péptidos antimicrobianos y produccién de citoquinas y quimiocinas que promueven el
infiltrado celular, la respuesta vascular, destruccion de tejidos y proliferacion celular (32).
Ademas, la mucosa bucal tiene un notable potencial regenerativo y su epitelio se reemplaza
constantemente con un rapido recambio de las células de la superficie, actuando como un
mecanismo protector contra esos ataques (35,36).

Los queratinocitos participan en la defensa del hospedador, ya que constituyen una
barrera fisica y producen citoquinas para provocar inflamacién en respuesta a una
infeccion o lesion (34,35,37-39). La mucosa bucal posee, ademas, células del sistema
inmune innato como macréfagos, células dendriticas, células de Langerhans y natural
killer, leucocitos polimorfonucleares y sus mediadores inflamatorios que incluyen
citoquinas, quimiocinas, péptidos antibacterianos y componentes del sistema del
complemento. La inmunoglobulina A secretoria, los mediadores biolégicos derivados de
los queratinocitos bucales y los componentes del liquido crevicular gingival también
aportan a la inmunidad de la mucosa bucal (31,34,39,40).

Los queratinocitos y las células del sistema inmune innato en la lamina propia de la
mucosa bucal detectan distintos patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPS) a
través de receptores de reconocimiento de patrones tales como Toll-like, receptores de
lectina tipo C, de manosa y receptores dominio de oligomerizacion por union de
nucleotidos. Ellos reconocen patrones moleculares bacterianos, virales, fungicos y
protozoarios y, tras la activacion, median la secrecion de citoquinas y quimiocinas, e
inducen respuestas inflamatorias -a través de células T helper (Th) 1, Th2 y Thl7- o
tolerancia inmune periférica (31,34,39).

La inmunidad de la mucosa puede ser analizada en la saliva a través de marcadores

de inflamacién como las citoquinas. La saliva es un fluido bioldégico que puede ser
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recolectado por el paciente de manera sencilla y no invasiva (41-44). Es eficaz para la
prediccion, diagnostico y pronostico del cancer bucal, ya que permite la medicion de
macromoléculas salivales especificas, tales como enzimas, factores de crecimiento,
metaloproteinasas, endotelinas, telomerasas, citoqueratinas, transcripciones del ARNm y
ADN, ademas de las citoquinas ya mencionadas (27,44-49). Ademas, la saliva es empleada
para el diagnostico de desordenes hereditarios, endocrinos, enfermedades autoinmunes,
infecciosas y desordenes potencialmente malignos (27,41,49-52). En el ANEXO 2 se

presenta un esquema sobre los componentes y mecanismos de formacion de la saliva.

DESORDENES POTENCIALMENTE MALIGNOS DE LA MUCOSA BUCAL

Los desdrdenes potencialmente malignos de la mucosa bucal comprenden un grupo
heterogeneo de lesiones asociadas con un riesgo variable de transformacion maligna.
Poseen una amplia gama de caracteristicas clinicas que incluyen variaciones de color
(blanco, rojo y mixtas), cambios topograficos (placa/meseta, liso, corrugado, verrugoso,
granular, atréfico) y tamafio variable de las lesiones. Pueden afectar a cualquier sitio
anatomico de la cavidad bucal y ser unifocales o multifocales (53). Durante la
transformacion maligna de esas lesiones, se produce la liberacion de citoquinas y la
activacion de la inmunidad innata, lo que genera la activacion de NF-kp y la presencia de
IL-1B, IL-6 e interleugquina-8 (IL-8), asociadas a carcinoma bucal de células escamosas
(54).

Las enfermedades liquenoides bucales, junto a la leucoplasia, eritroplasia, fibrosis
submucosa y leucoplasia verrugosa proliferativa, se encuentran entre los desérdenes

potencialmente malignos mas comunes (27,53,55-59).

Enfermedades liquenoides bucales

Los dos subtipos clinicos principales de enfermedades liquenoides bucales son el
liguen plano y la lesion liquenoide. La papula blanca es la lesion clinica caracteristica de
esas enfermedades, habitualmente lineal y con disposicion reticular, que siempre debe estar
presente en la mucosa bucal para realizar su diagnéstico clinico (59). En todos los casos
clinicamente compatibles con estas enfermedades es necesario realizar un analisis
histopatoldgico a través de una o mas biopsias para completar el diagnéstico, descartar
otras patologias y evaluar la presencia de displasia epitelial. Las enfermedades liquenoides

bucales son procesos inflamatorios crénicos que, a pesar de su aun discutido diagndstico,
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por falta de consenso y confusion en la terminologia -y dudas acerca de la incidencia de su

transformacion maligna- pueden evolucionar a cancer (59-61).

Liquen plano bucal

El liquen plano bucal es una enfermedad inflamatoria crénica cuya etiologia y
patogénesis siguen siendo inciertas (38,53,62,63). Afecta aproximadamente al 1-2% de la
poblacién, con mayor frecuencia en adultos de mediana edad y con un ligero predominio
en el sexo femenino (64).

Se considera que la enfermedad estd mediada por mecanismos inmunolégicos a
través de células especificas de antigeno, mecanismos no especificos, respuesta
autoinmune e inmunidad humoral (64-66). Las células epiteliales basales alteradas
antigénicamente pueden estimular a los mastocitos y éstos presentar el antigeno a las
células T, lo que provoca la activacion y desgranulacion de los mastocitos con la liberacion
de TNF, IL-3, IL-4, IL-5, IL- 6, IL-8, IL-10, IL-11, IL-13 e IL-16, histamina, quimasa y
triptasa. Esto conduce a la ruptura de la membrana basal del epitelio, exponiendo asi los
queratinocitos basales a las células T CD8+ citotoxicas que conducen a su muerte (64-68).

Histopatoldgicamente, el liquen plano bucal se caracteriza por un intenso infiltrado
linfocitario yuxtaepitelial, degeneracion hidrdpica de queratinocitos basales y alteracion de
la membrana basal, epitelio ortoqueratinizado o paraqueratinizado engrosado y cuerpos de
Civatte en el epitelio y lamina propia (65,69) Clinicamente, se observa un enrojecimiento
de la mucosa bucal con lineas blancas en forma de red (estrias de Wickham) pudiendo
exhibir varias formas clinicas: reticular, papular, de placa, atrofico, erosivo y ampollar
(56,64-66,68-70). Las tres ultimas son sintomaticas, producen un grado variable de
incomodidad o dolor (64,70), y tienen mayor posibilidad de transformacion maligna (70).
Las lesiones son generalmente de distribucién bilateral y simétricas (53,56,65,68). La
figura 1 muestra una imagen clinica y microscépica del liquen plano bucal. Los sitios de
localizacion mas frecuentes son la mucosa yugal, los bordes y dorso de la lengua y la
encia, en tanto que el paladar duro o blando, los labios y el piso de la boca son menos
afectados (64). Las lesiones bucales pueden estar acompafiadas de manifestaciones en
mucosa genital, piel y faneras (56,64,66).

El potencial maligno del liquen plano bucal es discutido actualmente y existe
controversia debido a la falta de criterios diagndsticos histopatoldgicos confiables
(56,59,71). La tasa de transformaciébn maligna reportada en la literatura varia
considerablemente, de 0% a 5,4% (57,64,70).
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Lesion liquenoide bucal

Las lesiones liquenoides bucales, también llamadas reacciones liquenoides bucales,
son lesiones con caracteristicas clinicas e histopatoldgicas similares al liquen plano bucal
(56,57,65) que pueden ser causadas por materiales dentales, medicamentos, agentes
aromatizantes como la canela, la menta, el mentol y el eugenol, enfermedad de injerto
contra huésped o pueden ser de etiologia no identificada (53,56,57,59,61,65,68). Junto con
el liguen plano bucal, puede afectar al 1-2% de la poblacién general (72). Tienden a
mostrar una distribucién unilateral en comparacion con el liquen plano bucal y pueden
resolverse, cuando es posible, identificando y eliminando el agente causal (56,57,59). Las
caracteristicas microscopicas no son especificas y se asemejan a las del liquen plano bucal
(Figura 2).

Figura 1. Imagen clinica y microscépica de liquen plano bucal

A. Imagen clinica de liquen plano bucal con patrén reticular (gentileza de la Cétedra A de
Estomatologia, Facultad de Odontologia, UNC). B. Imagen microscopica de liquen plano
bucal con patron reticular (tincién H/E, aumento original 100X).
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Figura 2. Imagen clinica y microscopica de lesion liqguenoide bucal

A. Imagen clinica de lesion liquenoide bucal (gentileza de la Catedra A de Estomatologia,
Facultad de Odontologia, UNC). B. Imagen microscopica de lesion liquenoide bucal (tincion
H/E, aumento original 100X).

Controversias sobre el diagnostico de liquen plano y lesién liquenoide bucal

Actualmente existe mucha controversia sobre el diagnéstico del liquen plano bucal
y los estudios han sido orientados al diagndstico diferencial de esa patologia con relacion a
la lesion liquenoide bucal (73). No existe consenso sobre la clasificacion, los criterios de
diagnostico, el comportamiento clinico y su tratamiento (64). La distincion histopatolégica
es a menudo dificil y no existe un acuerdo universal entre los patélogos para distinguir
entre esas dos entidades (56).

En 1978, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) desarroll6 los criterios
clinicos e histopatologicos ampliamente utilizados para el diagnodstico del liquen plano
bucal, los cuales fueron modificados por van der Meij y van der Waal en 2003, ya que
existiria variabilidad -en cada observador y entre diferentes observadores- y pérdida de la
correlacién clinicopatoldgica al aplicar esos criterios (74). Se propuso, ademas, considerar
la presencia de displasia epitelial como un criterio de exclusién para el diagnostico
histopatoldgico de liquen plano bucal a fin de evitar confusiones con la terminologia
displasia liguenoide, y utilizar la definicion de lesién liquenoide bucal para incluir a
aquellos casos en los que existan diferencias entre la evaluacion clinica e histoldgica (74).
En 2016, la Academia Americana de Patologia Bucal y Maxilofacial (AAOMP, por sus
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siglas en inglés) realizd modificaciones adicionales a los criterios de diagndstico de van
der Meij y van der Waal (2003) a fin de diagnosticar al liquen plano bucal y distinguirlo de
las lesiones liquenoides bucales, término bajo el cual los autores incluyen a las siguientes
patologias: penfigoide de membrana mucosa, liquen plano penfigoide, enfermedad crénica
de injerto contra el huésped, reaccion liquenoide bucal a medicamentos, reaccion
liqguenoide bucal por hipersensibilidad al contacto, lupus eritematoso, estomatitis ulcerativa
cronica, leucoplasia verrugosa proliferativa, displasia epitelial bucal (61).

La posibilidad de que el liquen plano bucal muestre displasia no puede ser
descartada y la exclusion de las lesiones que se parecen al liquen plano bucal pero que
presentan displasia epitelial puede llevar a una subestimacion de la tasa de transformacion
maligna (59,75). Algunos pat6logos acuerdan con los criterios diagnosticos de la OMS de
1978 y otros con los modificados por van der Meij y van der Waal, y esa diferencia tiene
una gran influencia en los datos producidos y publicados (59,61,75). Asi, Aguirre-Urizar y
col. propusieron, en el afio 2020, los criterios diagndsticos de enfermedades liquenoides
bucales y sus subtipos, liquen plano bucal y lesion liquenoide bucal (59). Warnakulasuriya
y col., sobre la base de las propuestas anteriores, presentaron sus criterios diagnosticos (53)
y recomiendan evitar el término displasia liquenoide bucal para describir una entidad entre
el liquen plano bucal o los trastornos liquenoides que muestran cambios displasicos. Esos
autores sugieren que, si hay displasia, el diagnostico sea displasia epitelial bucal con
caracteristicas liquenoides o liquen plano bucal con displasia (53). En el ANEXO 3 se
presenta una tabla con los diferentes criterios diagndsticos de las enfermedades liquenoides

bucales.

Riesgo de transformacion maligna

Dada la controversia en cuanto a los criterios diagndsticos de las enfermedades
liguenoides bucales, también es discutida la tasa de transformacion maligna del liquen
plano vy la lesion liquenoide bucal (72).

La historia natural y el comportamiento bioldogico de muchos desordenes
potencialmente malignos de la mucosa bucal siguen siendo desconocidos y se necesitan
méas estudios con criterios de diagnostico clinico-patolégico bien definidos para

caracterizar su historia natural y tratar asi de prevenir el desarrollo de cancer bucal (53).
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CANCER BUCAL

A nivel mundial, el cancer bucal se clasifica como la cuarta neoplasia maligna méas
comun en paises de ingresos bajos o medios (segun el indice de desarrollo humano-IDH),
mientras que en los paises de ingresos altos o muy altos se encuentra dentro de los diez
tipos de cancer mas comunes (76). Con diferencias geograficas significativas, su incidencia
anual estimada (incluyendo el cancer de labio) es de aproximadamente 354.864, con una
tasa de incidencia estandarizada por edad de 5,8 para hombres y 2,3 para mujeres por
100.000 habitantes y una estimacion de 177.384 muertes, con una tasa de mortalidad
estandarizada por edad de 2,8 para hombres y 1,2 para mujeres por 100.000 habitantes
(76,77). Las tasas més altas se registran en el sur y sureste de Asia (p. ej. India y Sri
Lanka) y también en las islas del Pacifico. Otros paises de alta incidencia son Francia,
Hungria, Brasil, Cuba y Puerto Rico y estd aumentando en muchos paises de Europa del
Este (76). El riesgo de desarrollar cancer bucal aumenta con la edad y ocurre,
principalmente, en personas de 50 afios 0 mas (78).

El carcinoma bucal de células escamosas representa aproximadamente el 90% de
todos los tumores malignos de la region bucal (27,78-80), con una tasa de supervivencia a
cinco afios de aproximadamente 60% (76,79). Se caracteriza por una proliferacion celular
incontrolada, un aumento de la supervivencia celular y la alteracion de la estructura del
tejido local, con queratinocitos malignos que invaden el tejido conectivo subyacente a
través de la membrana basal (81)

En Europa y América del Norte mas del 50% de los carcinomas bucales afectan los
bordes de la lengua y piso de la boca, pero también se localizan en el paladar, trigono
retromolar y labio. Pueden manifestarse inicialmente como areas eritroleucoplasicas
localizadas y bien delimitadas, de color rojo o rojo combinado con blanco. Con el tiempo
aparecen una o mas zonas ulceradas con aumento de la profundidad y margenes elevados e
irregulares. En la etapa preulcerativa, las lesiones suelen ser indoloras o causar solo
algunas molestias inespecificas y también pueden presentar un crecimiento tumoral
exofitico temprano, con margenes mal definidos. Todas estas caracteristicas clinicas
pueden coexistir en las primeras etapas del cancer bucal. Luego, las lesiones se vuelven
cada vez mas grandes y se manifiestan como extensas zonas ulceradas con infiltracién
profunda, o como crecimientos exofiticos con componente verrugoso, y es comin observar
presentaciones clinicas combinadas. Ademas del dolor intenso y constante que se irradia a

zonas distantes como el oido externo, puede haber movilidad dentaria, sangrado y
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parestesias (82). En la figura 3 se observa el aspecto clinico y microscopico que puede
presentar el carcinoma bucal de células escamosas.

Las caracteristicas clinicopatoldgicas del cancer bucal que se desarrolla a partir de
la transformacion maligna del liquen plano han sido escasamente investigadas, pero se ha
sugerido que este tipo de céncer podria presentar diferentes aspectos, tanto clinicos,
histolégicos como moleculares, en comparacion con los carcinomas convencionales (83).

Los factores de riesgo asociados con el desarrollo de cancer son, principalmente, el
tabaco, la masticacion de betel (comun en ciertos paises asiaticos como Camboya, Laos,
Tailandia), el consumo de alcohol y la infeccién producida por el virus del papiloma
humano (48,76,84). Las poblaciones desfavorecidas presentan una mayor tasa de cancer
bucal, y las diferencias socioeconémicas que conducen a un mayor riesgo son, en parte,
atribuibles a la prevalencia poblacional del tabaquismo, el consumo de alcohol y una mala
nutricion (76).

La inflamacidn crénica causada por agentes fisicos, quimicos, bacterianos y virales
persistentes, asi como el trauma repetitivo aplicado en los tejidos blandos y ciertas
reacciones autoinmunes, se han asociado con el cancer en general y con el cancer bucal en
particular (23-25,31,86-88). Como ya se ha descrito, las citoquinas proinflamatorias, que
actuan en el contexto de la inflamacién crénica, tienen un papel crucial en el proceso de

carcinogeénesis (27,47).

Figura 3. Imagen clinica y microscépica de carcinoma bucal de células escamosas

A. Imagen clinica de carcinoma bucal de células escamosas localizado en piso de boca (gentileza
de la Catedra A de Estomatologia, Facultad de Odontologia, UNC. B. Imagen microscopica de
carcinoma bucal de células escamosas (tincion H/E, aumento original 40X).
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ACIDOS GRASOS

Los AG son moléculas organicas constituidas exclusivamente por carbono,
hidrégeno y oxigeno en proporciones variables, que forman parte de la estructura de los
lipidos. Sus &tomos de carbono, en nimero par entre 4 y 26 segun el tipo de AG, estan
unidos entre si formando una cadena con un grupo carboxilo en un extremo y un grupo
metilo en el otro extremo de la molécula (89). Segun el nimero de atomos de carbono, los
AG se clasifican de la siguiente manera (90):

e AG de cadena corta: 4 a 6 &tomos de carbono.

e AG de cadena media: 8 a 14 4tomos de carbono.

e AG de cadena larga: 16 a 20 4tomos de carbono 0 mas.

Segun el tipo de enlace, los AG pueden ser (89,91):

e AG saturados: no poseen dobles enlaces entre los &tomos de carbono. Son
solidos a temperatura ambiente.

e AG insaturados: presentan dobles enlaces entre los atomos de carbono de su
cadena. Son liquidos a temperatura ambiente.

- Monoinsaturados: contienen un doble enlace (monoetilénicos).

- Poliinsaturados: poseen dos o mas dobles enlaces.

La presencia de un doble enlace en los AG crea la posibilidad de isomeria
geométrica. Segun la orientacion espacial de los atomos de hidrégeno enlazados a los de

carbono, existen isomeros cis y trans (89,92):

e AG cis: los &tomos de hidrégeno estan del mismo lado del plano delimitado
por el doble enlace de carbono.
e AG trans: los atomos de hidrogeno estan en lados opuestos al plano

delimitado por el doble enlace de carbono.
La tabla 1 presenta los AG que se encuentran en la naturaleza con sus respectivos

nombres, comun y sistematico, sus correspondientes nimeros de atomos de carbono y

principales fuentes alimentarias (4,91,93).

22



Inflamacidn de la mucosa bucal: su relacion con acidos grasos dietarios y envejecimiento

Tabla 1. Acidos grasos

Nombre comun Nombre sistematico I>Iumer0 de Alimentos fuente
atomos de C
AG saturados
Butirico Butanoico 4:0 Manteca, lacteos
Caproico Hexanoico 6:0 Margarina, manteca
Caprilico Octanoico 8:0 Aceite de coco
Caprico Decanoico 10:0 Aceite de coco
Laurico Dodecanoico 12:0 Aceite de coco
L . Manteca, 14 , carn rivi ,
Miristico Tetradecanoico 14:0 a_ teca, lacteos, carnes y derivados
aceite de coco
. . Lé&cteos, carnes y derivados, visceras,
Palmitico Hexadecanoico 16:0 y .
huevos, frutas secas, aceites
L. . Lé&cteos, visceras, huevos, frutas
Estearico Octadecanoico 18:0 .
secas, grasa de vaca y cerdo, aceites
. . . Acei mani, visceras, fiambr
Araquidico Eicosaenoico 20:0 ce te'de a sceras, fiambres y
embutidos
Behénico Docosaenoico 22:0 Mani y su aceite, avellana, soja
AG insaturados
Monoinsaturados
Lauroleico 9-dodecaenoico 12:1 Manteca
Miristoleico 9-tetradecaenoico 14:1 Manteca
. . Lacteos, carne y derivados, aceites de
Palmitoleico 9-hexadecaenoico 16:1 y
pescado, huevos
Aceites (en especial de oliva),
Oleico 9-octadecaenoico 18:1 aceitunas, frutas secas, palta, carnesy
lacteos
Elaidico 9-octadecaenoico 18:1 Manteca
Vaccénico 11-octadecaenoico 18:1 Manteca
Carnes, yema de huevo, piel de pollo,
Nervénico 15-tetracosaenoico 24:1 aceitunas, aceites de uva, girasol,
maiz
Poliinsaturados
Linoleico (AL) 9,12-octadecadienoico 18:2 Aceltes vege tale§. cart:flmo, maiz,
girasol y soja. Trigo, sésamo y nueces
Dihomo-y-linolénico 8 11 14-eicosatriencico 182 Aceltes veg_etales. cartamo, maiz,
(ADGL) girasol y soja
e L Canola, chia, nueces, soja, semillas
Linolénico (ALA) 9,12,15-octadecatrienoico 18:3 . . . )
de lino, mani y sus aceites
. . . Yema de huevo, carne de vaca,
Araquidénico (AA) 5,8,11,14-eicosatetraenoico 20:4 uev v
pescados
. . . . Sardina, salmon, caballa, arenque,
Timnodonico (AEP) 5,8,11,14,17-eicosapentaenoico  20:5 a

aceites de pescado

Clupanodénico (ADP)

7,10,13,16,19-docosapentaenoico 22:5

Algunos aceites de pescado, pollo

Cervonico (ADH)

4,7,10,13,16,19-docosahexaenoict 22:6

Sardina, salmon, caballa, algunos
aceites de pescado
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Los mamiferos carecen de las enzimas necesarias para introducir dobles enlaces en
los 4tomos de carbono en las posiciones n-3 y n—6 de la cadena acilica del AG. Por lo
tanto, los seres humanos no pueden sintetizar acido linoleico (AL) ni alfa linolénico
(AAL). A esos AG se los denomina escenciales y deben ser suministrados a traves de la
dieta para la sintesis de otros AG poliinsaturados (AGPI) (91). En la figura 4 se muestran
sus vias metabolicas, incluyendo los eicosanoides generados a partir del acido
araquidénico (AA) y eicosapentaenico (AEP), derivados del AL y AAL, respectivamente
(4,91,94-96).
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Figura 4. Vias metabdlicas de los acidos grasos esenciales
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El término eicosanoides se utiliza para describir los derivados bioactivos de los AG
AA, AEP y dihomo-gamma-linolénico (ADGL; 20:3 n-6). Los eicosanoides derivados del
AA son los lipidos bioactivos méas conocidos y estudiados (97). EI AA que se libera de la
membrana celular por accién de la enzima fosfolipasa A, actla como sustrato para las
enzimas ciclooxigenasa (COX), lipoxigenasa (LOX) y citocromo P450 para formar
eicosanoides. Esos incluyen PG, tromboxanos (TX) y LT que actian como mediadores y
reguladores de los procesos inflamatorios (4). Los eicosanoides derivados del AA son
componentes centrales del proceso inflamatorio (4,98,99). Sin embargo, no todas sus
acciones son proinflamatorias, ya que algunos de esos eicosanoides parecen ser
importantes en la resolucion de la inflamacion (4).

A partir del AA, las enzimas LOX -5, 12 y 15- generan los respectivos acidos 5, 12
y 15-hidroperoxieicosatetraenoicos (HPETE) que se reducen por accion de las peroxidasas
a acidos 5, 12 y 15-hidroxieicosatetraenoicos (HETE) (100,101). Las monooxigenasas del
citocromo P450 catalizan las epoxigenaciones y las omegahidroxilaciones de cadena media
y producen una variedad de AG monohidroxi de tipo LOX (HETE, HEPE, HODE) (97).

Otro eicosanoide derivado del AA es el acido 12-hidroxiheptadecatrienoico (12-
HHT) que se biosintetiza por vias enzimaticas, como la tromboxano sintetasa (TXAS) y el
citocromo P450 o por una via no enzimatica. TXAS cataliza la reaccion de isomerizacion
de PGH; a 12-HHT (102,103).

Durante la agregacion plaquetaria se producen grandes cantidades de TXA, y 12-
HHT por las acciones de la fosfolipasa citosolica A2a, COX-1y TXAS. El acido 12-HETE
también se produce a partir de plaquetas activadas por la accion de la LOX-12. Ademas, la
enzima CYP2S1 del citocromo P450 que se expresa en macrofagos genera 12-HHT (103).
La LOX-15 es la enzima involucrada en la reaccion de oxigenacion del AL con la
produccién de acido 13- hidroxioctadecadienoico (13-HODE). La LOX-15-1 convierte al
AL y AA en sus metabolitos, 13-HODE y 15-HETE, respectivamente, y se expresa
preferentemente en reticulocitos, eosindfilos, macréfagos, células epiteliales
traqueobronquiales, piel y colon. 15-LOX-1 prefiere el AL sobre el AA como sustrato y

produce 13-HODE en exceso cuando ambos AG estan disponibles (100).

Acidos grasos e inflamacion
La ingesta de ciertos alimentos puede favorecer o disminuir la inflamacion (104-
110) (véase ANEXO 4). Los AG modulan las funciones inmunes de la célula al influir en

su estructura, metabolismo y funcién, actuando a través de proteinas de superficie,
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receptores intranucleares o transportadores de membrana. Mediante la modulacion de la
estructura de la membrana, las balsas lipidicas, los segundos mensajeros y los
eicosanoides, los AG pueden alterar las vias de sefalizacion intracelular y extracelular,
afectando la expresion génica y las respuestas fisioldgicas y metabolicas en diferentes tipos
de células y tejidos (4,91). Como resultado de esas acciones moleculares y celulares, los
AG afectan la salud e influyen en el riesgo y la gravedad de ciertas enfermedades
inflamatorias (4).

Los AG insaturados, y dentro de ellos los AGPI, poseen propiedades
inmunomoduladoras que estan relacionadas con eventos mediados por linfocitos T y
comprenden la alteracion de las membranas celulares, cambios en las vias de sefializacién
ligadas a proteinas de membrana y a la produccion de metabolitos bioactivos -como PG,
LT, y endocanabinoides- vinculados a los procesos inflamatorios (97,111). Esos AG
también pueden influenciar la expresién de genes involucrados en el desarrollo y la
diferenciacion de células inmunes e inflamatorias (4,112).

Los AGPI de la serie n-6 tienen efectos inflamatorios y los de la serie n-3, como
los acidos ADH y AEP, tienen efectos inmunomoduladores y antiinflamatorios (4,
91,98,113-119). Esos efectos antiinflamatorios se deben a la regulacion negativa de NF-kp,
IL-1B, TNF ¢ IL-6, y positiva de IL-10 (112,118,120), alterando posteriormente la
transcripcion de citoquinas proinflamatorias (114,115). Ademas, existen compuestos
bioactivos derivados de AEP y ADH, como resolvinas, protectinas, maresinas y PGE3 que
son mediadores lipidicos antiinflamatorios con distintas vias de accién (117,119,121). Un
aumento de los AG n-3 provoca cambios en los fosfolipidos de membrana de las células
inmunes incidiendo en las vias de sefializacion proinflamatorias (111,119).

Los derivados bioactivos de los AG AA, AEP, ADH y ADGL, aungue en su
mayoria relacionados con la inflamacion, también estdn involucrados en la migracion
celular, la proliferacién, la quimiotaxis y las reacciones inmunes.

El aumento en la proporcion de AGPI de la serie n-6 -como AA y AL- con relacion
a los de la familia n-3 (cociente n-6:n-3 mas alto) incrementa la produccion de mediadores
de la inflamacion como eicosanoides y citoquinas, aumenta la incidencia de enfermedades
de esta naturaleza, y da como resultado un impacto sobre la expresion de genes
inflamatorios (4,98,99). Un mayor consumo de AGPI de la serie n-3 disminuye el AA en
las membranas celulares y, por lo tanto, su disponibilidad para la produccion de
eicosanoides proinflamatorios (4,122). Eso se logra, en parte, mediante el reemplazo de

AA en los fosfolipidos de membrana y mediante la inhibicién competitiva del metabolismo
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de AA, cambiando el metabolismo de los potentes eicosanoides proinflamatorios derivados
de AA hacia la produccién de mediadores lipidicos derivados de AEP y ADH (4,123,124).

Los AG saturados (AGS) inducen la inflamacion (117,125,126) al promover la
expresion de genes inflamatorios que codifican citoquinas, quimiocinas, COX, sintesis de
oxido nitrico y metaloproteinasas (112). Lo mismo ocurre con los AG trans, que
incrementan la produccién de citoquinas inflamatorias (127), pero sus mecanismos ain no
estan claros. Otros efectos adversos incluyen una disminucion de la incorporacion de otros
AG en las membranas celulares, disminucion y aumento de HDL-colesterol y LDL-
colesterol, respectivamente, inhibicion de la enzima 2 desaturasa, aumento de la
agregacion plaquetaria, lipoproteina-a, proteina de transferencia de éster de colesterol y
peso corporal (128).

ENVEJECIMIENTO

El envejecimiento afecta la funcion homeostatica del sistema inmune, lo que
conduce a cambios en la inmunidad innata, humoral y celular (94,129-132) y esta asociado
con una inflamacidn cronica de bajo nivel causada por trauma mecanico, isquemia, estrés o
condiciones ambientales como la radiacion ultravioleta. Esos estimulos inducen la
secrecion de patrones moleculares asociados a dafio (DAMPS), los cuales son reconocidos
por receptores que inician las rutas de transduccion de sefial que conducen a la inflamacion
(133,134) por estimulacion de NF-kp y la cascada inflamatoria mediada por IL-1p. El
control homeostatico y la modulacion de la respuesta inmunitaria se vuelven mas fragiles
con el aumento de la edad, la sefializacion de NF-kf se activa con mayor facilidad, se
produce una desregulacion de citoquinas y predomina un fenotipo proinflamatorio (135).

Citoquinas como IL-6, TNF e IL-1p contribuyen significativamente a la
persistencia inapropiada de la inflamacidn que predispone el desarrollo de enfermedades
relacionadas con la edad tales como cancer, artritis reumatoidea, arteroesclerosis,
enfermedades neurodegenerativas (134,135). Las concentraciones séricas de mediadores
inflamatorios estan elevadas en la vejez (94,132,134) y existen numerosos estudios que
muestran aumento de las concentraciones circulantes de marcadores y mediadores de la
inflamacion en adultos mayores con respecto a personas mas jovenes. Sin embargo, se ha
demostrado una asociacion significativa y consistente con la edad solo para algunos
mediadores, mientras que para otros, como IL-1p, proteina amiloide A sérica, TNF e IL-8,

las observaciones han sido menos consistentes (94).
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A su vez, la mucosa bucal puede presentar un bajo y constante estado de
inflamacion basal asociada con la edad (136) ya que, debido al envejecimiento, se generan
respuestas inflamatorias persistentes (137-139). A este respecto, la saliva de personas sanas
(<40 afios) mostré mayores niveles de mediadores inflamatorios como PGE; y actividad de
metaloproteinasa de matriz-9 en comparacién con la saliva de participantes de mayor edad
(>40 afios) (136). Los cambios moleculares que subyacen al constante estado de
inflamacion basal asociado con la edad no se conocen por completo, pero podrian estar
involucradas variaciones en la respuesta inmune innata relacionada con el reconocimiento
y la interaccion con los microorganismos en las superficies mucosas (140).

Si bien el envejecimiento y los AG dietarios han sido investigados en cuanto a su
relacién con el sistema inmune, y en especial con los procesos inflamatorios, no se han
hallado estudios referidos a la asociacion entre la edad e ingesta de estos compuestos

dietarios y la inflamacion de la mucosa bucal.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS

Los AG de la dieta y el envejecimiento influyen en la inflamacion de la mucosa
bucal.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Analizar la relacion entre AG dietarios y envejecimiento y la inflamacion de la
mucosa bucal, determinada a través de citoquinas en saliva, de personas sanas y con

diagndstico de enfermedades liquenoides bucales y carcinoma bucal de células escamosas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar la concentracion de citoquinas proinflamatorias IL-1f, IL-6 y TNF en
saliva, con respecto a sexo y edad en personas sanas y con diagnostico de
enfermedad liquenoide bucal y carcinoma bucal de células escamosas.

2. Analizar, en personas sanas, la relacion entre la concentracion de citoquinas
proinflamatorias en saliva y la ingesta de acidos grasos y otras variables
nutricionales tales como indice de masa corporal y valor energético total.

3. Determinar la concentracion de acidos grasos y eicosanoides 12-HHT, 13-HODE,
12-HETE y 5-HETE en saliva, y su correlacién con la ingesta de acidos grasos n-3
y n-6 en personas sanas y con diagnostico de enfermedad liquenoide bucal y
carcinoma bucal de células escamosas.

4. Correlacionar la ingesta de acidos grasos n-3 y n-6 y la inflamacién de la mucosa
bucal, medida a través de citoquinas presentes en saliva, en pacientes con

enfermedad liquenoide bucal y carcinoma bucal de células escamosas.
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MATERIALES Y METODOS
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El presente estudio se adecua a los principios bioéticos de investigacion en seres
humanos segln consta en la normativa nacional e internacional y sus aspectos éticos
fueron evaluados por el Comité Académico de Investigacién en Salud (CAIS) y el Comité
Institucional de Etica en Investigaciones en Salud (CIEIS) de la Facultad de Odontologia
de la Universidad Nacional de Cérdoba (UNC). Proyecto ODO-CIEIS N°6T.

Este estudio se desprende del proyecto marco de investigacién titulado Influencia
de los acidos grasos dietarios sobre la modulacion de citoquinas proinflamatorias y sobre
procesos moleculares relacionados con la prevencion de cancer bucal dirigido por la Dra.
Adriana B. Actis. Este ha sido aprobado y subsidiado por la Secretaria de Ciencia y
Tecnologia de la Universidad Nacional de Cérdoba (SECyT-UNC) para el periodo 2018-
2022 (Resolucion N° 411/18; RHCS-2021-97-E-UNC-REC).

Participantes
A continuacion se describen las caracteristicas de los participantes de cada grupo

segun los objetivos especificos del trabajo:

Objetivos 1y 2

Participaron en el estudio 64 personas de ambos sexos, aparentemente sanas, sin
lesion en la mucosa bucal ni patologia del sistema estomatognatico ni sistémica, y con
edades comprendidas entre 20 y 80 afios, que asistieron a la Facultad de Odontologia de la
UNC (docentes; alumnos de 3°, 4° y 5° afio sin relacién académica con la tesista y la
directora de tesis; personal técnico, administrativo y de servicio). Los participantes fueron
divididos en tres grupos etarios: 20-39 (G1; n=20), 40-59 (G2; n=24) y 60-80 (G3; n=20).

Luego de la firma del consentimiento informado (ANEXO 5: consentimiento
informado para participantes sanos) se efectud una historia clinica y un examen del sistema
estomatognatico para conocer su estado de salud general y bucal, resguardando la
identidad de las personas. Se emple6 una planilla en la que se consignaron datos generales,
antecedentes tales como enfermedad, medicacion actual y el resultado del examen clinico
odontoestomatolégico, a fin de descartar enfermedades infecciosas (caries
macropenetrantes, enfermedad periodontal, pericoronaritis), tumorales y metabdlicas, tanto
sistémicas como locales.

El examen del sistema estomatognatico fue realizado siempre por la misma

profesional odontdloga (tesista). Para ello se empled instrumental de exploracion metélico
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esterilizado en autoclave, y se incluyé tanto a los tejidos duros como blandos (labios,
comisuras labiales, paladar, piso de boca, lengua, mucosa yugal) de la cavidad bucal y
glandulas anexas (salivales). Debido a la importancia de conocer el estado periodontal de
los participantes se efectué una valoracion del estado periodontal, considerando la
clasificacion de las enfermedades y condiciones periodontales de la Academia Americana
de Periodoncia y la Federacion Europea de Periodoncia, con la finalidad de descartar
inflamacion en estos tejidos (141,142). Para ello, se utilizd una sonda periodontal tipo
marquis. Los pardmetros considerados para determinar salud periodontal fueron los
siguientes: profundidad de sondaje (PS) y nivel de insercion clinica (NIC) < 3mm en todos
los sitios, hemorragia al sondaje <10% (142). La informacidn resultante de la inspeccién
clinica odontoestomatolégica y periodontal, realizada en base a las normas de
bioseguridad, fue registrada en la historia clinica (ANEXO 6).
Se establecieron los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

Criterios de inclusion

e Firma del consentimiento informado.

e Ambos sexos.

e Edades comprendidas entre 20 y 80 afios.

e Ausencia de patologias infecciosas, tumorales 0 metabolicas, ya sean sistémicas o
localizadas en el sistema estomatognatico, detectadas mediante historia clinica y
examen clinico odontoestomatoldgico, respectivamente.

e Estado periodontal sano.

e indice de masa corporal (IMC) normal: 18,5- 24,9 kg/m® en personas de 20 a 59
afios (143) y 23 a 29 kg/m”en personas de 60 a 80 afios (144).

e Dieta mixta.

Criterios de exclusion

e Regimenes alimentarios especiales (ej: dieta lacto-ovo-vegetariana, vegana,
regimenes hipoglucémicos, hiperproteicos, hiposodicos, etc).

e Habito de fumar (se consideré fumador a quien consumié 1 o mas cigarrillos
diarios, semanales, mensuales en los Gltimos 5 afios).

e Consumo excesivo de alcohol: en mujeres >20g y en hombres >30g por dia (145).

e Administracion habitual de medicamentos (incluidos los anticonceptivos).

e Presencia de factores irritativos locales tales como prétesis removible, fractura

dentaria, aparatologia ortodontica.

34



Inflamacidn de la mucosa bucal: su relacion con acidos grasos dietarios y envejecimiento

Objetivo 4.

Se incluyeron 31 personas que concurrieron a las Céatedras A y B de
Estomatologia y al Servicio de diagnostico y prevencion de cancer bucal, pertenecientes a
la Facultad de Odontologia de la UNC, con diagnostico clinico de enfermedades
liguenoides bucales, tales como liquen plano y lesién liquenoide (G4; n=20), y carcinoma
bucal de células escamosas (G5; n=11), las cuales no habian iniciado ain ningun tipo de
tratamiento (40-80 afios). Luego de la firma del consentimiento informado (ANEXO 5:
consentimiento informado para participantes con lesion en la mucosa bucal), se entregaron
las instrucciones para la recoleccion de saliva -la cual fue obtenida previamente a la
realizacion de la biopsia- y se tomaron fotografias clinicas. Una vez confirmado el
diagndstico sobre la base del informe anatomopatolégico, se incorpord el paciente al
estudio (ANEXO 5-A).

Criterios de inclusion
e Diagnostico de enfermedades liquenoides bucales, tales como liquen plano y lesion
liguenoide (53, 74), y carcinoma bucal de células escamosas (146), confirmado
mediante informe anatomopatolégico.
e Ausencia de tratamiento en el momento de la obtencion de la muestra de saliva (el
tratamiento fue indicado por el profesional tratante una vez confirmado el
diagnostico mediante el informe anatomopatoldgico).

e Dieta mixta

Objetivo 3.
Para alcanzar este objetivo, se conformaron submuestras de los participantes incorporados
a todos los grupos de estudio.
e Analisis de acidos grasos salivales: G1: n=9, G2: n=10, G3: n=9, G4: n=11 y G5:
n=9.
e Analisis de eicosanoides: G1: n=10, G2: n=10, G3: n=10, G4: n=11 y G5: n=11.
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Materiales y métodos

Informacion alimentario-nutricional

Una vez incorporado el/la participante al grupo de estudio G1, G2, G3, G4 o G5,
segun los criterios de inclusién, se completé una encuesta de frecuencia de consumo
alimentario cualitativo-cuantitativo validada (147) (ANEXO 7) a fin de conocer el
consumo habitual de alimentos y nutrientes. Esta consiste en un cuestionario individual
estructurado que permite calcular la frecuencia habitual de la ingesta alimentaria. A través
de ella se obtuvo informacion sobre datos antropométricos y sobre las caracteristicas de la
dieta habitual (alta o baja en cantidad y calidad de grasas). El instrumento contiene 257
items de alimentos y bebidas consumidos (con su composicién en macronutrientes,
micronutrientes y fitoquimicos), frecuencia de consumo (mensual, semanal, diaria 0 nunca)
y tamafio de la porcion (pequefia, mediana o grande). Esta encuesta fue realizada a ciego
por dos nutricionistas entrenadas, quienes emplearon un atlas fotogréafico validado, el cual
contiene modelos visuales de referencia, a fin de facilitar la cuantificacion de la porcion de
los alimentos (148) (ANEXO 8).

Ademas de los datos mencionados, también se registrd6 el IMC (indicador
nutricional que mide la asociacién entre el peso y la talla; peso/talla®) y el valor energético
total (VET; suma de energia aportada por cada uno de los macronutrientes tomados con la
dieta; Kcal/dia) de cada participante, ya que son variables nutricionales importantes a

considerar.

Muestras de saliva

De cada participante se obtuvo una muestra de saliva total 0 mixta no estimulada,
cuya recoleccion se efectud segun las normas internacionales para estudios en este fluido
(ANEXO 9). Para ello, cada persona recibio un recipiente limpio y seco (con una marca
que indico el volumen a alcanzar durante la recoleccion), un refrigerante que debid
permanecer en freezer o congelador hasta el momento de transportar la muestra, hilo dental
para una correcta higiene bucal en la noche previa a la recoleccion de la saliva y un
instructivo que orientd al paciente para efectuar una adecuada recoleccion. Este ultimo
indico que la muestra debia ser recogida entre las 08:00 y 10:00 horas, después de un
minimo de seis horas de ayuno, sin actividad fisica ni higiene bucal previa. Para la
recoleccion, la persona debié permanecer sentada, relajada y con su cabeza inclinada hacia

adelante, dejando fluir la saliva en el recipiente hasta alcanzar un volumen de 5-6 mL.
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Inmediatamente, se debid tapar el frasco y colocarlo en una bolsa plastica en contacto con
el refrigerante congelado (unidos mediante una banda elastica) para ser entregado
rdpidamente al investigador.

Una vez recibidas, las muestras fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 15 min a 4
°C y la fase fluida fue removida para su estudio. Se utiliz6 el ensayo de Bradford (149) con
un estandar de BSA (Sigma-Aldrich) para determinar el contenido total de proteina en la
saliva. Luego, cada muestra fue diluida en PBS (1:1), el que contenia inhibidores de
proteasa (PMSF 0,1 mM, cloruro de bencetonio 0,1 mM, EDTA 10 mM, aprotinina A 0,01
mg/mL, y Tween 20 al 0,05%), separada en alicuotas y almacenada en freezer a -80 °C

hasta su procesamiento.

Procesamiento de la informacion alimentario-nutricional

Los datos recolectados a través de la encuesta de frecuencia de consumo
alimentario fueron procesados mediante el programa informético Interfood v.1.3 (150), el
cual brindé informacion sobre el consumo de alimentos y de nutrientes (lipidos y AG)
(g/dia, mg/dia).

Analisis de citoquinas en saliva

Las citoquinas IL-1B, IL-6 y TNF fueron determinadas mediante el ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (enzyme linked immunosorbent assay; ELISA) para
humanos siguiendo su protocolo de manufactura (50). Se utilizaron los siguientes Kkits
comerciales para medir la concentracion de esas citoquinas en saliva de acuerdo con las
instrucciones del fabricante: set human IL-1p (BD Biosciences, San Diego, USA), set human
IL-6 (BD Biosciences, San Diego, USA) y TNF (BD Biosciences, San Diego, USA). Se
utilizé la concentracion de proteina total para normalizar los valores de IL-1B, IL-6 y TNF
para cada muestra de saliva. Las concentraciones de citoquinas en saliva fueron calculadas

mediante el programa informéatico GraphPad Prism 6 (San Diego, CA, USA) y expresadas en

pg/mg.

Analisis de acidos grasos en saliva

Los lipidos totales de las muestras de saliva fueron extraidos con cloroformo/metanol
2:1 (V/V) de acuerdo a la técnica de Folch (151). La fase inferior fue recuperada y evaporada
hasta sequedad bajo atmdsfera de nitrdgeno. La metilacién de los AG fue realizada con

metoxido de sodio (152). La fase superior también fue recuperada y secada bajo atmdsfera de
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nitrogeno. La separacion, identificacion y cuantificacion de AG de saliva fue realizada
mediante un cromatdgrafo de gas Shimadzu 2014 equipado con un detector de ionizacién de
llama (Jenck S.A. Instrumental, Buenos Aires, Argentina). La temperatura de los inyectores y
del detector fue de 250 °C y se utilizé nitrégeno como gas portador. Los ésteres metilicos de
AG fueron analizados mediante una columna capilar de 100 metros de longitud, ID 0,25 mm
x 0,2 mm, espesor de pelicula SP-Sil. 88 (Varian, Darmstadt, Alemania). Los resultados
fueron expresados como porcentaje del area total (%4) de todos los picos de AG individuales
comprendidos entre el acido palmitico (16:0) y el ADH (22:6 n-3). Los valores de AG por
debajo de 0,5% no fueron considerados. Los AG fueron identificados por comparacion con
los tiempos de retencion de estandares internos comerciales (autenticado Accustandard, New
Haven, Estados Unidos y Sigma, St. Louis MO, Estados Unidos). Los datos cromatogréaficos
fueron procesados a traves del programa informatico de solucion de cromatografia de gases
(Jenck S.A. Instrumental, Buenos Aires, Argentina).

El analisis de los AG fue realizado en funcion de su relevancia nutricional y
biologica, habiéndose seleccionado los siguientes: acido palmitico 16:0; acido palmitoleico
16:1 n-9; acido estearico 18:0; acido oleico 18:1 n-9; AL 18:2 n-6; ADGL 20:3 n-6; AA 20:4
n-6; AAL 18:3 n-3; AEP 20:5 n-3; 4cido docosapentaenoico 22:5 n-3 'y ADH 22:6 n-3.

Anélisis de eicosanoides en saliva

Se analizaron los eicosanoides 12-HHT, 13-HODE, 12-HETE y 5-HETE mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) asociada a espectrometria de masa (MS). Se
utiliz6 un cromatografo Beckman System Gold provisto de bomba binaria y detector UV con
una columna C18 (4,6 x 250 mm, 5 um) (Phenomenex, Inc. USA). La separacion de
metabolitos se logré con un gradiente lineal de disolvente metanol: agua: acido acético, 50:
50: 0,02 (v/vlv), pH 6 a disolvente metanol, durante 20 min (153). Los metabolitos fueron
detectados en espectrometro de masa (154). Los eicosanoides fueron identificados por
comparacion con estandares comerciales (Cayman Chemical) y sus valores expresados como

ng de eicosanoides por mL de saliva (ng/mL) (153).

Andlisis estadistico

Se evaluaron los parametros de resumen estadistico como la media, mediana, rango y
desvio estandar. Se empled la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis para comparar los
valores de citoquinas en saliva segun rango etario y todas las variables en estudio (sexo, indice

de masa corporal, valor energético total, ingesta de acidos grasos saturados, monoinsaturados,
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poliinsaturados y eicosanoides salivales) y el coeficiente de Spearman para correlacionarlos
con la ingesta de alimentos y de acidos grasos (155). En ambos casos se consider6 un nivel de
significancia del 5%. Para realizar esos analisis se utilizd el programa estadistico InfoStat

v.p.1. (156).
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RESULTADOS
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La muestra de este estudio quedd conformada por un total de 95 participantes, cuya
descripcion se presenta en la tabla 2. Ademés de la distribucion segun sexo y edad, se
presentan las medias de IMC y VET. Los valores minimos y méaximos de edad en cada
grupo fueron los siguientes: G1 (20-34), G2 (41-57), G3 (60-79), personas con enfermedad
liguenoide (40-79) y cancer bucal (42-80).

Tabla 2. Descripcion de la muestra.

Ca Grupo
G1 (n=20) G2 (n=24) G3 (n=20) G4 (n=20) G5 (n=11)

M H M H M H M H M H
Sexo (1=10) (=100  (n=13)  (n=11) (n=10) (n=10) (n=15)  (n=5) (n=4) (n=7)
Edad 2360+ 2610+ 5200+ 5018% 67,60 6690+  5880% 5260+ 6600+ 5629+
(afios) 2,88 418 5,12 521 2,55 5,15 11,07 10,93 15,94 10,87
MG 2206 2390+ 2345 2453t  2720% 2745t  2884% 2003t  2483% 2070

1,92 1,17 1,69 043 2,08 2,10 5,06 1,68 722 8,42

VET 1813,13 2607,47 2055,41 3292,62+ 249549+ 2655+ 2375,17  3629,14+ 1932,73+  2969,70
(Kcal) 313,11  +£567,41 £58356 1029,92 890,72 622,43 +870,22 744,00 439,44 +832,11

Ca: caracteristicas; G1: personas sanas de 20-39 afios; G2: personas sanas de 40-59 afios; G3: personas
sanas de 60-80 afios; G4: personas con diagndstico de enfermedad liquenoide bucal; G5: personas con
diagnostico de carcinoma bucal de células escamosas; M: mujeres; H: hombres; IMC: indice de masa
corporal; VET: valor energético total. Los valores son expresados como la media + desvio estandar.

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos segin cada objetivo

especifico planteado para este estudio.

Objetivo 1
Analizar la concentracion de citoquinas proinflamatorias IL-1pB, IL-6 y TNF en saliva, con
respecto a sexo y edad en personas sanas y con diagnostico de enfermedad liquenoide X

bucal y carcinoma bucal de células escamosas.

Los resultados correspondientes a este objetivo estan presentados de la siguiente
manera: concentracion de citoquinas en saliva de personas sanas segun sexo y edad y de
personas con lesion bucal; comparacion de la concentracion de citoquinas en saliva entre

personas sanas Yy con lesion bucal del mismo rango etario.
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1. Concentracion de citoquinas en saliva de personas sanas segun sexo y edad.

Las concentraciones de las citoquinas proinflamatorias IL-1p, IL-6 y TNF en saliva
de personas sanas segun edad y sexo, se presentan en las tablas 3 y 4, respectivamente. Es
importante destacar que las concentraciones de estas citoquinas disminuyeron con la edad,
observandose los valores mas bajos en las personas de 40-59 (G2) y 60-80 afios (G3). No
se encontraron diferencias estadisticamente significativas segin sexo en cada grupo etario
(p>0,05). De las tres citoquinas analizadas en saliva, IL-1p fue la de mayor concentracion
en los tres grupos (p<0,001).

Tabla 3. Concentracion de citoquinas proinflamatorias en saliva de personas sanas
segun grupo etario.

Grupo etario

c G1 (n=20) G2 (n=24) G3 (n=20) p*

IL-1p 240291 +170542" 792,89+ 404,05° 114321 +1367,6° 0,001
IL-6 235,76 + 158,18" 64,14 + 45,78° 29,91 +32,74°  <0,001
TNF 284,41 +213,10" 63,63 +103,70° 20,33+42,33®  <0,001

Cq: citoquinas; G1: personas sanas de 20-39 afios; G2: personas sanas de 40-59 afios; G3: personas sanas de
60-80 afios; IL-1p: interleuquina 1p; IL-6: interleuquina 6; TNF: factor de necrosis tumoral. Los valores son
expresados como la media + desvio estandar (pg/mg). Letras distintas en superindice indican diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (A/B/C p<0,05). *Prueba de Kruskal Wallis (p<0,05).

Tabla 4. Concentracion de citoquinas proinflamatorias en saliva de personas sanas
segun sexo.

Grupo

Cq G1 (n=20) G2 (n=24) G3 (n=20)

M H p* M H p* M H p*

IL-1p  1972,62+  2833,21 729,92 867,30 = 1412,63+ 873,78+

144127 +191086 2304 126423 52059 079 ygi53q 70107 0°%
L6 24279+ 228,74 % 5085+ 6921z 4116+ 1866+

10359 12344 0880 374 sssy 0977 3958 2094 9200
TNE 30098+  267.85% 6031 560l 3010¢ 1056+

25879 16820 0999 119701 o062 0790 554 1037 0762

Cq: citoquinas; G1: personas sanas de 20-39 afios; G2: personas sanas de 40-59 afios; G3: personas sanas de
60-80 afios; M: mujeres; H: hombres; IL-1p: interleuquina 1B; IL-6: interleuquina 6; TNF: factor de
necrosis tumoral. Los valores son expresados como la media + desvio estandar (pg/mg). *Prueba de Kruskal
Wallis (p<0,05).
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Gréfico 1. Concentracion de citoquinas proinflamatorias en saliva de personas sanas
seguin grupo etario.
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G1: personas sanas de 20-39 afios; G2: personas sanas de 40-59 afios; G3: personas sanas de 60-80 afios. IL-
1B: interleuquina 1B; IL-6: interleuquina 6; TNF: factor de necrosis tumoral.

A fin de descartar la presencia de patologia inflamatoria periodontal, establecida
como un criterio de exclusion para participantes sanos, se llevé a cabo la valoracion del
estado de esos tejidos. Las principales caracteristicas clinicas periodontales se muestran en
la tabla 5, en la que se observan diferencias estadisticamente significativas segun edad en
todos los parametros con excepcion de la hemorragia al sondaje. Cabe aclarar que el grupo
de 20-39 afios (G1) presentd un mayor nimero de dientes (p<0,001) y, por lo tanto, mayor
cantidad de sitios de medicion de PS y NIC con respecto a los de mayor edad (G2 y G3).
No se encontraron asociaciones al correlacionar las concentraciones de citoquinas

proinflamatorias en saliva con los parametros clinicos periodontales (p>0,05).
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Tabla 5. Caracteristicas clinicas periodontales en personas sanas segun grupo etario.

Grupo etario

Parametros

periodontales G1(n=20) G2(n=24) G3(n=20)  p*
PS (mm) 1,10+0,12* 1,09+0,12* 0,91+0,43° 0,001
NIC (mm) 0,55+0,42" 159+0,60° 1,98+1,08° <0,001
HS (%) 360+557 222+285 271+558 0,163
Namero de dientes 28 + 2° 24 +6° 14+10°  <0,001

G1: personas sanas de 20-39 afios; G2: personas sanas de 40-59 afios; G3: personas sanas de 60-80 afios. PS:
profundidad de sondaje; NIC: nivel de insercién clinica; HS: hemorragia al sondaje. Los valores son
expresados como la media *+ desvio estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (A/B/C p<0,05). *Prueba de Kruskal Wallis.

2. Concentracion de citoquinas proinflamatorias en saliva de personas con lesion

bucal.

Los parametros clinicos periodontales en las personas con lesion bucal son
presentados en la tabla 6. No se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre las personas con diagndstico de enfermedad liquenoide y cancer bucal (G4 y G5.
respectivamente) (p>0,05). En cada grupo, se analizaron y compararon las concentraciones
de citoquinas proinflamatorias en saliva entre quienes presentaron tejidos periodontales
sanos y enfermedad periodontal pero no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, razon por la cual se los mantuvo en el mismo grupo para el posterior analisis
de citoquinas (p>0,05). Este resultado indica que la patologia periodontal no influiria,
segun este estudio, en el nivel de citoquinas en saliva. Cuando se correlacionaron los
parametros periodontales de las personas con diagndstico de enfermedad liquenoide y
cancer bucal (G4 y G5. respectivamente) con la concentracion de IL-1p, IL-6 y TNF en

saliva, no se encontraron asociaciones estadisticamente significativas (p>0,05).
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas periodontales en personas con lesién bucal.

Parametros Grupo

periodontales G4 (n=20) G5 (n=11) p*
PS (mm) 0,92 +0,61 1,06 + 0,57 0,220
NIC (mm) 1,70+1.21 2,07+1,16 0,383
HS (%) 10,08 +16,99 13,34 +12,39 0,277
Numero de dientes 14+9 16 £10 0,560

G4: personas con diagnéstico de enfermedad liquenoide bucal; G5: personas con diagnostico de carcinoma
bucal de células escamosas; PS: profundidad de sondaje; NIC: nivel de insercion clinica; HS: hemorragia al
sondaje. Los valores son expresados como la media + desvio estandar. *Prueba de Kruskal Wallis (p<0,05).

La tabla 7 muestra la concentracion de IL-1p, IL-6 y TNF en saliva de personas
con lesion bucal. Si bien los niveles de IL-1p y TNF fueron mayores en las personas con
enfermedad liquenoide bucal con respecto a los que presentaron cancer, las diferencias no
fueron estadisticamente significativas (p>0,05). En personas con enfermedad liquenoide
bucal, al igual que en las sanas, los niveles de IL-1p en saliva fueron mas elevados que los
de las otras citoquinas (p<0,001). En las personas con cancer bucal, las citoquinas de

mayor concentracion fueron IL-1p e IL-6 (grafico 2).

Tabla 7. Concentracién de citoquinas proinflamatorias en saliva de personas con
lesion bucal.

Grupo
Citoquinas
G4 (n=20) G5 (n=11) p*
IL-1p 1382,58 +1291,33 992,37 £ 846,12 0,342
IL-6 246,65 + 352,24 262,98 + 193,66 0,231
TNF 202,84 + 589,32 61,46 + 76,82 0,869

G4: personas con diagndstico de enfermedad liquenoide bucal; G5: personas con diagnéstico de carcinoma
bucal de células escamosas; IL-1: interleuquina 1B; IL-6: interleuquina 6; TNF: factor de necrosis tumoral;
DE: Desvio estandar. Los valores son expresados como la media + desvio estdndar (pg/mg). * Prueba de
Kruskal Wallis (p<0,05).
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Gréfico 2. Concentracion de citoquinas proinflamatorias en saliva de personas con
lesion bucal.
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G4: personas con diagnéstico de enfermedad liquenoide bucal; G5: personas con diagnoéstico de carcinoma
bucal de células escamosas. IL-1B: Interleuquina 1B; IL-6: Interleuquina 6; TNF: Factor de necrosis
tumoral.

3. Comparacion de la concentracion de citoquinas en saliva entre personas sanas y

con lesion bucal del mismo rango etario.

Se comparo0 la concentracion de citoquinas en saliva entre personas con lesién bucal
(G4 y Gb5) y personas sanas con edades similares (G2 y G3 agrupados) (tabla 8). Los
niveles de IL-6 y TNF en saliva fueron mayores en las personas con lesion bucal que en los
participantes sanos, al igual que IL-1pB, aunque en esta Ultima las diferencias no fueron

estadisticamente significativas (p>0,05).
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Tabla 8. Concentracion de citoquinas proinflamatorias en saliva de personas sanas y
con lesion bucal.

Grupos

Cq
G2y G3 (n=44) G4 (n=20) G5 (n=11) p*

IL-1P 952,12 +972,06 1382,58 +1291,33 992,37 + 846,12 0,334

IL-6 48,58 +4350"  246,65+352,24% 262,98 +19366% <0,001

TNE 43,95 +83,78"% 202,84 +589,32% 61,46 +76,828 0,005

Cq: citoquinas; G2 y G3: personas sanas de 40-80 afios; G4: personas con diagndstico de enfermedad
liqguenoide bucal; G5: personas con diagnéstico de carcinoma bucal de células escamosas; IL-1pB:
interleuquina 1B; IL-6: interleuquina 6; TNF: factor de necrosis tumoral. Los valores son expresados como
la media £ desvio estandar (pg/mg). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos (A/B p<0,05). *Prueba de Kruskal Wallis.

Objetivo 2
Analizar, en personas sanas, la relacion entre la concentracion de citoquinas§
proinflamatorias IL-1B, IL-6 y TNF en saliva, y la ingesta de acidos grasos y otrasé

variables nutricionales tales como indice de masa corporal y valor energético total.

Los resultados correspondientes a este objetivo estan presentados de la siguiente
manera: caracterizacion del patrén de consumo diario de alimentos y la ingesta de
alimentos fuente de acidos grasos; ingesta de &cidos grasos saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados; correlacion entre la ingesta de acidos grasos y la concentracion de
citoquinas en saliva; correlacion entre la ingesta de alimentos fuente de &cidos grasos y la

concentracion de citoquinas en saliva.

1. Patron de consumo diario de alimentos e ingesta de alimentos fuente de acidos

grasos en personas sanas.

El andlisis de los datos obtenidos a través de la encuesta de frecuencia de consumo
alimentario cualitativo-cuantitativo validada permitioé caracterizar el patron alimentario de
los grupos en estudio. El grafico 3 presenta el patron de consumo diario de alimentos,
expresado en gramos/dia, segin grupo etario en personas sanas. La mayor ingesta de grasa

animal se observo en G2 (10,78 g/dia), y la de grasa vegetal en G2 y G3 (21,24 y 21,67
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g/dia, respectivamente). EI consumo de frutas oleaginosas fue mayor en G3 (27,99 g/dia)
con respecto a G2 (14,51 g/dia). G3 presentd, ademas, un mayor consumo de pescados y
frutos de mar (22,49 g/dia) con relacion a los otros dos grupos. G1 y G3 presentaron
diferencias en la ingesta de los siguientes alimentos (g/dia): carne de cerdo (G1: 12,26; G3:
43,51), huevo de gallina (G1: 18,60; G3: 53,93), legumbres (G1: 18,02; G3: 4,58), azUcar
(G1: 40,58; G3: 67,38) y aderezos (G1: 5,88; G3: 0,52).

La tabla 9 muestra las diferencias encontradas al analizar la ingesta de alimentos

fuente de acidos grasos segun grupo etario.

Grafico 3. Patron de consumo diario de alimentos en personas sanas segln grupo
etario.
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G1: personas sanas de 20-39 afios; G2: personas sanas de 40-59 afios; G3: personas sanas de 60-80
afios.
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Tabla 9. Consumo de los principales alimentos fuente de acidos grasos en personas

sanas seglin grupo etario.

Grupo etario

Alimentos
G1 (n=20) G2 (n=24) G3 (n=20) p*
De origen animal
Total grasa animal 6,04+9,41"° 10,78 + 13,57 ° 2,60+2,08" 0,004
Mayonesa 3.15+556" 5,08 +6,69° 1,63+1,72% 0,022
Totalpescadosyfrutos e ggs5+1054% 115428334 22491577° 0,03
Atin al aceite 1,33+3,21* 0,36 +1,07* 5,74 +579° <0,001
Pejerrey 0,00+0,00* 2,25+3,18° 2,15 +3,86 *P 0,004
Total carne de cerdo 12,26 +1575"  22,08+26,00"®  4351+59,20% 0,017
Bondiola 0,21+0,76 " 1,15+ 2,88 % 3,53 +4,87° 0,005
Huevo de gallina 18,60+13,84"  2380+21,01"®  53,93+78,63° 0,028
Morcilla 1,14+147% 3,73+£5,24° 2,86 +3,42"° 0,038
Jamon cocido 9,51+10,12° 4,35+6,50" 6,63+ 14,55 0,018
'&Sggfeﬁ%?;a'me”te 15429+1712°  3690+7652~  2857+5484" 0,005
De origen vegetal
Total grasa vegetal 11,16 + 10,01 # 21,24 +12,94° 21,67 +8,40 ® <0,001
Aceite de girasol 7,43+6,58" 1524+1386°% 1836+11,36° 0,008
Aceite de oliva 3,73+542° 4,53 +8,19"° 0,86 +1,63" 0,027
Total frutas oleaginosas 18,19+1385”%  1451+11,97"  27,99+2292% 0,027
Nuez 1,442,174 1,852,274 4,50 +4,62° 0,003
Aceituna 1,99 2,00 *® 2,68 4,474 6,96 + 10,05 ® 0,044
Palta 5,02+6,25° 0,89+257" 3,58 + 6,05 ® 0,018
Total legumbres 18,02 + 27,69 ° 17,01 + 44,178 4,58 +8,08 0,012
Poroto 0,00+0,00* 2,00+3,04° 0,77 +2,13"8 0,006
Productos de soja 11,90 +£21,39° 9,17 44914 0,00 +0,00# <0,0001

G1: personas sanas de 20-39 afios; G2: personas sanas 40-59 afios; G3: personas sanas 60-80 afios. Los
valores son expresados como la media + desvio estandar (g/dia). Letras distintas en superindice indican
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (A/B p<0,05). *Prueba de Kruskal Wallis. Solo se
muestran aquellos alimentos fuente de AG que presentaron diferencias estadisticamente significativas.
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2. Ingesta de &cidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados en
personas sanas.

Las tablas 10, 11, 12 y 13 muestran la ingesta diaria de &cidos grasos saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados, grasa total y colesterol, asi como también el indice de
masa corporal y el valor energético total en los grupos G1, G2 y G3.

Tabla 10. Variables nutricionales e ingesta del total de &cidos grasos en personas
sanas segun grupo etario.

Grupo etario

Variables

nutricionales G1 (n=20) G2 (n=24) G3 (n=20) p*
IMC 22,98 + 1,814 23,94 +1,36° 27,37 + 2,04 <0,001
VET (Kcal) 2210,29 + 604,14 2622,46 + 1017,55 2575,24 +752,35 0,269

Colesterol (mg) 325,50 + 111,35 366,33 + 182,89 466,10 + 365,74 0,593

Grasa total (g) 85+ 32,87 103,27 £ 40,53 98,55 + 18,07 0,172
AGS (mg) 35,15+ 21,23 39,47 + 16,87 36,02+ 11,32 0,453
AGMI (mg) 34,40 + 12,92 41,79 £ 14,62 40,55 + 12,30 0,247
AGPI (mg) 15,87 £ 6,12 22,01 +11,53 21,99 + 8,27 0,060

G1: personas sanas de 20-39 afios; G2: personas sanas de 40-59 afios; G3: personas sanas de 60-80 afos.
IMC: indice de masa corporal; VET: valor energético total; AGS: acidos grasos saturados; AGMI: acidos
grasos monoinsaturados; AGPI: &cidos grasos poliinsaturados. Los valores son expresados como la media +
desvio estandar. *Prueba de Kruskal Wallis (p<0,05).

Tabla 11. Ingesta de acidos grasos saturados en personas sanas segun grupo etario.

Grupo etario

AGS
Gl (n=20) G2(n=24) G3(n=20)  p*

4:0 452+16,37 095+084 0,59+0,45 0,212

12:0 056+027 071+044 059+0,48 0,189

14:0 285+125 351+184 3,19+151 0,621

16:0 19,13+7,97 23,48+9,75 21,32+7,15 0,467

18:0 798+321 10,64+458 10,60+3,68 0,060

20:0 0,10 +0,07* 0,18+0,13® 0,37+0,33%® <0,001

22:0 2,5+0,01 0,01+0,01 1,031 0,133

G1: personas sanas de 20-39 afios; G2: personas sanas de 40-59 afios; G3: personas sanas de 60-80 afios;
AGS: &cidos grasos saturados; 4:0: butirico; 12:0: laurico; 14:0: miristico; 16:0: palmitico; 18:0: esteérico;
20:0: araquidico; 22:0: behénico. Nd: no detectado. Los valores son expresados como la media + desvio
estandar (mg/dia). Letras distintas en superindice indican diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos (A/B p<0,05). *Prueba de Kruskal Wallis.
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Tabla 12. Ingesta de acidos grasos monoinsaturados en personas sanas segun grupo
etario.

Grupo etario
AGMI

G1 (n=20) G2 (n=24) G3 (n=20) p*

16:1 3,30 £ 2,00 4,59+270 345+155 0,192

18:1 30,97 +11,38 37,05+1250 36,97 +11,02 0,268

24:1 0,14+ 0,22 0,16 £ 0,27 0,12+0,22 0,930

G1: personas sanas de 20-39 afios; G2: personas sanas de 40-59 afios; G3: personas sanas de 60-80 afios;
AGMI: 4cidos grasos monoinsaturados; 16:1: palmitoleico; 18:1: oleico; 24:1: nervonico. Los valores son
expresados como la media + desvio estandar (mg/dia). *Prueba de Kruskal Wallis (p<0,05).

Tabla 13. Ingesta de acidos grasos poliinsaturados en personas sanas segun grupo
etario.

Grupo etario
AGPI

G1 (n=20) G2 (n=24) G3 (n=20) p*

18:3n-3 0,18+0,11% 0,37+0,26 8 0,36+0,28° 0,021

20:3n-3 1,50 + 0,98 1,55+ 0,86 1,79+£1,15 0,769
20:5n-3 0,01+0,01 0,01+0,01 0,01+0,01 0,707
22:5n-3 0,24+0,18 0,25+0,17 0,27 +0,18 0,937

22:6n-3 0,04+0,06" 0,15+0,09 B 0,19+0,07% <0,001

18:2n-6 1250+5,73" 1845+1099”% 17,94+7,75% 0,045

18:3 n-6 1,20+0,78 1,01 +0,65 1,19+ 1,08 0,528

20:4 n-6 0,21+0,14 0,21+0,16 0,26 £0,18 0,706

G1: personas sanas de 20-39 afios; G2: personas sanas de 40-59 afios; G3: personas sanas de 60-80 afios;
AGPI: acidos grasos poliinsaturados; 18:3 n-3: alfa linolénico; 20:3 n-3: eicosatrienoico; 20:5 n-3:
eicosapentaenoico; 22:5 n-3: docosapentaenoico; 22:6 n-3: docosahexaenoico; 18:2 n-6: linoleico; 18:3 n-6:
gamma linolénico; 20:4 n-6: araquidonico. Los valores son expresados como la media + desvio estandar
(mg/dia). Letras distintas en superindice indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
(A/B p<0,05). *Prueba de Kruskal Wallis.
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3. Correlacion entre la ingesta de &cidos grasos y la concentracion de citoquinas

proinflamatorias en saliva de personas sanas.

La tabla 14 muestra las asociaciones encontradas entre los valores de las citoquinas
proinflamatorias IL-1B, IL-6 y TNF en saliva y la ingesta de &cidos grasos saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados, IMC y VET en personas sanas. No se hall6 correlacion
entre las citoquinas y el IMC y VET (p>0,05).

Tabla 14. Correlacion entre la concentracion de citoquinas en saliva y la ingesta de
acidos grasos en personas sanas seguin grupo etario.

Grupo etario

Cq G1 (n=20) G2 (n=24) G3 (n=20)

AG CCS AG CCS AG CCS

IL-1p i NC 220 -046 - NC
22603 069 220 -047 160 073

180 062

IL-6 18:3n-3  -0.52
22:6n-3  -0.46

4:0 0,69 20:4n-6 0,59 20:0 0,60
22:6n-3 -095 22:6n-3 -0,98 18:2n-6 0,70
20:5n-3 -0,46 22:6n-3 -0,83

20:5n-3  -0,49

TNF

Cq: citoquinas; G1: personas sanas de 20-39 afios; G2: personas sanas de 40-59 afios; G3: personas sanas de
60-80 afios; AG: &cido graso; 4:0: butirico; 16:0: palmitico; 18:0: estearico; 18:2 n-6: linoleico; 18:3 n-3:
alfa linolénico; 20:0: araquidico; 20:4 n-6: araquiddnico; 20:5 n-3: eicosapentaenoico; 22:0: behénico; 22:6
n-3: docosahexaenoico; IL-1f: interleuquina 1pB; IL-6: interleuquina 6; TNF: factor de necrosis tumoral;
CCS: coeficiente de correlacion de Spearman (p<0,05). NC: no se hallé correlacion.

4. Correlacion entre la ingesta de alimentos fuente de &cidos grasos y la

concentracion de citoguinas proinflamatorias en saliva de personas sanas.

La tabla 15 muestra las correlaciones encontradas entre las citoquinas en estudio y
la ingesta de alimentos fuente de acidos grasos segun edad. Se han incluido sélo las
correlaciones cuyas diferencias entre grupos etarios han sido estadisticamente
significativas. Es importante destacar que se han hallado asociaciones negativas con

algunos alimentos fuente de AG considerados antiinflamatorios (pescados y frutos de mar,
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lacteos descremados) asi como positivas con los proinflamatorios (carne de cerdo, vaca y
visceras, lacteos enteros).

Tabla 15. Correlacion entre la ingesta de alimentos fuente de é&cidos grasos y la
concentracion de citoquinas en saliva de personas sanas segun grupo etario.

Grupo etario

Cqg G1 (n=20) G2 (n=24) G3 (n=20)
Alimento fuente CCS  Alimento fuente  CCS Alimento fuente CCs
Carne de cerdo 0,39
IL-1p ) NC Lacteos descremados ~ -0,43 ) NC
Grasa animal 0,52 LActeos enteros 0,41
IL-6 Visceras 0,46 LActeos descremados  -0,40 Pescados, frutos de mar  -0,59

Grasa animal 0,71
TNF Pescados, frutos de mar  -0,81

Pescados, frutos de mar  -0,55

Carne de vaca 0.50 | equmbres 0,45

Cq: citoquinas; G1: personas sanas de 20-39 afios; G2: personas sanas de 40-59 afios; G3: personas sanas de
60-80 afios; IL-1B: interleuquina 1pB; IL-6: interleuquina 6; TNF: factor de necrosis tumoral. CCS:
Coeficiente de correlacién de Spearman (p<0,05). NC: no se hall6 correlacion.

Objetivo 3
Determinar la concentracion de acidos grasos y eicosanoides 12-HHT, 13-HODE, 12-
HETE y 5-HETE en saliva, y su correlacion con la ingesta de acidos grasos n-3 y n-6 en

personas sanas y con diagnostico de enfermedad liquenoide bucal y carcinoma bucal de
celulas escamosas.

Los resultados correspondientes a este objetivo se presentan de la siguiente manera:
concentracion de acidos grasos en saliva de personas sanas y con lesion bucal y su
correlacién con la ingesta de acidos grasos; concentracién de eicosanoides en saliva de

personas sanas Yy con lesion bucal y su correlacidn con acidos grasos dietarios y en saliva.

1. Acidos grasos en saliva: concentracion en personas sanas y su correlacion con la
ingesta de acidos grasos.

Se determinaron las concentraciones de acidos grasos en saliva, en una submuestra

de personas sanas segun grupo etario, las cuales luego fueron correlacionadas con la
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ingesta de &cidos grasos n-6 y n-3. Los resultados se muestran en las tablas 16 y 17,

respectivamente.

Tabla 16. Concentracion de &cidos grasos en saliva de personas sanas segun grupo

etario.

Grupo
AGSa
G1 (n=9) G2 (n=10) G3 (n=9) p*

14:0 1,44 +1,59 0,73+1,06 1,48+1,14 0,244
16:0 13,04+6,57°  7,49+2,77%  741+447" 0,021
16:1 546+297°  267+1,94"  299+176% 0,039
18:0 9,12 +2,59 9,23+8,38 11,86+8,50 0,428
18:1 17,04+6,94  1570+8,86  10,11+9,06 0,160
20:0 7,72+452%  1344+422° 664+513" 0,015
22:0 3,79 +3,47 3,35+5,52 0,19+0,38 0,054
24:1 1,056 +1,21 0,61+1,61 0,86+1,43 0,401
18:3n-3 4,24 1,63 6,40 + 3,53 558+3,31 0,271
20:5n-3 059+1,02% 282+428" 917+3,81° 0,002
22:5n-3 0,18 +0,35 0,94+214 0,72+091 0,422
22:6 n-3 0,00+£0,00" 0,87+1,36" 362+3,81° 0,008
18:2 n-6 8,21+ 3,08 9,17 +5,23 9,99+508 0,956
18:3n-6 751+7,12% 1541+3,34° 1241+510" 0,029
20:4 n-6 8,43+ 5,37 6,50 + 4,63 12,30+5,81 0,089

AGSa: acido graso salival; G1: personas sanas de 20-39 afios; G2: personas sanas de 40-59 afios; G3:
personas sanas de 60-80 afios; 14:0: miristico; 16:0: palmitico; 16:1: palmitoleico; 18:0: estearico; 18:1:
oleico; 20:0: araquidico; 22:0: behénico; 24:1: nervonico; 18:3 n-3: alfa linolénico; 20:5 n-3:
eicosapentaenoico; 22:5 n-3: docosapentaenoico; 22:6 n-3: docosahexaenoico; 18:2 n-6: linoleico; 18:3 n-6:
gamma linolénico; 20:4 n-6: araquiddnico. Los valores se expresan como porcentaje de area (%4) y

corresponden a la media *

desvio estandar.

estadisticamente significativas entre los grupos (A/B p<0,05). *Prueba de Kruskal Wallis.

Letras distintas en superindice indican diferencias
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Tabla 17. Correlacién entre acidos grasos n-3 y n-6 dietarios y de la saliva de
personas sanas segun grupo etario.

Grupo

AGD G1 (n=9) G2 (n=10) G3 (n=9)

AGSa CCS AGSa CCS AGSa CCS

18:3n-3 18:3n-3 0,94 18:3n-3 0,93 - NC
20:5n-3 - NC - NC 18:2n-6  -0,70
22:6 n-3 - NC - NC 18:2n-6  -0,76

18:2 n-6 18:2n-6 0,75 18:2n-6 0,88 18:2n-6 0,98

20:4 n-6 20:4n-6 0,66 20:4 n-6 0,75 20:4n-6 0,70

Total 18:3n-3 0,87
AGPI 20:5n-3 0,68

18:2n-6 0,84 18:2n-6 0,95

AGD: Acido graso dietario; G1: personas sanas de 20-39 afios; G2: personas sanas de 40-59 afios; G3:
personas sanas de 60-80 afios; AGSa: éacido graso salival; 18:3 n-3: alfa linolénico; 20:5 n-3:
eicosapentaenoico; 22:6 n-3: docosahexaenoico; 18:2 n-6: linoleico; 20:4 n-6: araquidénico; AGPI: acidos
grasos poliinsaturados. CCS: Coeficiente de correlacidn de Spearman (p<0,05). NC: no se hallé correlacion.

2. Acidos grasos en saliva: concentracion en personas con lesion bucal y su

correlacion con la ingesta de acidos grasos.

La concentracién de acidos grasos en saliva de personas con lesion bucal se
muestra en la tabla 18. Solo se observo diferencia en los niveles de ADH, los cuales fueron
mayores en personas con carcinoma bucal de células escamosas (p=0,05). Cuando se
analizd la correlacion entre la ingesta de &cidos grasos n-6 y n-3 y las concentraciones de
esos acidos grasos en saliva de personas con lesién bucal, no se observo asociacion
estadisticamente significativa con un p<0,05. Sin embargo, al considerar un p=0,05 se
observé una asociacion positiva entre el consumo de ALA y los niveles de ADH (0,60;
p=0,05) en saliva de personas con enfermedad liquenoide bucal, y entre la ingesta total de
AGPI y la concentracién de ADH en saliva (0,68; p=0,05) de personas con carcinoma

bucal de células escamosas.
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Tabla 18. Concentracion de acidos grasos en saliva de personas con lesion bucal.

Grupo
AGSa
G4 (n=11) G5 (n=9) p*

14:0 0,62 £0,81 1,31+1,23 0,072
16:0 11,48 +5,49 9,65 £ 6,55 0,342
16:1 6,97 + 7,95 2,31+0,94 0,270
18:0 9,09 + 4,23 8,93 £7,08 0,305
18:1 12,12 + 13,63 12,10 £ 6,50 0,425

18:2 n-6 9,82 + 6,36 5,50 £ 2,35 0,160

18:3n-6 5,65+7,13 5,81+6,16 0,732

18:3n-3 1,43+ 1,96 2,67+1,76 0,060

20:0 5,13 +5,36 4,78 + 3,43 0,680

20:4 n-6 6,35+ 5,25 5,94 £ 4,60 0,790

20:5n-3 12,60 + 7,07 9,71+10,26 0,183

22:0 1,08 +1,83 1,86 +1,83 0,260

22:5n-3 2,40 + 8,84 4,30+2,89 0,102

22:6n-3  1,72+2,74* 6,10 + 4,34° 0,005

24:1 0,96 +1,53 1,37 +0,86 0,073

AGSa: 4cido graso salival; G4: personas con diagnéstico de enfermedad liquenoide bucal; G5: personas con
diagnostico de carcinoma bucal de células escamosas; 14:0: miristico; 16:0: palmitico; 16:1: palmitoleico;
18:0: estearico; 18:1: oleico; 18:2 n-6: linoleico; 18:3 n-6: gamma linolénico; 18:3 n-3: alfa linolénico;
20:0: araquidico; 20:4 n-6: araquidénico; 20:5 n-3: eicosapentaenoico; 22:0: behénico; 22:5 n-3:
docosapentaenoico; 22:6 n-3: docosahexaenoico; 24:1: nervénico. Los valores se expresan como porcentaje
de area (%4) y corresponden a la media + desvio estandar. Letras distintas en superindice indican diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (A/B p<0,05). *Prueba de Kruskal Wallis.

3. Eicosanoides en saliva: concentracion en personas sanas y con lesion bucal.

Las concentraciones de eicosanoides en saliva, determinadas en una submuestra de
personas sanas, se muestran en la tabla 19. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas segln edad, incluso cuando se considero el sexo en cada uno de esos grupos

etarios (p>0,05).
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Tabla 19. Concentracion de eicosanoides en saliva de personas sanas segun grupo
etario.

Grupo etario

Eicosanoides
G1 (n=10) G2 (n=10) G3 (n=10) p*

12-HHT 1,77+ 2,93 0,46 + 0,60 2,72 +5,46 0,958
13-HODE 1,10+ 2,32 0,02 £ 0,06 0,00 £+ 0,00 0,317
12-HETE 4,18 +3,79 5,10+7,39 4,64 +6,92 0,757
5-HETE 8,94 £12,75 7,68 £ 7,60 8,08 £ 9,32 0,995

G1: personas sanas de 20-39 afios; G2: personas sanas de 40-59 afios; G3: personas sanas de 60-80 afios; 12-
HHT: acido 12-hidroxiheptadecatrienoico; 13-HODE: &cido 13-hidroxioctadecaenoico; 12-HETE: acido
12-hidroxieicosatetraenoico; 5-HETE: acido 5-hidroxieicosatetraenoico; Los valores son expresados como la
media + desvio estandar (ng/mL). *Prueba de Kruskal Wallis (p<0,05).

La tabla 20 muestra las concentraciones de eicosanoides en saliva en una
submuestra de personas con lesién bucal. No se hallaron diferencias estadisticamente
significativas entre los dos grupos (p>0,05), aunque los valores de todos los eicosanoides

son notoriamente mas altos en el grupo de personas con enfermedad liquenoide bucal.

Tabla 20. Concentracion de eicosanoides en saliva de personas con lesion bucal.

Grupo
Eicosanoides
G4 (n=11) G5 (n=11) p*
12-HHT 2,88 +3,51 1,87+1,92 0,809
13-HODE 7,02 + 6,96 2,90 + 3,37 0,217
12-HETE 21,10+ 19,80 16,34 + 14,50 0,554
5-HETE 35,15+ 32,09 19,96 + 11,80 0,510

G4: personas con diagnostico de enfermedad liquenoide bucal; G5: personas con diagnéstico de carcinoma
bucal de células escamosas; 12-HHT: 4&cido 12-hidroxiheptadecatrienoico; 13-HODE: 4&cido 13-
hidroxioctadecaenoico;  12-HETE:  4cido  12-hidroxieicosatetraenoico;  5-HETE:  &cido  5-
hidroxieicosatetraenoico; Los valores son expresados como la media + desvio estandar (ng/mL). *Prueba de
Kruskal Wallis (p<0,05).
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Se compararon los niveles de eicosanoides en saliva entre G2 y G3 (agrupados) y
personas con enfermedad liquenoide y cancer bucal (G4 y G5, respectivamente), ya que
pertenecen al mismo rango etario (grafico 4), y se encontraron las diferencias que se
presentan en la tabla 21. Las concentraciones de 13-HODE, 5y 12-HETE en saliva, fueron

mayores en personas con lesion bucal que en las sanas (p<0,05).

Grafico 4. Concentracion de eicosanoides en saliva de personas sanas y con lesion
bucal.
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G2 y G3: personas sanas de 40-80 afios; G4: personas con diagndstico de enfermedad liquenoide bucal; G5:
personas con diagnéstico de carcinoma bucal de células escamosas; 12-HHT: &cido 12-
hidroxiheptadecatrienoico; 13-HODE: 4cido 13-hidroxioctadecaenoico; 12-HETE: 4cido 12-
hidroxieicosatetraenoico; 5-HETE: 4cido 5-hidroxieicosatetraenoico.
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Tabla 21. Concentracion de eicosanoides en saliva de personas sanas y con lesion
bucal.

Grupo
Eicosanoides
G2y G3 (n=20) G4 (n=11) G5 (n=11) p*
12-HHT 1,59 + 3,95 2,88 +3,51" 1,87 +1,92% 0,586
13-HODE 0,01 +0,04" 7,02 + 6,968 2,90+3,37%  <0,001
12-HETE 487+6,97%  21,10+19,80° 16,34 +1450° 0,003
5-HETE 8,00+8,10"  35,15+32,09° 19,96+ 11,80° 0,010

G2 y G3: personas sanas de 40-80 afios; G4: personas con diagndstico de enfermedad liquenoide bucal; G5:
personas con diagnéstico de carcinoma bucal de células escamosas; 12-HHT: é&cido 12-
hidroxiheptadecatrienocico; 13-HODE: acido 13-hidroxioctadecaenoico; 12-HETE: acido 12-
hidroxieicosatetraenoico; 5-HETE: acido 5-hidroxieicosatetraenoico; Los valores son expresados como la
media + desvio estandar (ng/ml). Letras distintas en superindice indican diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (A/B p<0,05). *Prueba de Kruskal Wallis.

4. Eicosanoides en saliva: correlacion con acidos grasos dietarios y los presentes en

saliva de personas sanas y con lesion bucal.

Las concentraciones de los eicosanoides en saliva fueron correlacionadas con la
ingesta de AG dietarios en personas sanas. En el grupo de participantes mas jovenes (G1)
se observo una asociacion negativa entre la ingesta de AL (-0,73; p=0,018) y ALA (-0,74;
p=0,014) y la concentracion de 12-HETE en saliva, y positiva entre la ingesta de AL (0,65;
p=0,042) y 5-HETE. No se observaron correlaciones en personas de mayor edad (G2 y G3)
(p>0,05). Los niveles de eicosanoides en saliva también fueron correlacionados con los de
AG n-3 y n-6 en el mismo fluido, pero no se encontraron asociaciones estadisticamente
significativas en ningln grupo etario (p>0,05). Al realizar esta Gltima correlacion en los
grupos de personas con enfermedad liquenoide y cancer bucal (G4 y G5) se observo, en las
primeras, una asociacion positiva entre la ingesta de AL y los niveles de 12-HHT (0,62;
p=0,042) en saliva, pero negativa entre el consumo de AGL y AA y la concentracion de 5-
HETE (-0,69; p=0,019; -0,64; p=0,034, respectivamente). En los pacientes con cancer
bucal se encontraron las siguientes asociaciones negativas: entre la ingesta de AGL vy los
niveles de 12-HHT (-0,64; p=0,033) en saliva, y entre AL y 13-HODE (-0,72; p=0,013).
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Con respecto a la relacion entre la concentracion de eicosanoides y la de &acidos
grasos en saliva, se encontraron asociaciones interesantes en el grupo de personas con
enfermedad liquenoide bucal. Los niveles de 12-HHT en saliva se asociaron negativamente
con los de DHA (-0,72; p=0,019), y los de 5-HETE con AGL (-0,68; p=0,031) y AA (-
0,64; p=0,044), pero de manera positiva con AL (0,74; p=0,014).

Objetivo 4
Correlacionar la ingesta de acidos grasos n-3 y n-6 y la inflamacion de la mucosa bucal, |

medida a traves de citoquinas en saliva, de pacientes con enfermedad liquenoide bucal y |

carcinoma bucal de células escamosas.

Los resultados correspondientes a este objetivo se presentan de la siguiente manera:
caracterizacion del patron de consumo diario de alimentos e ingesta de alimentos fuente de
acidos grasos en personas con lesion bucal; consumo de &cidos grasos saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados y comparacion con su ingesta en personas sanas;
correlaciones entre la ingesta de &cidos grasos y de sus alimentos fuente y la concentracion

de citoquinas en saliva de personas con lesion bucal.

1. Patron de consumo diario de alimentos e ingesta de alimentos fuente de acidos

grasos en personas con lesion bucal.

El patrén de consumo diario de alimentos de personas con lesion bucal (G4 y G5)
se muestra en el grafico 5. Cuando se analizd la ingesta de alimentos fuente de AG
(gramo/dia) se encontraron diferencias en el consumo de frutas oleaginosas (24,09 g en
G4; 9,16 g en G5; p=0,03) y de pollo sin piel (72,57 g en G4; 43,89 g en G5), los que

fueron mayores en personas con enfermedad liquenoide que en aquellas con cancer bucal.
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Grafico 5. Patron de consumo diario de alimentos en personas con lesion

bucal.
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G4: personas con diagnostico de enfermedad liquenoide bucal; G5: personas con diagndstico de

carcinoma bucal de células escamosas.

2. Ingesta de é&cidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados en

personas con lesion bucal y comparacion con su consumo en personas sanas.

La ingesta diaria de &cidos grasos (mg/dia) y otras variables nutricionales se
muestra en la tabla 22. Es importante destacar que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el consumo de AG entre los dos grupos de pacientes con
patologia bucal, lo que permitié agruparlos y compararlos, en cuanto a la ingesta de estos

nutrientes, con los sanos de edad similar (G2 y G3 agrupados) (tabla 23).
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Tabla 22. Variables nutricionales e ingesta de acidos grasos en personas con lesion

bucal.

Variables Grupo

nutricionales G4 (n=)20 G5 (n=11) p*

IMC 28,89 + 4,42 27,93+8,01 <0,001

VET (Kcal) 2688,66 £ 992,41  2592,64 + 864,33 0,269

Colesterol (mg) 389,67 + 234,16 326,83 +11390 0,593

Grasa total (g) 77,94 + 38,68 84,52 + 38,15 0,172

AGS (mg) 22,59+12,79 32,13+ 14,55 0,453
4:0 0,40+0,34 0,53+0,52 0,650
12:0 0,52+0,41 0,41+0,25 0,409
14:0 2,62+1,67 2,48+1,18 0,901
16:0 19,05 + 10,94 19,33+8,95 0,967
18:0 8,35+5,10 9,23+4,34 0,620
20:0 0,19+0,13 0,16 +0,12 0,679
22:0 0,01+£0,02 0,03+0,01 0,935

AGMI (mg) 36,29 + 19,80 35,18 + 16,17 0,247
16:1n-7 3,04+221 3,562+2,19 0,445
18:1n-9 33,12+ 17,87 31,43+14,38 0,741
24:1n-9 0,13+0,22 0,22+0,39 0,685

AGPI (mg) 19,05 + 9,05 17,21 +9,04 0,060
18:2 n-6 15,65 + 8,16 13,97 + 7,64 0,312
18:3 n-6 1,12 +1,10 0,91+0,71 0,951
18:3 n-3 0,22+0,14 0,33+0,21 0,094
20:3n-3 1,52 +0,97 1,37 +£0,87 0,694
20:4 n-6 0,22 +0,27 0,23+0,23 0,869
20:5n-3 15+49 0,01+£0,02 0,436
22:5n-3 0,29+0,18 0,32+0,18 0,603
22:6 n-3 0,03+0,03 0,07 +0,08 0,216

G4: personas con diagndstico de enfermedad liquenoide bucal; G5: personas con diagndéstico de carcinoma
bucal de células escamosas; IMC: indice de masa corporal; VET: valor energético total; AGS: &cidos grasos
saturados.; 4:0: butirico; 12:0: laurico; 14:0: miristico; 16:0: palmitico; 18:0: estedrico; 20:0: araquidico;
22:0: behénico; AGMI: acidos grasos monoinsaturados; 16:1 n-7: palmitoleico; 18:1 n-9: oleico; 24:1 n-9:
nervénico; AGPI: acidos grasos poliinsaturados; 18:2 n-6: linoleico; 18:3 n-6: gamma linolénico; 18:3 n-3:
alfa linolénico; 20:3 n-3: eicosatrienoico; 20:4 n-6: araquidonico; 20:5 n-3: eicosapentaenoico; 22:5 n-3:
docosapentaenoico; 22:6 n-3: docosahexaenoico; Los valores son expresados como la media + desvio
estandar (mg/dia). *Prueba de Kruskal Wallis (p<0,05).

62



Inflamacidn de la mucosa bucal: su relacion con acidos grasos dietarios y envejecimiento

Tabla 23. Acidos grasos dietarios y variables nutricionales: diferencias entre personas
sanas y con lesion bucal.

Grupo
AG
G2yG3(n=44) G4yGS5(n=31)  p*

IMC 25,50 + 2,40 28,55 + 5,83 0,004
AGMI 41,23+1347 350904 18,32 0,041
16:1n-7 4,07+2,30 321+2,18 0,050
18:1n-9  37,00+1172 32,52 +16,49 0,031
AGS 37,90+1456  2598+1399  <0.001
4:0 0,78+0,71 0,45+ 0,41 0,020
12:0 0,65 + 0,46 0,48 + 0,36 0,040
14:0 3,36+ 1,68 2,57 +1,49 0,001
18:0 10,62 + 4,15 8,66 % 4,79 0,025
22:6 n-3 0,16 + 0,08 0,04+0,05  <0.0001

AG: écido graso; G2 y G3: personas sanas de 40-80 afios; G4 y G5: personas con diagnéstico de enfermedad
liquenoide bucal y carcinoma bucal de células escamosas. IMC: indice de masa corporal; AGMI: &cidos
grasos monoinsaturados; 16:1 n-7: palmitoleico; 18:1 n-9: oleico; AGS: &cidos grasos saturados; 4:0:
butirico; 12:0: laurico; 14:0: miristico; 18:0: estearico; 22:6 n-3: docosahexaenoico; Los valores son
expresados como la media + desvio estdndar (mg/dia). *Prueba de Kruskal Wallis (p<0,05). Solo se muestran
aquellos AG y variables nutricionales que presentaron diferencias estadisticamente significativas.

3. Correlacion entre la ingesta de acidos grasos y la concentracién de citoquinas en

saliva de personas con lesion bucal.

Se correlaciond la ingesta de &cidos grasos, especialmente n-3 y n-6, y la
inflamacion de la mucosa bucal -determinada a través de las citoquinas en saliva de
pacientes con enfermedad liquenoide bucal (G4) y carcinoma bucal de células escamosas
(G5) y se encontraron asociaciones interesantes en este Gltimo grupo con respecto a acidos
grasos saturados. IL-1B mostré una asociacion positiva con la ingesta del AG 12:0 (0,65;
p=0,04), y la citoquina IL-6 con el consumo de 20:0 (0,73; p=0,01).
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4. Correlacion entre la ingesta de alimentos fuente de &cidos grasos y la

concentracion de citoquinas en saliva de personas con lesion bucal.

La tabla 24 muestra las correlaciones encontradas entre las citoquinas en estudio y
la ingesta de alimentos fuente de &cidos grasos en personas con lesién bucal.

Tabla 25. Correlacion entre la ingesta de alimentos fuente de &cidos grasos y la
concentracién de citoquinas en saliva de personas con lesion bucal.

Grupo
Cq G4 (n=20) G5 (n=11)

Alimento fuente CCs Alimento fuente CCs
Aceite, mezcla -0,59 Mayonesa 0,72
IL-1p Queso cremoso 0,53 Cerdo, lomo 0,67
Vacuno, tira de asado 0,65
Vacuno, costilla 0,54 Nuez -0,78
Vacuno, matambre 0,50 Pescados y frutos de mar  -0.62
IL-6 Vacuno, puchero 0,46 Vacuno, molida comdn 0,77
Queso senda 0,47 Salchichas 0,65

Léacteos descremados 0,52

Garbanzo hervido -0,49
Atan al natural -0,53 Vacuno, puchero 0,72
TNE Pescados y frutos de mar  -0,49 Vacuno, molleja 0,67
Vacuno, costeleta 0,47 Queso senda 0,77
Vacuno, molida comun 0,48 Queso gruyere 0,67

Cq: citoquinas; G4: personas con diagnéstico de enfermedad liquenoide bucal; G5: personas con diagnostico
de carcinoma bucal de células escamosas; IL-1f: interleuquina 1p; IL-6: interleuquina 6; TNF: factor de
necrosis tumoral. CCS: Coeficiente de correlacion de Spearman (p<0,05).
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DISCUSION

65



Inflamacidn de la mucosa bucal: su relacion con acidos grasos dietarios y envejecimiento

La inflamacion es un mecanismo normal de defensa del hospedador frente a
patdégenos y como respuesta a diferentes lesiones. Es autolimitada y se resuelve mediante
mecanismos que incluyen la secrecion de citoquinas antiinflamatorias y mediadores
lipidicos prorresolutivos. Si esa resolucion falla, el proceso se vuelve crénico y puede
favorecer el desarrollo de patologias inflamatorias y céncer. El envejecimiento y los AG
dietarios se relacionan con el sistema inmune y los procesos inflamatorios, pero son
escasos los estudios referidos a la asociacion entre la edad y la ingesta de esos compuestos
dietarios, y la inflamacion de la mucosa bucal.

El objetivo de este trabajo fue analizar la relacion entre AG dietarios y
envejecimiento y la inflamacion de la mucosa bucal, determinada a través de citoquinas
presentes en saliva, en personas sanas y con diagnostico de enfermedades liquenoides
bucales, como liquen plano y lesion liquenoide, asi como de carcinoma bucal de células
£scamosas.

A continuacion, se presenta la discusion segun los principales resultados

encontrados.

Las citoquinas proinflamatorias presentes en saliva de personas sanas disminuyen con el

envejecimiento |

La mucosa bucal puede ser asiento de procesos inflamatorios (30-34) y su
inmunidad puede ser analizada en la saliva a traves de marcadores de inflamacion como las
citoquinas (41-44).

En este trabajo de tesis se analizaron las concentraciones de citoquinas
proinflamatorias IL-1B, IL-6 y TNF en saliva, segun sexo y edad, en personas sanas a fin
de conocer la inflamacién basal de la mucosa bucal. Se observé una menor concentracion
de estas citoquinas en los participantes de mayor edad que en los mas jovenes. Segln estos
resultados, el envejecimiento podria asociarse a una menor inflamacién basal de la mucosa
bucal, medida a través de citoquinas proinflamatorias en saliva, relacion sobre la cual no se

han hallado otros estudios.
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Béck y col. encontraron una correlacion positiva significativa entre la edad y los
niveles de marcadores inflamatorios en saliva, como PGE,, asi como una mayor actividad
de metaloproteinas se matriz en la saliva de personas mayores de 40 afios en comparacion
con los menores de esa edad, sin diferencia segin sexo (136). En nuestro estudio tampoco
se detectaron diferencias en la concentracién de IL-1B, IL-6 y TNF entre hombres y
mujeres, indicando que el sexo no influye en la concentracion de estos marcadores de
inflamacion en la saliva. Riis y col. analizaron citoquinas en suero y en saliva -interferén
gamma (IFN,), TNF, IL-1p, interleuquina-2 (IL-2), IL-6, I1L-8, IL-10, e interleuquina-12
(IL-12)- en mujeres de 13-17 afios de edad durante tres afios consecutivos y observaron
que, en los dos primeros afios de estudio, la edad se asocié negativamente con los niveles
de la mayoria de esas citoquinas en saliva (a mayor edad, niveles méas bajos de citoquinas),
sugiriendo una relacion entre la inflamacion de la mucosa bucal y los cambios hormonales
vinculados a la transicion puberal de las nifias. Estos autores también hallaron que los
niveles de IL-1p e IL-8 en saliva fueron veinte veces mas altos que los de las demas
citoquinas (157), resultados que coinciden con los de nuestro trabajo, en el que se encontro
una mayor concentracion en saliva de IL-1p que de IL-6 y TNF, aunque las edades no son
comparables. Es importante destacar que en los estudios citados, a diferencia del nuestro,
no se ha tenido en cuenta -seglin consta en la metodologia- la presencia de enfermedad
periodontal, factores irritativos locales tales como prétesis removible, fractura dentaria, asi como
tampoco la ingesta de AG dietarios y sus alimentos fuente (que poseen propiedades
antiinflamatorias y proinflamatorias), regimenes alimentarios especiales, consumo
excesivo de alcohol y administracion habitual de medicamentos, es decir, factores que
modifican la inflamacion.

Existen numerosos trabajos sobre citoquinas en saliva (158-161) pero no fueron
llevados a cabo en pacientes sanos, tanto a nivel del sistema estomatognatico como
sistémico, ni se ha considerado edad y sexo.

La saliva contiene agua, proteinas, péptidos bioactivos, acidos nucleicos, lipidos y
electrolitos, células sanguineas y epiteliales descamadas, ademas del aporte de la mucosa
bucal, el periodonto, la microbiota y sus metabolitos (5,48,162,163). La mayoria de sus
componentes se producen localmente en las glandulas salivales, pero algunas moléculas
pasan de la sangre a la saliva a nivel de los conductos y a través de procesos biolégicos
como la difusion pasiva, el transporte activo y la ultrafiltracion (162,163). No obstante, la
concentracion de la mayoria de los componentes plasmaticos presentes en la saliva es

aproximadamente 300 a 3000 veces menor en este Gltimo fluido (164,165).
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Numerosos estudios han descrito la produccion de proteinas en las glandulas
salivales. Se conoce que los amino&cidos ingresan a las células acinares mediante
transporte activo y, después de la sintesis, la mayoria de las proteinas intracelulares se
almacenan en granulos que serdn liberados ante estimulos secretores (41,165,166). Sin
embargo, no se han hallado reportes sobre la produccion de las citoquinas en saliva, asi
como tampoco sobre el aporte de esas proteinas desde la sangre, por lo que resulta
necesario avanzar en la investigacion acerca de la contribucion de las glandulas salivales y
la sangre al contenido final de las citoquinas en saliva.

La disminucion de citoquinas proinflamatorias en saliva de personas de mayor edad
podria deberse a los diferentes cambios acontecidos con el envejecimiento, tales como
reduccién de la microvasculatura -lo que provocaria una reducciéon de componentes
salivales provenientes de la sangre debido a una disminucion de la difusion pasiva,
ultrafiltracion y transporte activo-, reduccion de la concentracion total de proteinas en
saliva (167), cambios anatomicos e histologicos en las glandulas salivales, tales como
atrofia de las células acinares y reemplazo del parénquima normal por tejido fibroso
(167,168). Segun Xu y col, las glandulas salivales de personas de 23 afios de edad
presentan una estructura lobular y del parénquima mas uniforme y compacta en
comparacion con personas de 83 afios, en los que se ha observado un aumento
proporcional del volumen de tejido graso y fibroso y una disminucién del volumen de
secrecion de las células acinares, cambios que podrian resultar en una hipofuncion de las
glandulas salivales. A esas modificaciones estructurales y funcionales se sumaria la
reduccion en la intensidad de la estimulacion y el reflejo ya que, con la edad, se produce
una disminucién de receptores olfativos y gustativos, de la estimulacion neuronal de la
saliva y de la perfusion sanguinea a nivel de las glandulas (168). Aungue se conoce que la
composicion salival se modifica en personas mayores de 60 afios de edad -aumento de
potasio, cloro, fosfato, &cido Urico, lisosima, amilasa, inmunoglobulina A secretoria, y
disminucidn del calcio, lactoferrina, transferrina, glutation oxidado y reducido y actividad
peroxidasa- (168), es escaso el conocimiento sobre las citoquinas en saliva y su relacién
con la edad.

El envejecimiento esta asociado con una inflamacion crénica de bajo nivel (133) y
con un aumento de la concentracién de moléculas proinflamatorias en suero (94,132,134).
Numerosos estudios muestran que las concentraciones circulantes de muchos mediadores
de la inflamacion son mas altas en adultos mayores que en adultos jovenes (94,134),

aungue esa asociacion significativa y consistente con la edad solo ha sido observada con
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algunos mediadores séricos (94). Los estudios en saliva son escasos Yy los resultados no son
concluyentes (157). En este sentido, Riis y col. no hallaron correlaciones significativas
entre las concentraciones, en saliva y suero, de las citoquinas IFN,, TNF, IL-2, IL-6, IL-8,
IL-10, y IL-12 en mujeres de 13-17 afios y, ademas, reportaron niveles de todas las
citoquinas mas bajos en saliva que en suero, excepto IL-8 e IL-1p que fue a la inversa. Los
niveles de IL-1p en saliva mostraron una asociacion positiva con su concentracion en suero
(157). Nam y col. encontraron que los niveles de IL-1p e IL-6 fueron mas altos que el de
TNF en saliva de hombres jovenes y, de ellas, la IL-6 fue la Gnica que mostré una
correlacion significativa, aunque débil, con su homoéloga en plasma (161).

A fin de proteger a los tejidos subyacentes ante diferentes noxas, la mucosa bucal -a
través de los queratinocitos- produce citoquinas y quimiocinas que promueven el infiltrado
celular, la respuesta vascular, destruccion de tejidos y proliferacion celular (34,38,39). Esa
mucosa protectora también estd dotada de células del sistema inmune innato como
macrofagos, células dendriticas, de Langerhans, natural killer, leucocitos
polimorfonucleares y sus mediadores inflamatorios que incluyen citoquinas, quimiocinas,
péptidos antibacterianos y componentes del sistema del complemento. La inmunoglobulina
A secretoria, los mediadores biologicos derivados de los queratinocitos bucales y los
componentes del liquido crevicular gingival agregan su aporte a la inmunidad de la mucosa
bucal (31,34,39,40). Por todo ello, el trasudado mucoso aportaria citoquinas a la saliva a
partir de la activacion del sistema inmune. Dentro de los cambios relacionados con la edad
se incluye la disminucién del grosor del epitelio mucoso acompariado de un aumento del
de queratina y una reduccidén de la microvasculatura (167), todo lo cual podria interferir en
la produccion y pasaje de citoquinas al medio bucal en personas de mayor edad, resultando
en una disminucion de la concentracion de esas proteinas en saliva.

Las evidencias bibliograficas y nuestros hallazgos sugieren que, si bien el
envejecimiento esta asociado con una inflamacion crénica de bajo nivel y esto se evidencia
en algunos estudios por un aumento en los marcadores inflamatorios en suero como las
citoquinas (133,134), no ocurriria lo mismo en saliva. Ello podria estar relacionado a los
cambios histoldgicos y funcionales, antes mencionados, que se producen en las glandulas

salivales y en la mucosa bucal.
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Las citoquinas proinflamatorias presentes en saliva-de personas sanas disminuyen con |

la ingesta de AG n-3 y aumentan con la de n-6 y AGS |

Se analiz6 la ingesta de AG dietarios saturados, monoinsaturados y poliinsaturados
en relacién a la concentracion de IL-1pB, IL-6 y TNF en saliva de personas sanas, a fin de
conocer su influencia sobre la inflamacién basal de la mucosa bucal. Se observo que la
concentracion de IL-6 en saliva disminuye a mayor ingesta de AG n-3 en personas de 20-
39 y en mayores de 60 afios, pero también aumenta en este Gltimo grupo etario a mayor
consumo de AGS. Por el contrario, los niveles de IL-6 e IL-1B en saliva disminuyen a
mayor ingesta de AGS en personas de 40-59 afios. La concentracion de TNF en saliva fue
mas baja ante un mayor consumo de AG n-3 en todas las edades, pero mas alta con una
mayor ingesta de AG n-6 en personas de 40 afios 0 mas, al igual que con el consumo de
AGS en personas del menor y mayor rango etario (20-39 y 60-80 afios, respectivamente).
Esto sugiere que la ingesta de AGPI n-3 podria asociarse a una disminucion de la
inflamacion de la mucosa bucal, en tanto que lo contrario ocurriria con el consumo de
AGPI n-6 y AGS. Se ha observado que las personas de 40-80 afios consumen mayor
cantidad de AGPI n-3 y n-6, asi como de AGS, con respecto a las méas jovenes, lo cual
podria favorecer las asociaciones observadas entre las citoquinas y esos AG.

Se conoce que los AGPI n-3 tienen efectos antiinflamatorios (4,91) debido a la
regulacion negativa de NF-kp, IL-1p, TNF e IL-6, y positiva de IL-10 (94,112,118,120) y
la posterior alteracion en la transcripcion de citoquinas proinflamatorias (94,114,115). Los
efectos antiinflamatorios de los AGPI n-3 sobre las citoquinas inflamatorias estan
relacionados con alteraciones en la expresion de genes que codifican esas proteinas (94),
ya que interfieren en la activacion del receptor toll like 4 (TLR-4) (169) y la fosforilacion
de la subunidad inhibidora de NF-xp (IkB), y estimulan al receptor gamma activado por
proliferador de peroxisoma (PPAR-y), el cual bloquea la translocacion de NF-k al nucleo,
reduciendo asi la produccion de TNF e IL-6 (94). Ademas, los mediadores lipidicos
derivados de AEP y ADH, como resolvinas, protectinas, maresinas y PGEj3, poseen accion
antiinflamatoria (117,119,121,170). Por el contrario, los AGPI de la serie n-6 tienen
efectos proinflamatorios y su mayor ingesta predispone mecanismos que incluyen la
alteracién en la produccion de eicosanoides como PGE; y leucotrieno-B4 (LTB,) a partir
del AA, y el aumento de citoquinas proinflamatorias IL-6, IL-1p y TNF por activacion de
NF-kp (170,171). Los AGS también inducen la inflamacion (120,125,126) ya que acttan

sobre TLR-4, lo que conduce a la activacion de la cascada de sefializacién dependiente o
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independiente de la proteina de respuesta primaria a la diferenciacion mieloide 88
(MyD88). En la via dependiente de MyD88, la activacion de NF-kB y de la proteina
activadora del factor de transcripcion 1 (AP-1) contribuye a la expresion de citoquinas
proinflamatorias como TNF, IL-1p e IL6, entre otras (172,173).

En este trabajo, las concentraciones de IL-6 y TNF en saliva disminuyeron ante un
mayor consumo de AGPI n-3 pero IL-1B no mostr6 esa asociacion. Ademas, esa citoquina
e IL-6 disminuyeron ante una mayor ingesta de AGS en personas de mediana edad en tanto
que, en el resto, el consumo de esos AG se asoci6 a un aumento de citoquinas
proinflamatorias. Si bien se conoce que los AGS inducen la inflamacion y un incremento
de las mencionadas citoquinas, la mayoria de los estudios se refieren a los AGS laurico,
palmitico, estedrico y miristico (126,172,173) en monocitos, macrdéfagos, células
dendriticas, endoteliales, del musculo estriado, pancreaticas B, de la microglia, adipocitos y
hepatocitos (173). En nuestro trabajo, las asociaciones positivas entre la ingesta de AGS y
las citoquinas presentes en saliva ocurrieron con los AG palmitico, estearico, araquidico y
butirico, lo que indicaria una accion inflamatoria de esos AG. Lo contrario se observd con
el consumo de AG behénico, aunque solo con IL-B e IL-6 y en personas de 40-59 afios. No
se hallaron reportes al respecto en la bibliografia consultada.

Todo lo expuesto explicaria la relacion observada entre la ingesta de AGPI n-3y n-
6, asi como de AGS, y la concentracion de citoquinas en saliva -asociacion que no ha sido
reportada hasta el momento- y que sugeriria una influencia de la ingesta de AG dietarios,
sobre todo del grupo n-3, sobre el estado inflamatorio de la mucosa bucal.

Estudios llevados a cabo en animales y seres humanos han demostrado que los AG
n-3 AEP y ADH, incorporados al organismo a través del consumo de pescados grasos y
suplementos de aceite de pescado, pueden intervenir en eventos inflamatorios como
quimiotaxis leucocitaria, expresidn de moléculas de adhesidon celular, produccién de
eicosanoides y citoquinas inflamatorias, reactividad de células T, alteracion de la
composicion de los fosfolipidos de la membrana celular, inhibicién de la activacion de NF-
kB, entre otros (94,170,171). Con respecto a las citoquinas, algunos ensayos clinicos en
humanos han demostrado menores concentraciones de esos marcadores inflamatorios en
plasma a mayor ingesta de ADH y AEP (170). EI consumo de este ultimo AG se asocio
con una menor concentracion de IL-6, y el de ADH con esa citoquina y con TNF, pero la
ingesta de ambos AG ha mostrado una relacion con mayores niveles de citoquinas

antiinflamatorias 1L-10 y TGF-B (94). Ademas, en personas sanas se ha observado que la
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ingesta de AEP y ADH, como suplementos dietarios, disminuye la produccién de TNF, IL-
1B e IL-6 por parte de monocitos (94).

No se hallaron estudios sobre la relacidn entre la ingesta de AG n-3y las citoquinas
presentes en saliva, y son escasos los reportes acerca de su asociacién con la inflamacion
de la mucosa bucal. Un estudio en ratas demostr6 que la aplicacion local y la
administracion sistémica de AG n-3 promueve la cicatrizacion de Ulceras bucales, con
mejor formacion de tejido de granulacién y menor infiltrado de células inflamatorias que
en los animales del grupo control (174). No se encontraron otros estudios al respecto pero,
dado que la mucosa bucal es parte del sistema digestivo, es importante tener en cuenta la
asociacion entre la ingesta de AG n-3 y la inflamacién de otras mucosas, como la del
intestino. Se ha observado que el ADH disminuye la inflamacién en un modelo de epitelio
intestinal humano (175) y que los AG n-3, en general, ejercen acciones proinflamatorias y
antiinflamatorias en modelos de colitis cronica (ratones C57BL/6) y de inflamacion
cronica de intestino delgado (ratones SAMP1/Yit) (176). Generoso Yy col. hallaron efectos
positivos de los AG dietarios n-3 en el tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal
en ratones BALB/c, ya que alivian los sintomas y promueven una mayor integridad de la
mucosa (177). Del mismo modo, el AAL (precursor de AEP y ADH) se comporta como un
agente antiinflamatorio en la colitis de ratas y la suplementacion con ese AG es eficaz para
inhibir la inflamacion inducida por IL-1B en seres humanos (178). Ademas, se comprobo
una mejora en la respuesta inflamatoria posoperatoria en pacientes con cancer gastrico
asociada a la ingesta de AG n-3, con una disminucion en los niveles de IL-1B ¢ IL-6 y un
aumento en el de IL-10 (citoquina antiinflamatoria) en suero (179).

Las evidencias bibliograficas referidas a la mucosa intestinal y los resultados
obtenidos en este trabajo sugieren que la ingesta de AG n-3 reduciria la inflamacion de la

mucosa bucal.

Las citoquinas proinflamatorias presentes en saliva de personas sanas
disminuyen con la ingesta de alimentos fuente de AG n-3 y aumentan con la de aquellos |
|

que aportan AG n-6y AGS |

Diferentes patrones dietarios pueden retardar o promover la inflamacion. Una alta

ingesta de carnes rojas, postres azucarados, alimentos ricos en grasas, incluyendo grasas
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parcialmente hidrogenadas y trans, granos refinados y bebidas carbonatadas, y por otro
lado, un bajo consumo de frutas frescas y secas, verduras, cereales integrales, fibra
insoluble y alimentos ricos en AG n-3, como pescado, linaza, huevos y nueces (104,107-
110,180-182), puede generar una produccién excesiva de citoquinas proinflamatorias y
reducida de citoquinas antiinflamatorias, y conducir a la activacion del sistema inmune
innato (104,109,183).

En el presente trabajo se ha encontrado que un mayor consumo total de pescados y
frutos de mar (fuente de AEP y DHA) disminuye los niveles de IL-6 y de TNF en saliva de
personas mayores de 60 afios, y de TNF en los méas jovenes, en quienes IL-6 y de TNF
aumentan seguramente asociadas a una mayor ingesta de grasa animal (fuente de AG n-6 y
AGS). Un mayor consumo de carne porcina y vacuna, asi como de lacteos enteros
(alimentos fuente de AG n-6 y AGS), aumenta los niveles de IL-1p, IL-6 y TNF en saliva
de personas de mediana edad. Es importante sefialar que el mayor consumo de alimentos
fuente de AGPI n-3 y n-6 de origen animal y vegetal -asi como de AGS- se observo en las
personas mayores de 40 afios con respecto al de las mas jovenes, razon por la cual se
habrian hallado la mayoria de las asociaciones en esos grupos etarios.

Se ha comprobado la relacion entre diferentes alimentos y la inflamacion en
estudios in vitro, in vivo y en ensayos clinicos. La ingesta de frutas como la granada (jugo,
semillas y piel), mangostan, frutilla, cerezas, frutos rojos, naranjas y nueces son asociadas
con efectos antiinflamatorios producidos por la inhibicién de la activacion de NF-kp y la
reduccion de mediadores inflamatorios como COX vy citoquinas IL-6, TNF, IL-1pB, entre
otros (184-197). Lo mismo ocurre con el consumo de vegetales cruciferos, tomate (jugo),
papa, legumbres y granos enteros (182,198-205). Las bebidas con fructosa, glucosa y
sacarosa generan un efecto inflamatorio ya que activan la quinasa c-Jun N-terminal,
causando inflamacién hepatica y aumento del sustrato 1 del receptor de insulina e
induciendo la lipogénesis mediante la regulacion positiva de la proteina de unién al
elemento regulador del esterol (SREBP-1c) y de la proteina de union al elemento de
respuesta a carbohidratos (CHREBP) (206,207). Por el contrario, el té verde y negro -ricos
en catequinas, polifenoles y flavinas- modulan varias vias de sefializacion con efecto
antiinflamatorio (208).

En cuanto a la ingesta de alimentos fuente de AG en particular, se reporto que el
consumo de nueces (fuente de AGMI, n-6, n-3) (196,197) y aceite de pescado (n-3) reduce
la produccion de mediadores inflamatorios por parte de neutréfilos, monocitos y linfocitos,

con el consiguiente efecto antiinflamatorio (91). Alimentos de origen animal como la leche
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entera (AGS), huevos (n-6), carnes (AGS, n-6) y pescados (n-3), poseen un efecto
antiinflamatorio por accion sobre quinasas de sefializacion proinflamatorias, citoquinas
proinflamatorias y antiinflamatorias, sefializacion dependiente de integrina, generacion de
especies reactivas de oxigeno y sistema renina-angiotensina (204).

Este es el primer reporte, segun nuestro conocimiento, sobre la asociacién entre la
ingesta de alimentos fuente de AG y la concentracion de citoquinas proinflamatorias en
saliva. Las asociaciones encontradas, en personas de mayor edad, entre la ingesta de
alimentos fuente de AEP y DHA -importantes AGPI antiinflamatorios- y las citoquinas en
estudio son importantes ya que estarian indicando una disminucién de la inflamacion. Sin
embargo, su consumo diario fue relativamente bajo. Por ello, seria importante continuar
investigando esa asociacion en personas con un consumo mas alto de esos alimentos fuente

de AG con potenciales efectos antiinflamatorios.

Los niveles de citoquinas proinflamatorias en saliva son mayores en personas con

enfermedades liquenoides y cancer bucal que en personas sanas. |

En el presente estudio se observd que los niveles de las citoquinas proinflamatorias
IL-6 y TNF en saliva fueron mayores en personas con enfermedades liquenoides y cancer
bucal que en personas sanas del mismo rango etario (40-80 afios). Otros autores también
detectaron concentraciones mas altas de citoquinas proinflamatorias en saliva y tejido
patologico de personas con desordenes potencialmente malignos y cancer bucal comparado
con personas sanas (27,47,209-211).

No se encontraron estudios que analicen la concentracion de citoquinas
proinflamatorias en saliva de personas con enfermedades liquenoides bucales en general.
El analisis bibliografico muestra que la saliva de pacientes con liquen plano bucal
presentan mayores niveles de I1L-6, IL-8, IL-17, interleuquina-lo (IL-1-a)), interleuquina-
18 (IL-18), IFNy y TNF que las personas sanas (209,212,213). Ademas, existirian niveles
mas altos de IL-4, IL-6 y TNF en tejido de lesiones erosivas que en el de lesiones
reticulares, lo que reflejaria la produccion local de esas citoquinas por parte de los
queratinocitos, monocitos, linfocitos T, células endoteliales, macrofagos y fibroblastos

involucrados en la lesion (213). También se reportaron altos niveles de IL-6 e IL-8 en
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saliva de pacientes con reacciones liquenoides (214), pero no se encontraron trabajos en los
que se comparen esas concentraciones con las de personas sanas.

Algunos autores también han observado que la concentracion de citoquinas IL-1p,
IL-6, IL-8 y TNF en saliva de pacientes con cancer bucal es mayor que en personas sanas
(27,47). Los estudios han demostrado que existe activacion de NF-kp, STAT3 y expresion
elevada de las citoquinas proinflamatorias antes mencionadas en el tejido tumoral y en el
suero (27,47,215).

De acuerdo al andlisis bibliografico y a los resultados obtenidos en este trabajo de
tesis, las enfermedades liquenoides bucales presentarian un estado inflamatorio crénico
con un elevado aporte de citoquinas proinflamatorias al medio bucal, en particular IL-6 y
TNF. Existen estudios inmunohistoquimicos que confirman el papel de esas citoquinas en
el proceso de transformacion maligna en la mucosa bucal. En particular, se reporté que IL-
6 y TNF pueden promover la transformacion maligna del liquen plano bucal (27).

La saliva es un fluido apto para la deteccion e identificacion de biomarcadores
debido a su interaccion directa con las células del tumor (48), y algunos autores sugieren
que las citoquinas podrian ser utilizadas como herramienta diagnéstica para la deteccion
temprana del cancer (52). Esas proteinas con propiedades proinflamatorias y
proangiogénicas juegan un papel importante en el proceso de transformacion maligna, pero
aun existe incertidumbre y controversia acerca de su empleo como marcadores que
permitan predecir, diagnosticar y evaluar el cancer bucal (27,210,211). Babiuch y col.
observaron concentraciones de IL-6, IL-8 y TNF maés altas en saliva de personas con
cancer comparado con los que presentaron leucoplasia y liquen plano bucal sin displasia
(27). En este trabajo de tesis no se encontraron diferencias en las concentraciones de IL-1p,
IL-6 y TNF en saliva entre personas con enfermedades liquenoides y cancer. Czerninski y
col. tampoco hallaron diferencias entre las citoquinas IL-6, IL-8, IL-10, IL-1p en suero de
personas con desdrdenes potencialmente malignos, como la displasia y el liquen plano, en
relacion con el cancer bucal (215).

Considerando los resultados obtenidos en este trabajo, y los escasos estudios
realizados hasta el momento, se debe continuar investigando la utilidad de las citoquinas
proinflamatorias presentes en saliva como herramientas complementarias para el

diagndstico de cancer bucal.
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La ingesta de &cidos grasos saturados se asocia a un mayor estado inflamatorio

de la mucosa bucal en pacientes con cancer. |

La concentracion de IL-1B en saliva de pacientes con cancer bucal mostré una
asociacion positiva con la ingesta de AGS laurico, y la de IL-6 con el consumo del AG
araquidico. No se encontraron asociaciones con AG del grupo n-6 y n-3.

Como se menciond anteriormente, los AGS inducen la inflamacion
(112,120,125,126,173). Un aumento en su ingesta incrementa la cantidad de bacterias
gram-negativas en el intestino, y los lipopolisacaridos de su membrana externa se unen al
TLR-4 provocando la activacion de NF-kf y la liberacion de citoquinas proinflamatorias.
TLR-4 también puede ser estimulado directamente por los AGS provocando un aumento
de las citoquinas inflamatorias TNF, IL-1B, IL6 e IFNy, y una disminucion de las
antiinflamatorias 1L10, IL17 e IL22. Todo eso genera un aumento de la permeabilidad
intestinal que promueve el paso de lipopolisacaridos, AG libres y citoquinas
proinflamatorias a la circulacion sanguinea. Como resultado, se genera una inflamacion
sistémica que constituye un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, diabetes tipo 2 y cancer (216).

Muchos estudios in vivo han mostrado que una dieta rica en grasas saturadas
promueve la tumorigénesis y se asocia a una mayor mortalidad por cancer en general. Sin
embargo, los informes de estudios experimentales y en seres humanos no son contundentes
con respecto a sus propiedades protumorigénicas (216). Existen reportes sobre el efecto de
los AGS en la inflamacidn intestinal y cancer en general, pero no se encontraron estudios
referidos a tumores de la mucosa bucal. Los resultados de esta tesis indicarian que la
ingesta de AGS laurico y araquidico favorecen el estado inflamatorio de la mucosa en
personas con cancer bucal.

Por otro lado, es importante aclarar que no se han hallado estudios que comparen la
ingesta de AG entre personas sanas y con lesion bucal. Segun nuestros resultados, las
personas sanas de 40-80 afios han informado una mayor ingesta de AGMI, AGS y ADH
(22:6 n-3) que aquellas de la misma edad que presentan enfermedad liquenoide y cancer,
en quienes no se encontraron mayores diferencias en el consumo de AG. Esto podria
indicar que, si bien la ingesta de algunos AG es mayor en personas sanas, su relacion con
el estado inflamatorio de las mucosas podria deberse no sélo al tipo y cantidad de grasa
ingerida, sino también a otros aspectos como la interaccion y competencia metabdlica entre

los grupos de AG, el método de coccion de los alimentos, el polimorfismo genético, la
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microbiota intestinal, entre otros factores externos que pueden favorecer el desarrollo de
enfermedades de base inflamatoria. En este sentido, Bojkova y col. sostienen que, ademas
del contenido de AGS en los alimentos, se deben tener en cuenta otros factores que
predisponen la asociacion entre el consumo de carne roja y el riesgo de desarrollar cancer
colorrectal, tales como la formacion de aminas heterociclicas cancerigenas e hidrocarburos
aromaticos policiclicos durante el proceso de coccion, la generacion de productos de
oxidacion de lipidos y compuestos nitrosos catalizados durante la digestion, y el efecto de
los xenobidticos transmitidos por el procesamiento de alimentos en la microbiota intestinal
(216).

La ingesta de alimentos fuente de AG n-3 y n-6 se asocia con una menor y mayor
inflamacion de la mucosa, respectivamente, en cancer y enfermedad liquenoide bucal.
En este altimo grupo, la ingesta de alimentos fuente de AGS también se relaciona con

una mayor inflamacion.

La inflamacion cronica se asocia al desarrollo de cancer y, como se menciond
anteriormente, la ingesta de ciertos alimentos fuente de AG puede favorecer o disminuir la
inflamacion (104,107-110,180-182). Existe una amplia evidencia sobre la asociacion entre
cancer y la ingesta de alimentos fuente de AGPI y AGS, pero es necesario continuar
investigando los mecanismos moleculares involucrados, principalmente los vinculados a la
inflamacion (216,217).

En el presente trabajo se encontrd que la ingesta de alimentos fuente de AG n-3 se
relaciona con una menor inflamacion en la mucosa de pacientes con enfermedad
liguenoide y cancer bucal, en tanto que lo contrario ocurre con los AG n-6 y AGS. La
ingesta total de pescados y frutos de mar, y de atun al natural en particular -todos alimentos
fuente de AEP y ADH- disminuye la concentracion salival de TNF en enfermedad
liguenoide bucal. En personas con cancer, la ingesta de alimentos fuente de ALA, como las
nueces, y de EPA y DHA, como el total de pescados y frutos de mar, se asocia a una menor
concentracion de IL-6 en saliva. Un mayor consumo de carnes rojas y embutidos
(alimentos fuente de AG n-6) aumenta la concentracidn de esas dos citoquinas en personas

con ambas patologias, y la de IL-1p en las que presentan enfermedad liquenoide. La
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ingesta de lacteos enteros (ricos en AGS) en personas con enfermedad liquenoide aumenta
la concentracion de IL- B e IL-6, y de TNF en cancer bucal.

En cuanto a otros tipos de cancer, se report6 una relacion inversa entre el consumo
de pescado (fuente de AG n-3) y el riesgo de desarrollar cancer mamario, colorrectal y de
endometrio (216). Algunos estudios han informado una menor tasa de incidencia de cancer
de prostata en poblaciones que mantienen una dieta habitual de mariscos (rica en AGPI n-
3) y una correlacion inversa entre la mortalidad por cancer de colon y el consumo de
pescado Yy aceite de pescado en algunos paises europeos (217). El consumo de carne roja,
fuente de AGS, puede aumentar el riesgo de cancer de pulmén, pancreas y prostata. En
cuanto a la ingesta de productos lacteos, su asociacion con el riesgo de cancer no esta
claramente establecida. Algunos estudios no mostraron relacion entre ellos. En otros se
hallé una asociacion positiva entre este grupo de alimentos en general y el riesgo de
desarrollar carcinoma hepético, mientras que el consumo de yogur demostré un efecto
protector en este tipo de cancer (216).

El efecto protumorigénico y antitumorigénico de esos alimentos se debe en gran
medida a su contenido de AG (216,217). Al respecto, se conoce que los AGPI n-3 poseen
un efecto anticancerigeno en prostata, mama, pulmdn, ovario, pancreas, piel, colon y
estomago (217). Por otro lado, se demostrd0 que una elevada ingesta de AGPI n-6
promueve el cancer de mama, prostata y colon, y la de AGS un mayor riesgo de desarrollo
de cancer de mama, ovario y cancer en general (216,217).

Las evidencias bibliograficas y los resultados obtenidos en este estudio sugieren
que los alimentos fuente de AGPI n-3 y n-6 y AGS modulan el estado inflamatorio del

cancer bucal.

Los acidos grasos ALA, AL y AA presentes en saliva reflejan la ingesta de
AGn-3yn-6 |

Los AG pueden ser detectados en saliva (218) y empleados como marcadores de la
ingesta dietaria de esos nutrientes (219,220). Segun los resultados de este estudio, el
consumo total de AGPI en personas sanas se asocia con una mayor concentracion de ALA
(18:3 n-3) y AEP (20:5 n-3) en saliva de personas de 20-39 afios, y con AL (18:2 n-6) en

mayores de 40 afios. La ingesta de ALA (18:3 n-3) se relaciona con una mayor
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concentracion de ese AG en saliva de personas menores de 60 afios y la de AEP (20:5 n-3)
y ADH (22:6 n-3) con menores niveles de AL en saliva de (18:2 n-6) participantes
mayores de 60 afios. Por otro lado, la ingesta de AL (18:2 n-6) y AA (20:4 n-6) se asocia
con una mayor concentracion de sus homoénimos en la saliva de personas de los tres grupos
etarios. Estos resultados indicarian que la concentracion de ALA, AL y AA en saliva
reflejan la ingesta de esos nutrientes y, en cierto modo, la competencia metabdlica entre
esos AG n-3 y n-6, principalmente en personas de mayor edad.

Se han reportado asociaciones entre ciertos AG dietarios y los presentes en saliva,
tales como el miristico (14:0) en personas con dieta mixta y el araquidonico (20:4 n-6) en
personas ovo-lacto-vegetarianas (219). Ademas, se han encontrado asociaciones entre la
concentracion de ALA (18:3 n-3), AL (18:2 n-6) y AA (20:4 n-6) en saliva y la ingesta de
sus alimentos fuente (nueces, aceites vegetales, carnes rojas y visceras, respectivamente)
(220).

En el presente trabajo de tesis no se observaron correlaciones estadisticamente
significativas entre la ingesta de AG n-6 y n-3 y sus concentraciones en saliva de pacientes
con patologia bucal, aunque es importante considerar algunos hallazgos a modo de
tendencias (p=0,05). Es el caso de una asociacion positiva entre la ingesta de ALA (18:3 n-
3) y los niveles de ADH (22:6 n-3) en saliva de personas con enfermedad liquenoide bucal,
y entre el consumo del total de AG poliinsaturados y la concentracion de ADH (22:6 n-3)
en saliva de personas con cancer bucal. Los procesos inflamatorios involucrados en las
enfermedades liquenoides y el cancer son complejos. Tanto los AG dietarios como los
presentes en saliva podrian desempefiar diferentes funciones y contribuir a la formacion de
metabolitos segun los requerimientos del hospedador. Todo esto podria estar modificando
la asociacion entre la ingesta de AG y su concentracion en la saliva. No se han hallado
otros estudios que analicen la concentracién de AG en saliva de personas con estas

patologias.

La concentracion de eicosanoides presentes en saliva no varia segun sexo y edad
pero los niveles de 13-HODE, 5y 12-HETE son mayores en personas con lesion bucal |

que en sanas. |
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Los eicosanoides son derivados de ciertos AG esenciales que han sido reportados
como marcadores de la inflamacidn, pero son escasos los estudios sobre esos metabolitos
en saliva (221,222). Es importante conocer su concentracion basal en personas sanas a fin
de complementar el diagnéstico de patologias bucales. En este trabajo de tesis se analizo,
por primera vez segun nuestro conocimiento, la concentracion de eicosanoides 12-HHT,
13-HODE, 5 y 12-HETE en saliva de personas sanas segun sexo Yy edad, no habiéndose
encontrado diferencias entre los grupos.

Metzger y col. analizaron la concentracion de eicosanoides derivados de la
actividad de la lipoxigenasa en saliva mixta de ocho personas sanas y observaron,
principalmente, la presencia de 12-HETE vy, en menor proporcion, 5-, 8- 9- y 15-HETE
(222), a diferencia de lo encontrado en nuestro trabajo: una mayor concentracion de 5-
HETE, seguido por 12-HETE. Sin embargo, es importante tener en cuenta que en el
estudio de Metzger y col. no se ha considerado el sexo de los participantes, la realizacion
del examen del sistema estomatognatico ni la valoracion del estado periodontal a fin de
descartar patologia infecciosa/inflamatoria. Ademas, cuatro de esos participantes fueron
fumadores.

En el presente trabajo de tesis se hallé una mayor concentracion de 13-HODE, 5y
12-HETE en saliva de personas con lesion bucal que en los participantes sanos de edades
similares, pero no se observaron diferencias entre los portadores de enfermedad liquenoide
y cancer bucal. Segun estos resultados, el estado inflamatorio de la mucosa en personas
con estas patologias se podria medir a través de los mencionados metabolitos lipidicos.

No se encontraron referencias bibliograficas sobre la concentracion de eicosanoides
en saliva de personas con enfermedad liquenoide bucal. Metzger y col. también hallaron
una mayor concentracion de eicosanoides en saliva de personas con carcinoma de células
escamosas en el tracto aerodigestivo superior (cavidad bucal y faringe) comparado con
personas sanas. Los niveles de 9- y 13-HODE y de 12-HETE hallados en ese estudio
fueron de 5-10 y 20 ng/mL, respectivamente (222), mientras que en este trabajo de tesis el
5-HETE fue el eicosanoide que mostré mayor concentracion, con una media de 19,96 +
11,80 ng/mL, seguido por 12-HETE, 13-HODE y 12-HHT (16,34; 2,90 y 1,87 ng/mL,
respectivamente). Las diferencias entre ambos estudios podrian deberse a los métodos de
recoleccion, procesamiento y analisis de la saliva.

Se deberia continuar investigando en un mayor numero de participantes e

incorporar, ademas, el analisis de tejido patolégico y de otros eicosanoides.

80



Inflamacidn de la mucosa bucal: su relacion con acidos grasos dietarios y envejecimiento

La produccidn de eicosanoides presentes en saliva se relaciona con la ingesta de

AG n-3yn-6 en personas jovenes con mucosa bucal sana. |

Si bien se conoce el papel de los AG en la formacion de eicosanoides, en este
estudio se analizé por primera vez -segin nuestro conocimiento- la relacion entre la ingesta
de AG y la concentracion de esos metabolitos en saliva de personas sanas de diferentes
edades. En los participantes de 20-39 afios se observd que los niveles de 5-HETE
aumentan con una mayor ingesta de AL, en tanto que los de 12-HETE disminuyen con un
mayor consumo de AL y ALA. Por otra parte, la ingesta de AG no se relaciond con los
eicosanoides en estudio en personas mayores de 40 afios-

Los eicosanoides son derivados bioactivos de los AG (4). A partir del AA, las
enzimas LOX -5, 12 y 15- generan &cidos 5, 12 y 15- HETE (100,101) y las
monooxigenasas del citocromo P450 producen AG monohidroxi de tipo LOX (HETE,
HEPE, HODE) (97,221). Otro eicosanoide derivado del AA es el acido 12-HHT (102,103).
A partir de AL y por medio de la enzima LOX-15 se produce el &cido 13-HODE. La LOX-
15-1 convierte al AL y AA en sus metabolitos, 13-HODE y 15-HETE, respectivamente
(100).

Algunos eicosanoides parecen ser importantes en la resolucion de la inflamacion
(4), como la PGE; que, formada a partir del AA, inhibe la produccion de TNF y esta
involucrada en la formacion de lipoxina As (LXAs, y el acido 18-
hidroxieicosapentaenoico (18-HEPE), derivado de AEP y ADH, que esté involucrado en la
generacion de resolvinas, protectinas y maresinas (4,97). ADGL es convertido en
prostaglandina E; (PGE;) y el acido 15-hidroxieicosatetraenoico (15-HETrE) con
propiedades predominantemente antiinflamatorias (224).

Los resultados de este estudio sugieren que la produccion de eicosanoides presentes
en la saliva de personas jovenes con mucosa bucal sana, esta relacionada con la ingesta de
AG n-3 y n-6. Una mayor ingesta de AL se asocid con un aumento en la concentracion de
5-HETE en saliva debido a que un incremento de ese AG genera mayor disponibilidad de
AA para la produccion de ese eicosanoide. Ademas, a partir de AL se forma AGL y todos
esos AG, a su vez, producen numerosos eicosanoides con diferentes acciones, lo cual
podria estar generando una menor disponibilidad enzimatica para la formacion de 12-
HETE. Por otro lado, ALA es precursor de AEP y ADH, los cuales forman eicosanoides
con accién antiinflamatoria. Ante un aumento en la ingesta de ALA se genera una

disminucion de la disponibilidad de enzimas para el metabolismo de AL y AA 'y, por lo
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tanto, una disminucion de sus derivados metab6licos con funcién inflamatoria (4). Esto
explicaria, en parte, las menores concentraciones de 12-HETE en saliva observadas ante un
mayor consumo de ALA.

Por otro lado, se correlacioné la ingesta de AG n-6 y n-3 y las concentraciones de
eicosanoides en saliva de personas con lesion bucal. En los pacientes con enfermedad
liguenoide se observaron mayores niveles de 12-HHT con una mayor ingesta de AL, lo que
implica una mayor disponibilidad de AA para la produccién de ese eicosanoide. También
se observo una menor concentracion de 5-HETE en saliva con un mayor consumo de AGL
y AA debido, probablemente, a la disponibilidad de esos AG para la formacion de
eicosanoides antiinflamatorios como respuesta del hospedador ante la inflamacion crénica
de estas lesiones. AGL produce ADGL, el cual es convertido en metabolitos con
propiedades predominantemente antiinflamatorias como PGE; y 15-HETTE (224), y el AA
puede formar PGE,, la que inhibe la produccion de citoquinas como TNF y genera la
formacion de LXAy (4).

En los pacientes con cancer bucal se observo una menor concentracion de 12-HHT
y de 13-HODE ante una mayor ingesta de AGL y de AL, respectivamente. Es probable que
el hospedador ponga en marcha mecanismos de defensa antiinflamatorios en el
microambiente tumoral. Asi, una mayor ingesta de AL y AGL favoreceria la formacion de
ADGL sobre la de AA, aumentando la formacion de metabolitos antiinflamatorios y
disminuyendo la formacion de eicosanoides inflamatorios como el 12-HHT y el 13-HODE.

Las concentraciones de los eicosanoides también fueron analizadas en relacion con
la de AG n-6 y n-3 presentes en saliva de personas sanas y con lesion bucal. Solo se
observaron asociaciones en el grupo de personas con enfermedades liquenoides. Los
niveles de 12-HHT y de 5-HETE en saliva se asociaron negativamente con los de ADH,
ALA y AA, respectivamente, pero de manera positiva con AL. No se han encontrado
reportes sobre la asociacién entre AG y eicosanoides en saliva. Tampoco se conoce el
origen de los eicosanoides presentes en la saliva, por lo que seria muy importante
determinar si se producen en el parénquima de las glandulas salivales, en células de la
mucosa bucal, o si provienen de la circulacion sistémica. Los resultados de este trabajo en
personas sanas sugieren que la produccion de eicosanoides posiblemente ocurra en la
mucosa bucal ante estimulos y noxas locales, y no en el parénquima glandular, ya que no

se observaron asociaciones entre esos metabolitos y los AG presentes en saliva.
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CONCLUSIONES
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Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis doctoral permiten arribar a las

siguientes conclusiones:

Conclusiones parciales

Las concentraciones de citoquinas proinflamatorias IL-1p, IL-6 y TNF en saliva de
personas sanas disminuyen con el envejecimiento, lo cual podria deberse a cambios
anatémicos e histologicos de la mucosa bucal y las glandulas salivales, pero no

varian segun sexo.

Las concentraciones de citoquinas proinflamatorias en saliva, que reflejarian el
estado inflamatorio de la mucosa bucal, disminuyen con la ingesta de acidos grasos
n-3 pero aumentan con el consumo de acidos grasos n-6 y saturados, del mismo
modo que con los alimentos fuente de esos acidos grasos, lo que sugiere una accion
antiinflamatoria y proinflamatoria, respectivamente, de esos nutrientes y alimentos

€n personas sanas.

Los niveles de IL-1B, IL-6 y TNF en saliva son mayores en personas con
enfermedades liquenoides y cancer bucal que en personas sanas de edades

similares.

La ingesta de &cidos grasos saturados se asocia a un mayor estado inflamatorio de

la mucosa bucal en pacientes con cancer.

La ingesta de alimentos fuente de &cidos grasos n-3 y n-6 se asocia con una menor
y mayor inflamacién de la mucosa, respectivamente, en cancer y enfermedad
liguenoide bucal. En este Gltimo grupo, la ingesta de alimentos fuente de acidos

grasos saturados también se relaciona con una mayor inflamacién.

Los &cidos grasos alfa-linolénico (18:3 n-3), linoleico (18:2 n-6) y araquiddnico
(20:4 n-6) en saliva reflejan, en personas sanas, la ingesta de &cidos grasos de las
familias n-3 y n-6, asi como la competencia metabodlica entre los grupos, ya que los
acidos eicosapentaenoico (20:5 n-3) y docosahexaenoico (22:6 n-3) dietarios se

asociaron con un menor nivel de acido linoleico (18:2 n-6) en saliva.
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e La concentracion de eicosanoides en saliva no varia segun sexo y edad en personas
sanas, pero los niveles de 13-HODE, 5 y 12-HETE son mayores en pacientes con
lesion bucal que en participantes sanos de edades similares.

e Los niveles de eicosanoides en saliva se relacionan con la ingesta de acidos grasos
n-3 y n-6 en personas jovenes con mucosa bucal sana, asi como también en

personas con lesion bucal.

Conclusion final

Los resultados de este estudio permiten corroborar la hip6tesis planteada en este
trabajo -los &cidos grasos de la dieta y el envejecimiento influyen en la inflamacién de la
mucosa bucal- ya que el envejecimiento y la ingesta de acidos grasos poliinsaturados n-3
estan asociados, en personas sanas, a una disminucion de la concentracion de citoquinas
proinflamatorias en saliva, en tanto que lo contrario ocurre con el consumo de acidos
grasos poliinsaturados n-6 y saturados. Ademas, los acidos grasos saturados de la dieta
estan asociados a un aumento de esos marcadores de inflamacion presentes en saliva de
pacientes con cancer.

La disminucion de las concentraciones de citoquinas proinflamatorias en saliva que
se ha encontrado en personas de mayor edad indicaria una menor inflamacion de la mucosa
bucal, aunque ese hallazgo podria estar relacionado a las modificaciones histolégicas y
funcionales que se producen en las glandulas salivales, asi como también a cambios
relacionados con la edad que incluyen la disminucion del grosor del epitelio mucoso con
aumento del de queratina y una reduccion de la microvasculatura, todo lo cual interferiria
en la produccion y pasaje de citoquinas al medio bucal.

Los cambios observados en las citoquinas proinflamatorias con relacién a los
acidos grasos dietarios y al envejecimiento, asi como los niveles mas altos de esas
citoquinas y eicosanoides en la saliva de portadores de enfermedades liquenoides y cancer
bucal que en la de personas sanas, requieren que se continle investigando a fin de
contribuir en el avance de técnicas complementarias de diagnéstico y en las
recomendaciones alimentarias tendientes a prevenir el desarrollo de enfermedades

inflamatorias y cancer bucal.
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Aportes del trabajo y su proyeccion

Este trabajo de tesis mostrd que el envejecimiento y la ingesta de nutrientes como
los &cidos grasos tienen influencia sobre el estado inflamatorio de la mucosa bucal en
personas sanas y con lesion bucal, lo que puede contribuir a la prevencién de enfermedades
inflamatorias y cancer al avanzar en el desarrollo de recomendaciones alimentarias y
técnicas complementarias de diagndstico.

Ademas, este estudio aporta informacién sobre la relacion entre los acidos grasos
dietarios y salivales, lo que permitira continuar con el andlisis de marcadores de ingesta
dietaria en saliva, de gran utilidad como complemento de las encuestas nutricionales.

Los resultados de este trabajo de tesis dan lugar a interrogantes, al planteamiento de
nuevas hipdtesis y objetivos. Es recomendable continuar investigando sobre la influencia
del envejecimiento y la ingesta de acidos grasos sobre el estado inflamatorio de la mucosa
bucal incorporando un mayor nimero de participantes al estudio y el analisis de nuevos
marcadores inflamatorios, no solo en saliva sino también en tejido patoldgico. Ademas, es
importante esclarecer el mecanismo de produccion y el aporte de citoquinas
proinflamatorias -por parte de la mucosa bucal y las glandulas salivales- a la saliva total no
estimulada, asi como también analizar la sintesis y tipo de produccion de eicosanoides y

acidos grasos presentes en este fluido bioldgico.
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Mediadores de la inflamacién

MEDIADORES
LIPIDICOS

ACCION EN INFLAMACION AGUDA

ACCION EN CANCER

Prostaglandina E2
(PGE2)

Efectos proinflamatorios: induccion de fiebre, aumento de la
vasodilatacién y la permeabilidad vascular, activacion de la
percepcion del dolor, induccion de la produccion de IL-6. Efectos
antiinflamatorios: inhibicion de la produccion de TNF e induccién
de la produccién de lipoxinas A4 (1).

No se encontraron reportes

Leucotrienos

LTA,: generacion de LTB,, LTC,s LTDs y LTEs (2). LTBa:
quimioatraccion de neutrofilos y otros leucocitos (3), mejora en la
permeabilidad vascular y la produccion de superéxido vy

No se encontraron reportes

(LTs) citoquinas inflamatorias. LTC,, LTD4 y LTE,: aumento de la
broncoconstriccion, permeabilidad vascular y secrecion de moco
D).
Aumento de macrofagos M2 y de apoptosis de eosinofilos. | Conversion de macrofagos asociados a tumor a fenotipo ML.
Lipoxinas Disminucion de la sefial dolorosa, de neutrofilos y angiogénesis | Disminucion de la proliferacion, invasion y migracion de células
(4). tumorales y de la angiogénesis (4).
Serie E: disminucion de la migracion de CD, T, proliferacion de
fibroblastos y dolor. Serie D: disminucion de produccion vy | Serie E: disminucién del crecimiento tumoral.
Resolvinas migracién de CD, IL-12, fibrosis y dolor. Aumento de | Serie D: Disminucién del crecimiento tumoral, aumento de la

anticuerpos, polarizacion y eferocitosis de macrofagos M2,
clearance de virus y bacterias, apoptosis de células T (4).

funcion y supervivencia de las células NK (4).

Protectinas

Disminucidn de la migracion de células T, de la expresion de NF-
kB y COXs,, de la replicacion viral y el dolor (4).

Desconocida (4).

Aumento de la regeneracion tisular, control del dolor, apoptosis de

Maresinas células T, cambio de fenotipo de M1 a M2 (4). Desconocida (4).
MEDIADORES - . . .
PEPTIDICOS ACCION EN INFLAMACION AGUDA ACCION EN CANCER

Interleuquina-1p

(IL-1B)

Induccion de la produccion de PG, citoquinas, anticuerpos,
fibroblastos, coldgeno y de la afluencia y activacion de

Estimulacion de vias de sefializacion NF-kB y STAT3 en las
células malignas (4). Activacion de VEGF y de células




neutrofilos, células T y B (5). Promocién de la liberacion de
histamina con vasodilatacion y aumento de la permeabilidad
vascular (6). Estimulacion de las células endoteliales con
liberacion de selectinas e integrinas, quimiotaxis y diapédesis de
los leucocitos (7).

endoteliales de la sangre con promocién de metéstasis. Activacion
de la via de sefializacién NF-kB y de las lineas celulares mieloides
que pueden secretar IL-6 y TNF y promover el crecimiento
tumoral (8).

Interleuquina-6
(IL-6)

Reclutamiento de neutréfilos y produccion de citoquinas
proinflamatorias, PG, ROS vy proteasas (9). Induccion de la
expresion del receptor de IL-2 (6) y de la produccion de proteinas
amiloide A y proteina C reactiva sérica (5). Activacion y
diferenciacion de linfocitos T. Promocion de la maduracion de los
linfocitos B con sintesis y secrecién de inmunoglobulinas M, G y
A. Contribucion en la diferenciacion de macréfagos y
megacariocitos. Inducciéon de la produccion de VEGF
neoangiogenesis (9).

Induccién de la tumorogénesis por activacion de vias oncogénicas
JAK/STAT-3, Ras/MAPK vy PI3K/AKT que modifican Ila
transcripcion de genes y el comportamiento celular (8).
Estimulacion de vias de sefializacion NF-kB y STAT3 en las
células malignas (4). Promocién del dafio en el ADN con
iniciacion del tumor (5). Estimulacion de la proliferacion celular y
reduccién de la apoptosis, con crecimiento y metastasis del tumor
(10, 11). Inhibicién de la respuesta inmunogénica al tumor (9).

Factor de necrosis
tumoral
(TNF)

Activaciébn de macrofagos y liberacion de citoquinas
proinflamatorias. Expresion de metaloproteinasas en los
fibroblastos y sintesis de colageno. Aumento de las moléculas de
adhesion en las células endoteliales de los vasos sanguineos.
Induccién de la apoptosis de las celulas endoteliales (12).
Estimulacién de la sintesis de IL-6 y PGE,, y de la liberacion de
IL-1pB, (6). Induccion de las células endoteliales con liberacion de
selectinas e integrinas, quimiotaxis y diapédesis de los leucocitos
(7, 13). Induccion de la activacién de varias vias de sefializacion
(14).

Estimulacion de vias de sefializacion en las células cancerosas,
tales como NF-kp y STAT3 (4). Inducciéon de dafo en el ADN
causando la iniciacion del tumor (10). Estimulacién de
proliferacién celular y reduccién de apoptosis, lo que favorece el
crecimiento del tumor (11). Produccién de angiogénesis y
metéastasis (10, 11). Promocion de la iniciacién de tumores por
generacibn de ROS y RNS. Accién proinflamatoria vy
antiinflamatoria en el microambiente tumoral, que depende de la
concentracién local y sitio de expresion en el tumor (14).

Interleuquina-10
(IL-10)

Efectos antiinflamatorios (14).

Contribucion a la evasion inmune. Inhibicion de las funciones
citotoxicas y de liberacion de citoquinas por los linfocitos T y
células NK (12). Inhibicion de la sefalizacién de NF-kB vy
regulacion negativa de la expresion de citoguinas proinflamatorias
con efecto antitumoral. Activacion de STAT3 con efecto
protumorigénico y de la resistencia a la apoptosis (14).




Interleuquina-1L-8

Efectos inflamatorios y proangiogénicos (15)

Contribucion a la invasion tumoral, angiogénesis y metéstasis
(Babiuch et al 2020). Induccion de la fosforilacién de PI3K y de

(1L-8) AKT, con crecimiento de vasos sanguineos, supervivencia y
migracion de células malignas (8).
F r ., S . .
ac_to_ de Supresion tumoral por inhibicion de la progresion del ciclo celular
crecimiento . .. . - . S . L
Efectos inmunosupresores y antiinflamatorios (14). y promocion de la apoptosis (8). Contribucion a la invasién
transformante beta tumoral, metastasis y evasion inmune (12, 14)
(TGF-B) , y :

PGE;: prostaglandina E,; 1L-6: Interleuquina-6; TNF: factor de necrosis tumoral (tumoral necrosis factor); LTA,: leucotrieno A,; LTBy: leucotrieno By,
LTC,: leucotrieno C4; LTD,: leucotrieno Dy; LTE,: leucotrieno E4; CD: célula dendritica; 1L-12: interleuquina-12; NK: Célula natural killer; NF-kp:
factor nuclear kappa beta (nuclear factor kappa-beta); COX.. ciclooxigenasa 2; IL-1f: interleuquina-1B; STAT3: transductor de sefial y activador de la
transcripcidn 3 (signal transducer and activator of transcription 3); VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial (vascular endothelial growth factor);
IL-2: Interleuquina-2; JAK/STAT-3: Janus kinases (JAK) and signal transducers and activator of transcription 3; RassMAPK: Mitogen -activated
protein kinase; PI3K/AKT: phosphatidylinosi- tol 3-kinase; ROS: especies reactivas de oxigeno (reactive oxygen species); RNS: especies reactivas de
nitrégeno (reactive nitrogen species); 1L-10: interleuquina-10; IL-8: interleuquina-IL-8; PI3K: fosfoinositol 3-quinasa (phosphatidylinosi- tol 3-kinase);
AKT proteina kinasa B; TGF-B: factor de crecimiento transformante beta (transforming growth factor beta). Referencias bibliograficas citadas en

Referencias bibliogréaficas del Anexo.
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Componentes de la saliva

SALIVA HUMANA TOTAL

/]\

La saliva contiene, ademas, células sanguineas y epiteliales descamadas, el aporte de la mucosa bucal, del
periodonto, la microbiota y sus metabolitos.***°1®

: La mayoria de los lipidos son i ) Lipidos
i glandulares aunque también pueden :_ Acidos grasos libres, colesterol,
' difundir directamente del plasma. ° - fosfolipidos,  estearinas, entre
L e e e e i . 5,6

| otros.

i En los capilares sanguineos, las
1 grasas son degradadas por la lipasa.

Semm ST T T .| Se originan acidos grasos que Enzimas
La saliva producida en los acinos es . |. ingresan a las células de los tejidos."’ Amilasa,” lipasa,® ribonucleasa,
i dni nr | plasma. Sin : |---- === - e m i m o o
sotonica con respecto al plasma. S | desoxiribonucleasa, fosfatasa

acida, esterasa.®

| 1

1 1

! . !

i embargo, las concentraciones de SUS i [i----rmrmrmrmimmeme oo .
' electrolitos van cambiando mientras ' [+ No se hallaron reportes sobre la i
! se desplaza por los conductos '[! sintesis de eicosanoides por parte de !
. [} . . 1 1 , -

Calcio, fosfatos, fluoruros, yoduro, i glandulares, debido a los diferentes ; |; laglandula salival y la mucosa bucal. :
cloruro, bicarbonato, sodio, [ mecanismos de intercambio i6nico i [=---=-==rmrmemime- Gmmemmem s ‘
magnesio, entre otros.>* (transporte activo, difusion simple, !
cotransporte, etc.) que existen en -

1 1

1 1 1 . . .

: en ;| No se hallaron reportes sobre la i Glucoproteinas, histatinas, alfa-

i ellos y que conducen a que el fluido ; | i sintesis de citoquinas por parte de la amilasa, lactoperoxidasa, lisozima,

+ salival que llega a la boca Sea 1. glandula salival, como tampoco —— lactoferrina, inmunoglobulina A

; . L. v ! . . . .

; hipotdnico con respecto al plasma. .| como sobre su aporte desde la i secretoria, fibronectina, mucinas,
1

TTTTTiTmmmm s ~| 1 sangre. proteinas ricas en prolina.>®

Proteinas y derivados

: Los amino4cidos ingresan a las !

7 . . 1
i Células acinares por transporte activo ;
'y, después de su sintesis, la mayoria !
! 1
1 1
1 1

Hidratos de carbono
Principalmente glucosa.>®

de las proteinas se almacenan en

granulos.*141?

La mayoria de sus componentes se producen localmente en las glandulas salivales, pero algunas moléculas pasan de la sangre a la saliva a nivel de los conductos y a traves :
i de la difusin pasiva. el transporte activo v la ultrafiltracion."* La concentracién de la mavoria de los componentes plasméticos presentes en la saliva es de 300 a 3000 veces i

| de ladifusion o e dmpmey i s o B 02 i

COMPONENTE INORGANICO AGUA (99%) COMPONENTE ORGANICO (0,5%)
(0.5%)

Referencias bibliogréaficas citadas en Referencias bibliogréaficas del Anexo.
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Criterios diagnosticos de enfermedades liquenoides bucales

AUTOR

CRITERIOS CLINICOS

CRITERIOS HISTOPATOLOGICOS

DIAGNOSTICO

OMS (1978) (1)

e Papulas blancas, reticulares, anulares,
lesiones tipo placa, lineas gris/blancas que
irradian de las papulas.

e Red de lineas gris-blancas ligeramente
elevadas (patron reticular).

e Lesiones atroficas con o sin erosion, o de
tipo ampollar.

e Capa ortogueratinizada engrosada en sitios
con queratinizacién normal, y si el sitio no
queratiniza normalmente esta capa puede
ser muy delgada.

e Cuerpos de Civatte en la capa basal,
epitelio y parte superficial del tejido
conectivo.

e Zona de infiltrado celular bien definida en
forma de banda, confinada a la parte
superficial del tejido conectivo,
principalmente linfocitos.

Degeneracidn hidrépica en la capa basal.

LPB

Criterios
modificados de la
OMS (2003) (2)

e Lesiones Dbilaterales, mas o0 menos
simétricas.
e Red de lineas gris/blancas ligeramente

elevadas (patron reticular).

e Las lesiones erosivas, atréficas, ampollas y
de tipo placa se aceptan solo como subtipo
en presencia de lesiones reticulares en otras
partes de la mucosa bucal.

En todas las demaés lesiones que se parecen
al LPB, pero que no cumplen con los
criterios mencionados anteriormente, se

Zona de infiltrado celular bien definida en
forma de banda, confinada a la parte
superficial del tejido conectivo,
principalmente linfocitos.

e Signos de degeneracion hidropica en la
capa basal.

e Ausencia de displasia epitelial.

Cuando las caracteristicas histopatolégicas
sean menos obvias, se debe usar el término
compatible histopatolégicamente con.

LPB: requiere el cumplimiento de
ambos  criterios, clinicos e
histopatoldgicos.

LLB: ese término se utilizara en las
siguientes condiciones:

1. Clinicamente tipico de LPB pero
histopatolégicamente  compatible
con LPB.

2. Histopatoldgicamente tipico de
LPB pero clinicamente compatible
con la LPB.

3. Clinicamente compatible con

debe usar el término clinicamente LPB e histopatologicamente
compatible con. compatible con LPB.
Cheng 2016 (3) | e Lineas blancas bien definidas sobre un | @ Presencia de una zona de infiltrado celular | LPB




fondo de eritema minimo o sustancial.

e Distribucion mas o menos simétrica.

e Patrones de expresion clinica:
reticular/papular, atréfico (eritematoso),
erosivo (ulcerativo), en placa y ampollar
(bulloso).

Se excluyen lesiones localizadas
exclusivamente en los sitios de colocacion del
tabaco, adyacentes y/o en contacto con
restauraciones dentales, aquellas cuyo inicio se
correlaciona con el inicio del uso de un
medicamento o de productos que contienen
canela.

bien definida en forma de banda, confinada
a la parte superficial del tejido conectivo,
principalmente linfocitos.

Signos de degeneracién hidropica en la
capa basal.

Exocitosis linfocitica.

Ausencia de displasia epitelial.

Ausencia de cambio arquitectdnico epitelial
Verrugoso.

Aguirre-Urizar y
col, 2020 (4)

Véase tabla siguiente

Warnakulasuriya
y col, 2020 (5)

e Lesiones blancas bilaterales, mas o menos
simétricas, gque afecten a mucosa yugal y/o
lengua, y/o labio y/o encia.

e Lineas blancas (patrén reticular, anular o
lineal) con o sin erosiones y ulceraciones.
A veces se presenta como gingivitis
descamativa.

Zona de infiltrado celular bien definida en
forma de banda, confinada a la parte
superficial del tejido conectivo,
principalmente linfocitos.

Signos de degeneracion vacuolar de las
capas de células basales y/o suprabasales
con apoptosis de queratinocitos.

En el tipo atré6fico hay adelgazamiento
epitelial y, a veces, ulceracion causada por
el fracaso de la regeneracion epitelial como
resultado de la destruccion de las células
basales.

Posible presencia de un
inflamatorio mixto.

infiltrado

OMS: Organizacién Mundial de la Salud; LPB: liquen plano bucal; LLB: lesién liquenoide bucal. Referencias bibliograficas citadas en Referencias

bibliogréaficas del Anexo.




Criterios diagnosticos de enfermedad liquenoide bucal y sus subtipos, liquen plano

bucal y lesion liquenoide bucal

CRITERIOS DE DIAGNOSTICO CLINICO

Tipo Descripcion Diagnostico
Criterio esencial | Papulas blancas (reticulares) en la mucosa oral. LPB/LLB
Otros tipos de lesiones en la mucosa bucal: atrofica,
en placa, erosiva-ulcerosa, ampollar. LPB/LLB
Lesiones multiples, bilaterales y ocasionalmente LPB
Otros criterios simetricas. : _
Lesiones Unicas, unilaterales y / 0 asimétricas. LLB
Lesiones Unicas o multiples, bilaterales o no,
simétricas 0 no, pero con un factor etiopatogénico LLB

reconocido.

*Todos los casos de ELB necesitan exclusion clinica de otros posibles diagndsticos

CRITERIOS DE DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

Tipo Descripcion Diagnostico
Infiltrado  inflamatorio  crénico, principalmente LPB/LLB
Criterios linfocitos, en la lamina propia (en forma de banda).
compatibles/ Degeneracion hidropica de las células basales del LPB/LLB
sugestivos epitelio mucoso, asociado al infiltrado inflamatorio

cronico corionico.

*No existen criterios histopatologicos de diagnéstico patognomonicos de ELB, LPB o LLB.

*La presencia de displasia epitelial no excluye el diagnéstico de ELB (LPB /LLB).

*Todos los casos de ELB necesitan exclusién histopatoldgica de otros posibles diagndsticos y
la evaluacion de la displasia epitelial.

LPB: liquen plano bucal; LLB: lesién liquenoide bucal; ELB: enfermedad liquenoide bucal.
Datos tomados de Aguirre-Urizar y col, 2020 (4). Referencias bibliograficas citadas

Referencias bibliogréaficas del Anexo.
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Relacién entre diferentes alimentos y la inflamacion

Efecto sobre la

Alimento Nutriente inflamacion Mecanismo Tipo de estudio Referencia
Frutas
. Jugo de granada comercial . . . . . . Ensayo aleatorizado, doble
Granada (jugo) (polifenoles) Antiinflamatorio Reduce los niveles de biomarcadores inflamatorios. ciego, controlado con placebo 1
Acido elagico, elagitaninos, Inhibe la activacion de vias inflamatorias, incluida la via 2
Granada acido punicico y otros NFx-B.
(semillas, cascara Ztr:llt((i)(éisa%g?gzgﬂavonmdes, Antiinflamatorio Inhibe el crecimiento de ciertas especies patdgenas de Revision
Yy jugo) antocianinas, flavonoles gl:t?lft?ndc:?é Staphylococcus aureus y Pseudomonas 3
estrogénicos y flavonas g '
Granada (extracto Componentes fenolicos,
de cAscara) punicalagina y acido Antiinflamatorio Reduce la secrecion de moléculas proinflamatorias In vitro. 4
elagico
Mangostan Xantonas Antiinflamatorio Inhibe la liberacion de mediadores inflamatorios Revisién. In vitro. 5
Acido cafeico, acido elagico
y ciertos flavonoides,
incluidos antocianinas,
Frutilla taninos, catequina, Antiinflamatorio Inhibe a las ciclooxigenasas. Revision 6
quercetina, kaempferol,
derivados del acido gélico,
vitaminas C, Ey
carotenoides.
Cereza Polifenoles Antiinflamatorio Rt;;jucetblqmarcadores asociados a enfermedades Rews!on _ 7
Intlamatorias Estudio clinico (personas sanas) | 8
Frutos rojos Antocianinas Antiinflamatorio Media Ias_ was_de sefializacion implicadas en la inflamacion y Revisién 9
la supervivencia celular.
. - Modula marcadores inflamatorios Revision 10
Flavonoide (hesperidina, - - - — -
o naringenina) - _ Previene (_el estrés oxidativo e mflamatorlp inducido por las Estudio clinico (personas sanas) | 11
Naranja (jugo) Antiinflamatorio comidas, incluido el aumento de endotoxinas.
Fortificado con esteroles Reduce los niveles séricos de IL-6 Estudio clinico (personas sanas) | 12
vegetales
Naranja roja N Antii : - Estudio clinico (personas con
h ntiinflamatorio - . ;
(jugo) Antocianinas Disminuye 1L-6 y TNF elevado riesgo cardiovascular) 13
Fibra, acido alfa-linolénico,
l-arginina, acidos grasos - _ 14
Nueces insaturados y Antiinflamatorio Reduce la concentracion de biomarcadores inflamatorios Revision
monoinsaturados, proteina 15

vegetal, minerales,




tocoferoles, fitoesteroles y
compuestos fenolicos.

Vegetales

Reduce el infiltracdo delular inflamatorio, disminuye 1L-1p,

Papa morada Antocianinas Antiinflamatorio inhibe la activacion de IKKp y la translocacién nuclear de In vivo (ratones) 16
NF-xB.
Veggtales Isotiocianato Antiinflamatorio Disminuye las concentraciones circulantes de TNF, IL-1B e Transversal 17
cruciferos IL-6.
Papa pigmentada Audqs ffenollcos, . Antiinflamatorio Reduce los niveles plasmaticos de IL-6 Epidemiologico. De caso- 18
antocianinas y carotenoides control
Tomate (jugo) . Antiinflamatorio Disminuye IL-6 y TNF Epidemioldgico. De caso- 19
Licopeno Reduce los niveles séricos de IL-6 control 20
Legumbres
Legumbres
(lentejas, Fibra dietética, proteinas
guisantes, vegetales, oligosacaridos y
garbanzos, compuestos fendlicos y Antiinflamatorio Disminuye las concentraciones séricas de CRP, TNF e IL-6. Transversal 21
frijoles, incluidas | otros compuestos
las habas y la bioactivos.
arveja)
Tienen efectos sobre las quinasas de sefializacion
] - S proinflamatorias, las citoquinas proinflamatorias y Revisién (cultivo cellular y
Soja Peptlglos € hu_:irohzados de Antiinflamatorio antiinflamatorias, la sefializacioén dependiente de integrina, la | modelo animal de enfermedades | 22
proteinas derivados - . - . . - .
generacion de especies reactivas de oxigeno y el sistema inflamatorias humanas)
renina-angiotensina
Granos enteros Aleurona. micronutrientes Disminuir las concentraciones plasméticas de CRP Estudio clinico(personas sanas) | 23
. P Y| Antiinflamatorio Inhibe la sefializacion de NF-kB en los queratinocitos, Revision. Estudios in vitro, in
Avena fitoquimicos. : . - . : . . 24
reduciendo asi la expresion de proteinas proinflamatorias. vivo y en humanos
Productos de origen animal
Tienen efectos sobre las quinasas de sefializacion
Leche infl ias, las citogui infl i ision (cultivo cellul
HUEVOS Peptidos y derivados de - _ proinflamatorias, las citoquinas proinflamatoriasy Revision (cultivo cellular y
Carmes roteinas hidrolizadas Antiinflamatorio antiinflamatorias, la sefializacion dependiente de integrina, la | modelo animal de enfermedades | 22
Pescado P generacion de especies reactivas de oxigeno y el sistema inflamatorias humanas)
renina-angiotensina
) Reduce varios aspectos de las funciones de los neutrofilos,
Aceite de pescado | Acidos grasos n-3 Antiinflamatorio monocitos Y linfocitos, incluida la produccién de mediadores | Revision 8
inflamatorios.
Bebidas
. Activa la quinasa 1 amino terminal c-Jun, que causa
Bebidas sin Jara}be de mafz de fructosa . inflamacion hepatica y aumento del sustrato 1 del receptor de —
(azucar, fructuosa 55% y Inflamatorio Lo S p - Revision 25
alcohol insulina. Induce la lipogénesis a través de la regulacion

glucosa 45%)

positiva de SREBP-1c y CHREBP.




Beblda,endulzada Fructosa, glucose y sacarosa | Inflamatorio Incrementa la glucosa y hs-CRP? Ensayo_ cruzado praspectivo, 26

con azucar aleatorizado y controlado.

Té verde Catequinas y polifenoles Antiinflamatorio Modula varias vias de sefializacion Revision 27

Té negro Flavinas y polifenoles Antiinflamatorio Modula varias vias de sefializacion Revision 27

Flammulina

xggl::gp:saéenokl, Pr_otel’nas, \{itgminas, - _ _ - o o

terciopelo, seta de _rnlnerales, aC|d_os grasos Antiinflamatorio Inhibe la produccidon de dxido nitrico y TNF Revision 28
. ’ insaturados y fibra

aguja dorada o

seta de invierno)

NF-kp: factor nuclear kappa beta (nuclear factor kappa-beta); 1L-6: Interleugquina-6; TNF: factor de necrosis tumoral (tumoral necrosis factor); 1L-1p:
interleuquina-1f; IKKp: Inhibidor Kappa B quinasa B (inhibitor kappa B kinase 5): CRP: proteina C reactiva (C-reactive protein); hs-CRP: proteina C
reactiva de alta sensibilidad (high-sensitivity C-reactive protein); IFN-y: interferon gamma. Referencias bibliograficas citadas en Referencias

bibliogréaficas del Anexo.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Participantes sanos

Estimado voluntario/a

Se lo/la invita a participar en un trabajo de investigacion titulado “Inflamacion de la mucosa bucal: su
relacion con dcidos grasos dietarios y envejecimiento” que sera llevado a cabo por profesionales en
ciencias de la salud pertenecientes a la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional de
Cordoba.

Al respecto, usted debe tener en cuenta que:

o El propdsito de este estudio, que respeta a las personas en todos sus aspectos, es investigar si hay
relacion entre la edad y los componentes de las grasas de la dieta (&cidos grasos) y la inflamacién
de la mucosa bucal (recubrimiento interior de la boca), medida en la saliva por medio de sustancias
que muestran si hay inflamacion (citoquinas proinflamatorias).

e Su participacion es voluntaria, puede participar si lo desea. Si acepta, no correra ningln riesgo y va
a contribuir al cuidado de la salud de otras personas.

e Participara en un unico momento del estudio, el que consiste en dos o tres encuentros con los
profesionales (odontdlogos, nutricionistas). El trabajo de investigacion durara alrededor de cuatro
afnos en total.

e Su odontélogo/a lo/la va a informar sobre el estudio. El/ella debe contestar todas sus preguntas y
aclarar todas sus dudas.

e Todo los procedimientos del estudio se van a realizar sin dar a conocer su nombre, sin costo
adicional (no debera pagar nada por participar en este estudio) y no le significaran ningun dafio
fisico ni psicolégico.

e Por eso, como parte de este estudio, se le va a pedir que:

a) Conteste unas preguntas que le hara el/la odontélogo/a, las que estan en una ficha, y permita
que revise su boca.

b) Permita que el/la odontdlogo/a complete su ficha periodontal. Para ello, el profesional
introducird entre la encia y cada diente un pequefio instrumento manual llamado sonda
periodontal con el que tomara medidas que le serviran para saber si existe 0 no enfermedad.
Usted debe saber que durante ese procedimiento puede producirse —aungue generalmente no es
asi- una ligera molestia y un muy leve sangrado de las encias si estan inflamadas.

c) Conteste preguntas sobre lo que usted come y bebe. Estas preguntas las hardn uno o dos
nutricionistas, quienes anotaran las respuestas en una planilla.

d) Recolecte su saliva de acuerdo a las instrucciones que le seran entregadas. Esa saliva tiene que
ser congelada para que, después de algun tiempo, se analicen las sustancias que muestran si hay
inflamacion (citoquinas proinflamatorias). Usted va a donar esas muestras de saliva. Si quedara
una parte sin usar en este estudio, esa saliva podra ser empleada para futuros trabajos de
investigacion (sin dar a conocer su nombre).

Fecha:24 /07/17 Nimero de version: 2



e La informacion que usted nos dé serd anotada en una ficha y guardada, analizada y publicada en
revistas cientificas en forma anénima (no se usaré su nombre sino un namero que lo identifique).
Los profesionales integrantes del equipo de investigacion agradecen su valiosa colaboracion.

Después de haber leido y comprendido la hoja de informacion y de haber sido debidamente
informado/a por el profesional abajo firmante acerca del estudio, declaro mi conformidad con las
condiciones antes mencionadas y con lo que me han explicado, y acepto voluntariamente
participar en el estudio.

Lugar y fecha N° de documento Firma del/la voluntario/a Aclaracion
Lugar y fecha N° de documento Firma del/la testigo/a Aclaracion
Lugar y fecha Firma y sello del profesional

Aclaracion

Investigador responsable
Od. Evangelina Costantino
MP.9534
Catedra B de Anatomia, Facultad de Odontologia, Universidad Nacional de Cérdoba.
Haya de la Torre s/n. Ciudad Universitaria. 5000 Cordoba, Argentina.
Teléfono: (0351) 152301072

Fecha: 24/07/17 Numero de versién: 2



CONSENTIMIENTO INFORMADO

Participantes con lesion en la mucosa bucal
Estimado voluntario/a

Se lo/la invita a participar en un trabajo de investigacion titulado “Inflamacion de la mucosa bucal: su
relacion con dcidos grasos dietarios y envejecimiento” que sera llevado a cabo por profesionales en
ciencias de la salud pertenecientes a la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional de
Cordoba.

Al respecto, usted debe tener en cuenta que:

« El propdsito de este estudio, que respeta a las personas en todos sus aspectos, es investigar si hay
relacion entre la edad y los componentes de las grasas de la dieta (&cidos grasos) y la inflamacién
de la mucosa bucal (recubrimiento interior de la boca), medida en la saliva por medio de sustancias
que muestran si hay inflamacién (citoquinas proinflamatorias).

e Su participacion es voluntaria, puede participar si lo desea. Si decide no hacerlo, no se afectara el
tratamiento de su enfermedad. Si acepta, no correra ningun riesgo.

e Participara en un unico momento del estudio, el que consiste en dos o tres encuentros con los
profesionales (odontdlogos, nutricionistas) antes de que lo/la traten por su enfermedad. El trabajo de
investigacion duraré alrededor de cuatro afos en total.

e Su odontdlogo lo/la va a informar sobre el estudio. El/ella debe contestar todas sus preguntas y
aclarar todas sus dudas.

e Antes del tratamiento de su enfermedad, usted recolectara su saliva en un frasco que le entregaran y
se le pediran datos personales, informacion sobre lo que come y bebe, costumbres, etc., sin dar a
conocer su nombre. Todo esto no le causara ningun dafio fisico ni psicoldgico ni costo adicional (no
debera pagar nada por participar en este estudio).

e Por eso, como parte de este estudio, se le va a pedir que:

e) Conteste unas preguntas que le hara el/la odont6logo/a, las que estan en una ficha; permita que
revise su boca y le tome fotografias (solo de la boca).

f) Conteste preguntas sobre lo que usted come y bebe. Estas preguntas las haran uno o dos
nutricionistas, quienes anotaran las respuestas en una planilla.

g) Recolecte su saliva de acuerdo a las instrucciones que le seran entregadas. Esa saliva tiene que
ser congelada para que, después de algun tiempo, se analicen las sustancias que muestran si
hay inflamacion (citoquinas proinflamatorias). Usted va a donar esas muestras de saliva. Si
quedara una parte sin usar en este estudio, esa saliva podra ser empleada para futuros trabajos
de investigacidn (sin dar a conocer su nombre).

h) Permita que el/la odontdlogo/a complete su ficha periodontal. Para ello, el profesional
introducird entre la encia y cada diente un pequefio instrumento manual llamado sonda
periodontal con el que tomard medidas que le serviran para saber si existe 0 no enfermedad.
Usted debe saber que durante ese procedimiento puede producirse -aunque generalmente no
es asi- una ligera molestia y un muy leve sangrado de las encias si estan inflamadas.
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e Lainformacion que usted nos dé ser& anotada en una ficha y -junto a las fotografias de la boca que
tomaremos- serd guardada, analizada y publicada en revistas cientificas en forma anénima (no se
usaré su nombre sino un namero que lo identifique).

e Es importante aclarar que, para hacer el diagnostico y tratamiento de su lesion en la Catedra A de
Estomatologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional de Cordoba, se siguen
los siguientes pasos:

1) Los docentes de esa cétedra le haran una biopsia (que consiste en tomar, bajo anestesia local,
una pequefia parte de la lesién de la boca por la que usted consulta). Este es un procedimiento
que se realiza para diagnosticar su enfermedad; no se hace especificamente para este estudio.
Esa parte de la lesion se pondra en parafina y se haran cortes que seran analizados a través de un
microscopio a fin de hacer el diagnostico. Uno de esos cortes (laminas) sera guardado para
futuros estudios sobre la inflamacion de la boca.

2) Después del resultado de la biopsia el profesional tratante (de la Catedra A de Estomatologia) le
indicara el tratamiento de su enfermedad, el que no forma parte de este estudio.

Los profesionales integrantes del equipo de investigacion agradecen su valiosa colaboracion.

Después de haber leido y comprendido la hoja de informacion y de haber sido debidamente
informado/a por el profesional abajo firmante acerca del estudio, declaro mi conformidad con las
condiciones antes mencionadas y con lo que me han explicado, y acepto voluntariamente
participar en el estudio.

Lugar y fecha N° de Documento Firma del/la voluntario/a
Aclaracion

Lugar y fecha N° de Documento Firma del/la testigo/a
Aclaracion

Lugar y fecha Firma y sello del profesional

Aclaracion

Investigador responsable
Od. Evangelina Costantino
MP.9534
Catedra B de Anatomia, Facultad de Odontologia, Universidad Nacional de Cérdoba.
Haya de laTorre s/n. Ciudad Universitaria. 5000 Cordoba, Argentina.
Teléfono: 0351-152301072
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ANEXO 5-A

Protocolo de incorporacion de pacientes enfermos al estudio

Personas que concurran a la Catedra A y B de Estomatologia y al Servicio de
Dial  diagnostico y prevencion de cancer bucal, pertenecientes a la Facultad de
Odontologia de la UNC que presenten diagndstico clinico de liquen plano,

lesion liquenoide bucal y carcinoma bucal de células escamosas, que no hayan
iniciado aun ningun tipo de tratamiento

Invitacion a participar en el estudio

Firma del consentimiento informado
Entrega de Kits e instrucciones para la recoleccion de saliva
Toma de fotografias clinicas

Dia2 |

Recoleccion de saliva por el paciente y entrega de la muestra al
profesional Odont6logo
Biopsia
Sera realizada por el profesional tratante de la Catedra Ay B
de Estomatologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional de Cordoba
Dia 3 U STTTTTe-lll

- Informe anatomopatolégico T~ ~

Confirmacion del diagnostico - 5

Tratamiento
Serd indicado por el profesional tratante de la
Céatedra A 'y B de Estomatologia de la Facultad

de Odontologia de la Universidad Nacional de
Incorporacion del paciente al estudio Cordoba




Inflamacidn de la mucosa bucal: su relacion con acidos grasos dietarios y envejecimiento

ANEXO 6

113



HISTORIA CLINICA FECHA:..../ovoiiid...

I.- DATOS GENERALES

Participante N ..., Sexo: F/ M Edad:......... afos
Peso:.......... Kg Talla:............ m IMC:....... Kg/m?
Fecha de nacimiento:................oooeieieene. Lugar de nacimiento:.........ccoviiiii i
Estado Civili.......ooi TeléfonO:. ...
(O TelN] o= T3] o L PP

I.- ANTECEDENTES MEDICOS GENERALES

1. ¢,Padece algun trastorno o enfermedad? Sl NO
2. ¢,Ha notado alguna alteracion de su salud general durante el dltimo afio? Sl NO
3. ¢ Esta bajo tratamiento médico actualmente? Sl NO

a) En caso afirmativo, ¢,qué enfermedad padece?

4, ¢, Padece alguno de los siguientes trastornos?:

a) Enfermedad cardiovascular Sl NO
b) Diabetes Sl NO

1. ¢ Tiene necesidad de orinar mas de seis veces al dia? Sl NO

2. ¢ Tiene sensaciéon de sed con mucha frecuencia? Sl NO

3. ¢ Nota a menudo sensacion de sequedad en la boca? Sl NO
¢) Hepatitis 0 enfermedad hepética Sl NO
d) Ulceras géstricas Sl NO
e) Trastornos renales Sl NO
f) Tuberculosis Sl NO
g) Hipotiroidismo / Hipertiroidismo Sl NO

h) Otras enfermedades que recuerde. ...........c..cooiiiiiiiiiiiiiieee,

5.  ¢Tuvo cirugia o radioterapia por un tumor en la cavidad bucal? Sl NO
6. ¢Toma algun medicamento? ¢ Cual?..........ccooiiiiiiiiii e, Sl NO
7. ¢ Estd embarazada? Sl NO

8 ¢ Tiene el habito de fumar? Sl NO



9 ¢ Realiza algun régimen alimentario especial?

l1l.- EXAMEN CLINICO ODONTOESTOMATOLOGICO

TEJIDOS BLANDOQOS:

a. Labios: Normal [
b. Comisuras: Normal [
d. Mucosa yugal: Normal []
e. Paladar: Normal [
f. Piso de boca: Normal [
g. Lengua: Normal [J

h. Gl. salivales: Normal 1]

Anormal [
Anormal [
Anormal [
Anormal [
Anormal [
Anormal [

Anormal [

Sl

NO

TEJIDOS DUROS:

a. Higiene Bucal: Muy Buena [J Buenall Regular(] Pobre []

b. Calculo dental: SI/ NO

c. Caries macropenetrantes: SI/ NO

e. Enfermedad periodontal: SI / NO

f. Pericoronaritis: SI /NO



IV.- FICHA PERIODONTAL

Caracteristicas de la encia®:

Fenotipo periodontal y raza*:

Maxilar g
Diente 18 |17 |16 | 15 (14 | 13 |12 | 11 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25| 26| 27 | 28
PB®
IG*

RH
Sl
cst Cl

M
PS v

Y

DV

M

P
NIC

DP
Furca
Movilidad*

Diagnéstico
Gingivitis
PL
PG
PC




Mandibula

Diente 48 | 47 | 46 | 45 | 44 | 43 | 42 | 41 |1 31|32 133|343 )|36| 37] 38

P2

[ex

RH

Sl

cst “ci
M

PS v
v
DV
ML
L

NIC
DL

Furca

Movilidad*
Diagnéstico:

Gingivitis

PL

PG

PC

IPB: Indice de placa bacteriana; IG: registro para indice gingival; RH: registro de hemorragia (+/-);
S: supuracion (+/-); CS: célculo supragingival (+/-); Cl: calculo infragingival (+/-); PS: profundidad
de sondaje (mm); NIC: nivel de insercién clinica (mm); MV: mesio-vestibular; V: vestibular; DV:
disto-vestibular; ML: mesio-lingual; L: lingual; DL: disto-lingual; PL: periodontitis leve; PG:
periodontitis grave; PC: periodontitis complicada. LF: Lesion de furca.




Observaciones:

Higiene bucal:

Cepillado dental: SI NO
e Frecuencia de cepillado por dia:
e Uso de pasta dental: SI NO
e Tipo de cepillo:

Hilo dental: SI NO
e Frecuencia de uso por dia:
e Tipo de hilo dental:

Colutorios o enjuagues: SI NO
e Frecuencia de uso por dia:
e Tipo:

indice de placa ®:

indice gingival “:

indice periodontal comunitario (CPI) ©:

Estudios clinicos complementarios:

Diagnéstico:
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Universidad Nacional de Cérdoba

Facultad de Ciencias Médicas - Escuela de Nutricion

ENCUESTA DE FRECUENCIA DE CONSUMO ALIMENTARIA EncuestaNro.| |

Datos Generales

Encuestador: | Fecha: ]/
Apellido y Nombre:
Direccion: | T.E.:
1. Sexo: 1. Masculino | | 2. Femenino ‘ ‘
N 4. Talla:
2. Edad: afios 3. Peso:
5. IMC:
1. Omnivora 4. Vegetariana
6. Dieta habitual 2. Lacto-ovo-vegetariana )
5. Macrobidtica
3. Lacto-vegetariana

Cuestionario de frecuencia alimentaria

Tipos de Alimentos Consumo Tamaiio Porcion
Veces a
Lacteos enteros y derivados Nunca Veces al mes serlmian Veces al dia Pequefia Mediana Grande
a
Leche fluida

Leche en polvo

Leche chocolatada

Yogur

Yogur con cereales




Yogur con frutas

Postres
Flanes
Veces a
Lacteos descremados y derivados Nunca Veces al mes se::an Veces al dia Pequena Mediana Grande
a
Leche fluida
Leche en polvo
Leche chocolatada
Yogur
Yogur con cereales
Yogur con frutas
Postres
Flanes
Veces a
Quesos Nunca Veces al mes ser|1:an Veces al dia Pequefia Mediana Grande
a
Blanco entero
Blanco descremado
Tipo senda
Port salut
Cremoso
Cremoso descremado
Fundido (Adler, Tholem)
Gruyere
Parmesano, sardo, reggianito
Ricota
Veces a
Huevos Nunca Veces al mes se:?nan Veces al dia Pequefia Mediana Grande
a

Entero




Clara

Yema

Magra:

Bola de lomo - paleta

Cuadril

Jamoén cuadrado

Lomo, peceto

Nalga

Grasa:

Asado de tira

Costeleta

Costilla

Matambre

Molida comun

Puchero

Pollo con piel

Pollo sin piel

Menudos

Costilla, costeleta

Lomo, solomillo

Paleta, pierna




Dorado

Merluza

Pejerrey

Otros: abadejo, congrio, palometa,
surubi

Atan al natural

Atan al aceite

Sardina al natural

Sardina al aceite

Caballa al natural

Caballa al aceite

Almejas

Berberechos

Calamar

Pulpos

Camardn, cangrejo, langosta - ! ! [

Higado

Rifidn




Mollejas

Chinchulines

Lengua
Mondongo
Veces a
Embutidos Nunca Veces al mes se::an Veces al dia Pequefia Mediana Grande
a
Salchichas
Chorizo
Morcilla
Veces a
Fiambres Nunca Veces al mes serlf:an Veces al dia Pequefia Mediana Grande
a
Jamén cocido
Jamén crudo
Paleta
Bondiola
Mortadela
Salame
Salchichén
Panceta
Queso de cerdo
Picadillo de carne
Paté de foie
Veces a
Vegetales Nunca Veces al mes serI:an Veces al dia Pequefia Mediana Grande
a
Acelga
Achicoria
Apio

Alcaucil




Arvejas

Batata

Berenjena

Berro

Calabaza

Chaucha

Champifiones

Choclo

Esparrago

Espinacas

Hinojo

Lechuga

Nabo

Papa

Pepino

Pimiento

Radicheta

Rabanito

Remolacha

Zanahoria

Zapallito

Zapallo

Ajo

Cebolla

Cebolla de verdeo

Puerro

Brécoli

Coliflor

Repollo blanco

Repollo rojo

Repollito de Bruselas




Tomate entero con cascara

Tomate entero pelado

Veces a
Derivados del tomate Nunca Veces al mes se:ra:an Veces al dia Pequefia Mediana Grande
a
Ketchup
Extracto de tomate
Jugo de tomate
Puré de tomate
Salsa de tomate
Sopa de tomate
Tomates envasados al natural
Tomates secos
Veces a
Hierbas aromaticas Nunca Veces al mes ser|1:an Veces al dia Pequefia Mediana Grande
a
Varias
Veces a
Frutas Nunca Veces al mes serlﬁan Veces al dia Pequefia Mediana Grande
a
Anana
Banana
Cerezas
Ciruelas
Damasco
Durazno
Frutillas
Higo
Kiwi
Mango

Manzanas




Meldn

Moras

Peras

Quinotos

Sandia

Uva

Limon

Naranja

Mandarina

Pomelo

Palta

Aceitunas

Frutas enlatadas

Frutas desecadas: orejones, pelones,
pasas

Jugos de frutas sin cascara

Jugos de frutas con céscara

Veces a
Frutas secas Nunca Veces al mes serlﬁan Veces al dia Pequena Mediana Grande
a
Almendra
Avellana, castafa
Nuez
Mani
Veces a
Legumbres Nunca Veces al mes serlﬁan Veces al dia Pequeia Mediana Grande
a

Arvejas partidas

Garbanzos

Harinas

Lentejas




Porotos

Soja
Veces a
Cereales Nunca Veces al mes se:san Veces al dia Pequefia Mediana Grande
a
Granos
Copos cornflackes
Pastas simples
Pastas rellenas
Pizza-Tartas
Veces a
Productos de panaderia Nunca Veces al mes serlf:an Veces al dia Pequefia Mediana Grande
a
Pan blanco
Pan integral
Galletas de agua, grisines, tostadas de
gluten
Galletas de salvado comunes
Galletas de salvado dietéticas
Galletas dulces
Criollitos, tortas fritas
Facturas
Bizcochuelo, tortas, tartas
Pan casero
Veces a
Grasa animal Nunca Veces al mes serI:an Veces al dia Pequefia Mediana Grande
a

Crema de leche

Manteca

Manteca dietética

Grasa de cerdo




Grasa de vaca

Margarina

Margarina dietética

Aceite girasol

Aceite maiz

Aceite oliva

Aceite de soja

Aceite uva

Aceite mezcla

Mayonesa

Mayonesa dietética

Salsa golf

Salsa golf dietética

Mostaza

Azlcar blanca

Azlcar negra

Edulcorantes naturales

Edulcorantes sintéticos

Jalea, mermelada, miel

Dulce de leche




Dulce de leche dietético

Batata, membrillo

Bebidas

Nunca

Veces al mes

Veces a
la
seman

Veces al dia

Pequefia

Mediana

Grande

Agua

Gaseosas comun

Gaseosas light

Jugos artificiales

Vino blanco

Vino tinto

Bebidas blancas (ron, vodka, tequila,
ginebra, grapa, cafa, conac, whisky)

Espumantes (champagne, sidra, anana
fizz)

Cerveza

Fernet

Café

Malta

Mate

Té

Té de hierbas

Productos de copetin

Nunca

Veces al mes

Veces a
la
seman
a

Veces al dia

Pequena

Mediana

Grande

Papitas, conitos salados, etc.

Palitos salados

Chizitos

Mani tostado

Maiz inflado (salado-dulce)

Golosinas

Nunca

Veces al mes

Veces a
la

Veces al dia

Pequefia

Mediana

Grande




seman

a
Caramelos, chupetines
Mantecol
Alfajor
Chocolate-Chocolatin
Veces a
Helados Nunca Veces al mes se::an Veces al dia Pequefia Mediana Grande
a
De agua
De crema
Veces a
Productos de soja Nunca Veces al mes serlf:an Veces al dia Pequefia Mediana Grande
a

Jugo de soja

Dulce de leche de soja

Tofl

Harina de soja

Milanesa de soja

Mayonesa de soja

Salsa de soja

Praliné de soja

Pasta para relleno (lasagnas o
canelones)

Pan de soja

Galleta de soja

Otros productos elaborados de soja

Suplementos con fitoestrégenos

Lecitina de soja

Productos que contengan proteina de

soja (por ejemplo Ensure plus)




Observaciones: indicar otros alimentos que no se encuentren en el listado.
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% odelos Vlsuales de ahmentos

\utores:

* Lic. Marisa B. Vazquez
e Lic. Alicia M. Witriw

Véasquez MB, Witriw AM. Modelos visuales de alimentos y tablas de relacion peso/volumen. 12
ed. Buenos Aires: 1.S.B.N; 1997. p. 1-42.



El espiritu de este trabajo fue disenar herramientas/instrumentos
que faciliten la tarea profesional cotidiana:
Modelos Visuales de Alimentos. en diferentes porciones

habitualmente consumidos v Tablas de relacion peso/volumen.

Los Modelos Visuales de Alimentos fueron realizados por método fotografico
y en pelicula color. Las Tablas de relacion pesolvolumen fueron obtenidas por
la pesada de los diferentes alimentos en una balanza marca OHB, N° 2808.
Al inicio y al término de las pesadas la balanza fue estandarizada

con pesas de diferentes gramajes.

Nos sirvieron de soporte bibliografico:
 “Vikttabeler for livsimedel och matrétter, Stantens Livsmedelsverk”, 1988.

* “Food Code and Nutrient Data Base for CSDII”, 1994.
Agricultural Research Service, U.S. Department of Agriculture

<1

odelos visuales de alimentosi

SRR G S e D) = N°D G F
- N U LU QO U & I U C
e

* Cereales

Hortalizas

Frutas

g Carnes = vk - ,,,7,_-
/%

==
“* Tablas de relacion peso/volumen .

(i Kokl

Mari# Vazquez Alicia M. Witriw
Licenciada en Nutricién Licenciada en Nutricién
Encargada de Ensefianza Ayudante docente
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INSTRUCTIVO PARA LA RECOLECCION DE SALIVA

Usted esté recibiendo un conjunto de elementos que le permitirdn recolectar una muestra

de saliva para la investigacion a la cual ha sido invitado.

¢, Qué elementos recibira?

e 1 recipiente con tapa (para recolectar la saliva)

1 gel refrigerante (que debe permanecer en congelador o freezer hasta su uso)

1 banda eléstica (para sujetar el gel al recipiente)

Hilo dental (para realizar la higiene del dia previo a la recoleccion)

1 bolsa plastica

Instrucciones

¢ Cémo realizar la recoleccion de saliva?
La muestra de saliva debe ser recogida entre las 8:00 y 10:00 horas, despues de un minimo
de 6 horas de ayuno, sin actividad fisica, ni higiene bucal previa:
e Al levantarse, NO debe cepillarse los dientes, ni enjuagarse la boca con agua u
otro producto.

e Si debe cepillarse muy bien los dientes la_noche previa, y utilizar también el

hilo dental entregado. NO debe utilizar pasta dental.
Para iniciar la recoleccion de saliva usted debera estar comodamente sentado, relajado, con
su cabeza inclinada hacia adelante, dejando fluir la saliva en el recipiente hasta alcanzar la
marca del recipiente.
Inmediatamente después de finalizada la recoleccion, debe tapar el frasco y colocarlo en la
bolsa plastica en contacto con el refrigerante congelado (unidos mediante una banda

elastica) para entregarla rapidamente al investigador (lugar y hora previamente acordados).



