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ABREVIATURAS

AA: acetaldehido

ADH: alcohol deshidrogenasa

ADN: acido desoxirribonucleico

AHH: aril hidrocarburo hidroxilasa

ALDH: acetaldehido deshidrogenasa

ARG: Arginina

BP: benzopirenos

CB: céncer bucal

CCE: Carcinoma de células escamosas
CYP450: Citocromo P450

CE: Citologia Exfoliativa

CYP1AL1: Aril hidrocarbono hidroxilasa
DPM: Desérdenes potencialmente malignos
GSH: Glutation reducido

GSTML1: Glutation-s-transferasa

GSTs: Enzimas glutation transferasas
IARC: Agencia internacional para la investigacion del cancer.
IC: Intervalo de confianza.

LVP: Leucoplasia verrugosa proliferativa
MEH: Epédxido hidrolasa microsomal

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
OR: Odd ratio. Razén de probabilidades.
PAP: Papanicolaou.

PAH: Hidrocarburos aromatico policiclicos.
PB: Pares de bases.

PCR: Reaccion en Cadena de Polimerasa convencional
Pro: Prolina

Rb: Gen Retinoblastoma

SNP: Polimorfismo de un solo nucleétido
TP53: Gen TP53

VPH: Virus del papiloma humano.



RESUMEN

Introduccién: El cancer bucal forma parte de un importante grupo de patologias
denominadas Enfermedades Cronicas no Trasmisibles y se caracteriza por que su
prevalencia e incidencia cambia de acuerdo al area geografica, ambas asociadas a
factores genéticos, a habitos y costumbres propios de cada region o cultura. En paises
en vias de desarrollo como la Argentina, se enfrentan grandes desafios por responder
al aumento en la tasa de mortalidad y morbilidad de los ultimos afios y en el tratamiento
y cuidados posteriores de pacientes con cancer en estadios avanzados, considerandose
una de las principales causas de muerte. Sin embargo, no existen datos sobre la
composicion genética y las investigaciones sobre este tema podrian aportar
conocimientos que mejoren las estrategias de prevencién y reduzcan los costes de su
tratamiento.

El presente estudio investiga si los polimorfismos relacionados al metabolismo de los
carcindgenos y a la proliferaciéon celular, actian como factores de riesgo para los
desérdenes potencialmente malignos (DPM) y el cancer bucal (CB).

Objetivo: Investigar si los polimorfismos en el gen CYP1Al y GSTM1 asociados al
metabolismo de los xenobidticos y el gen TP53, asociado a la proliferacion celular,
actian como factores de riesgo favoreciendo el desarrollo de DPM y CB; y a la vez
determinar si el habito del tabaquismo y el consumo de alcohol en presencia de estos
mismos polimorfismos aumentan la probabilidad de estas patologias.

Material y métodos: Se estudiaron pacientes de ambos sexos, mayores de 18 afios
(n=140) con diagndstico de CB, DPM y un grupo control constituido por pacientes que
asistieron por demanda espontanea a la Catedra de Estomatologia “A” de la Facultad
de Odontologia de la UNC en el periodo 2016-2019. Se realizé aislamiento de ADN a
partir citologias exfoliativas de mucosa clinicamente sana. Con una de las muestras se
realizé un extendido citolégico y se lo tifidé con coloracién de PAP, para corroborar que
la mucosa estuviera sana, la otra muestra se guardd en tubos Eppendorff estériles, en
freezer a -20°C hasta su utilizacién para extraccion de ADN y posterior aplicacién de
técnica de PCR convencional para los polimorfismos de los genes TP53 y GSTML1 y por
RFLP-PCR utilizando enzima de restriccion Msl para los polimorfismos de CYP1A1,
utilizando los primers correspondientes. Analisis estadisticos: Los datos categoricos se
describieron por frecuencias absolutas y relativas. Se realizé prueba de Fisher, Andlisis
de Correspondencia Mdltiple y Regresion logistica.

Resultados: En el presente estudio se observé un porcentaje significativamente mayor
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de hombres (65.9%) en pacientes diagnosticados con CB (p = 0.026); las mujeres fueron
mayoria no significativa en pacientes diagnosticados con DPM (62.3%). La lengua fue
el &rea anatémica de més frecuente de aparicién de CB y la mucosa yugal fue el lugar
mas frecuente de DPM.

En la poblacion de estudio, en relacién al polimorfismo del gen TP53 encontramos altas
frecuencias del alelo G, coincidiendo con estudios anteriores realizados en poblaciones
caucasicas y con estudios de Argentina en Cordoba (propio) y en Buenos Aires y otras
regiones del pais. El alelo C (variante mutada) esta relacionado con CB y DPM
principalmente por el aumento del genotipo heterocigota. Para el polimorfismo CYP1Al
no se encontrd asociacion significativa con el CB pero si con los DPM. Para GSTML1 null
se encontré una asociacion estadisticamente significativa para el grupo con CB, y en el
grupo de los DPM no se encontré asociacion pero si un aumento en su frecuencia en
relacion al grupo control, donde se observé mayor frecuencia para el genotipo no null.
Se encontrd un patron de asociacion entre el CB y el alelo T (wild type) de CYP1ALl. Los
DPM se relacionan con el alelo C de CYP1A1, con el alelo null del gen GSTM1 (variante
mutada), con los habitos de fumar y consumo de alcohol la presencia del alelo C
(variante mutada) del TP53, mientras que el grupo control mostré un patron de relacion
con el alelo G de TP53.

La presencia de las variantes polimorficas de los polimorfismos de un solo nucledtido
(SNPs) estudiados y el habito de fumar fueron los dos factores asociados con el
desarrollo de DPM.

Conclusiones: Nuestros resultados coinciden con los estudios realizados en
poblaciones caucasicas; se sabe que existe una relacién de SNP con la distribucion
geogréfica. Estos estudios tienen beneficios potenciales al permitir la identificacion de
biomarcadores predictivos y grupos con mayor riesgo de CB y DPM para la
implementacion de una variedad de estrategias de atencién médica. Sin embargo aun
es necesario realizar estudios adicionales que incluyan un mayor namero de pacientes
y en diferentes regiones de Argentina.

Palabras clave. Polimorfismo, TP53, CYP1Al, GSTM1, cancer bucal, desérdenes

potencialmente malignos, tabaco, alcohol.



ABSTRACT

Introduction: Oral cancer (OC) is part of an important group of pathologies called Non-
Communicable Chronic Diseases and is characterized by the fact that its prevalence and
incidence change according to the geographical area, associated with genetic factors,
habits and customs of each region or culture. In developing countries such as Argentina,
great challenges are faced in responding to the increase in the mortality and morbidity
rate of the latter; however, there is no data on the genetic composition of the population
that suffers from this disease, thus research on this topic could provide knowledge to
improve prevention strategies and reduce treatment costs.

The present study investigates whether polymorphisms related to carcinogen
metabolism and cell proliferation act as risk factors for potentially malignant disorders
(PMD) and OC.

Objective: To investigate whether the polymorphisms in the CYP1A1 and GSTM1 genes
associated with xenobiotic metabolism and the TP53 gene, related to cell proliferation,
act as risk factors favoring the development of PMD and BC; and at the same time to
determine if smoking and alcohol consumption in the presence of these same SNPs
increase the probability of these pathologies.

Material and methods: It was studied patients of both sexes , older than 18 years (n =
140) with diagnosis of OC or PMD and a control group.Patients were attended by
spontaneous request in the Chair of Stomatology "A" of the Faculty of Dentistry,
universidad nacional de Cérdoba, in the period 2016-2019. Two exfoliative cytologies of
clinically healthy mucosa were performed. A cytological smear was made with one of the
samples and it was stained with PAP staining, to confirm that the mucosa was healthy;
the other sample was stored in sterile Eppendorff tubes, in a freezer at -20°C until its use
for DNA extraction and subsequent application of the conventional PCR technique for
the polymorphisms of the TP53 and GSTM1 genes and the RFLP-PCR technique using
restriction enzyme Msl for the CYP1A1 polymorphisms, using the corresponding primers.
Statistical analysis: Categorical data were described by absolute and relative
frequencies. Fisher's test, Multiple Correspondence Analysis and logistic regression
were performed.

Results: In the present study, a significantly higher percentage of men (65.9%) was
observed in patients diagnosed with BC (p = 0.026); women were a non-significant
majority in patients diagnosed with MPD (62.3%). The tongue was the anatomical area
with the most frequent appearance of CB and the jugal mucosa was the most frequent
site of PMD.

In the study population, in relation to the polymorphism of the TP53 gene, we found high
frequencies of the G allele, coinciding with previous studies carried out in Caucasian
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populations and with studies in Argentina in Cérdoba and in Buenos Aires and other
regions of the country. The C allele (mutated variant) is related to OC and PMD mainly
due to the increase in the heterozygous genotype. For the CYP1A1l polymorphism, no
significant association was found with OC but it was with PMD. For GSTM1 null, a
statistically significant association was found for the group with OC, and in the group of
PMD, no association was found, but an increase in its frequency in relation to the control
group, where a higher frequency was observed for the non-null genotype. A pattern of
association was found between OC and the T (wild type) allele of CYP1Al1. The PMD
are related to the C allele of CYP1AL1, with the null allele of the GSTM1 gene (mutated
variant), with smoking and alcohol consumption the presence of the C allele (mutated
variant) of TP53, while the control group showed a pattern of relationship with the G allele
of TP53.

The presence of polymorphic variants of the single nucleotide polymorphisms (SNPs)
studied and smoking were the two factors associated with the development of PMD.
Conclusions: Our results coincide with the studies carried out in Caucasian populations;
a SNP relationship with geographic distribution is known to exist. These studies have
potential benefits in allowing the identification of predictive biomarkers and groups at
increased risk of OC and PMD for the implementation of a variety of health care
strategies. However, it is still necessary to carry out additional studies that include a
greater number of patients and in different regions of Argentina.

Keywords. Polymorphism, TP53, CYP1Al, GSTML, oral cancer, potentially malignant
disorders, tobacco, alcohol
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INTRODUCCION

A nivel mundial, el cancer es una de las principales causas de mortalidad y morbilidad;
es considerado una de las diez patologias mas frecuentes que causan la muerte en el
mundo. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que 7,6 millones de
pacientes murieron durante el afio 2016 y que alrededor de 84 millones moriran en los
siguientes diez afios si no se realizan acciones adecuadas al respecto (1,2). Se prevé
gue el nimero de nuevos casos aumente aproximadamente en un 70% en los préximos
20 afos.

El cancer bucal (CB) es la neoplasia maligna méas frecuente en la region de cabeza y
cuello, siendo el carcinoma de células escamosas (CCE) el que presenta mayor
incidencia; es considerado uno de los seis canceres mas frecuentes, con una incidencia
mundial anual superior a 300.000 casos (3). Esta enfermedad es una causa importante
de muerte y morbilidad, con una supervivencia a los 5 afios de menos del 50% en total.
Representa entre el 2 al 5% del total de los canceres de todo el organismo; su incidencia
es menor al de otras neoplasias pero constituye un grave problema de salud poblacional
debido a un aumento de su incidencia en los ultimos afos, tanto en la tasa de mortalidad
como en la de morbilidad, debido principalmente al gran retraso diagnostico que
caracteriza a las primeras etapas de los casos de CB y a la falta de preparacion de los
profesionales de la salud (4).

La incidencia de CB en América Del Sur varia de acuerdo con los registros de cada pais
y las tasas mas altas corresponden a Brasil. La mayoria de los tumores son
diagnosticados tardiamente casi el 30% de los casos registrados, no incluye el estadio
al momento del diagnéstico (5). En cuanto a la mortalidad en América del Sur por CB,
varia desde 0,72 a 6,04/100.000 habitantes. Las bases de datos publicas y
representativas de CB en esta regién, son insuficientes y desactualizadas, generando
estadisticas incompletas que no reflejan el verdadero problema de esta patologia en
nuestro continente (5).

En lo que respecta a la provincia de Cérdoba, Argentina, segin datos del Registro
Provincial de Tumores, el CB y de orofaringe, no estuvo dentro de los diez tumores mas
frecuentes durante el periodo 2004-2013 (6). Segun estos registros, en el periodo
anteriormente mencionado, se diagnosticaron 466 mujeres con CB, de las cuales 181
fallecieron y 1043 varones, de los cuales 499 fallecieron. Si bien estas patologias
presentan una baja prevalencia en relacion con otras enfermedades, impactan
negativamente en la calidad de vida de las personas, porque conducen a la muerte en

un periodo relativamente corto de tiempo (6-7).
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Se estima que el 43% del total de los canceres se debe al consumo de tabaco, al
consumo de alcohol, a dietas no saludables, a alteraciones emocionales y/o a la
asociacion a procesos infecciosos, como el virus del Papiloma Humano (VPH) entre
otros (1-3).

El acceso a la cavidad bucal es simple, a diferencia de los érganos internos, lo que
facilita la deteccion del CB a través de la inspeccién bucal; también es facilmente
diagnosticable a través de la biopsia y la citologia exfoliativa de la mucosa bucal (8,9).
La prevencion primaria se basa en el diagnostico precoz y el tratamiento de los llamados
deso6rdenes potencialmente malignos (DPM). Estos DPM son procesos benignos que
presentan un mayor riesgo, estadisticamente significativo, de transformarse en cancer
tengan o no displasia o atipia epitelial. Los DPM mas frecuentes de la mucosa bucal son
la leucoplasia bucal, la fibrosis oral submucosa, las queilitis crénicas, algunos tipos de
liquen plano bucal y otros (8).

Una de las principales causas del fracaso en el tratamiento del carcinoma de células
escamosas bucal es que una proporcion significativa de estos casos no son
diagnosticados o tratados hasta que alcanzan un estado avanzado de desarrollo (9).
Es por ello que un gran numero de estudios basico-clinicos, en general, se orientan a
reconocer marcadores prondsticos de riesgo y/o de progresién tumoral a fin de mejorar
las acciones de prevencidn, deteccion temprana y tratamiento; conociendo que los
pacientes que son tempranamente diagnosticados requieren una terapéutica menos
agresiva y presentan menor morbilidad en relacion aquellos cuyo diagnéstico se realiza
en etapas mas avanzadas de la enfermedad. De este modo la identificacion de
predisposiciones genéticas individuales para el desarrollo de cancer bucal constituye
una estrategia importante porque permite el desarrollo de nuevas herramientas para la
prevencion y deteccién precoz de esta enfermedad. Los paises en desarrollo como la
Argentina no tienen datos sobre la composicion genética. Las investigaciones sobre este
tema son fundamentales para aportar conocimientos que mejoren las estrategias de
prevencion; toda esa informacion podria ser muy Util en establecer el impacto de los
factores de riesgo sobre el CB e identificar los modificadores genéticos de riesgo en esta
poblacién, mejorando de esta manera, la calidad de vida de nuestros pacientes y

reduciendo los costos de la terapia de esta enfermedad.
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MARCO TEORICO

CANCER BUCAL

El cancer es una enfermedad de etiologia multifactorial, la mayor parte de los autores
coinciden que en el 80 % de los casos se debe a factores exégenos o externos como
el estilo de vida, las alteraciones emocionales, el consumo de alcohol en exceso, el
habito de fumar, entre otros, y un 20% a factores endégenos genéticos y epigenéticos
los cuales, en conjunto, desarrollan en las células del organismo modificaciones
moleculares en determinados genes, generando de esta forma eventos cruciales que
activan la carcinogénesis, como la activacion de oncogenes y la inactivacion de genes
supresores de tumores(10).

Como es conocido el CB es una patologia muy compleja debido a su naturaleza
multigénica y al nimero de agentes medio ambientales que representan un riesgo
potencial para la poblacion expuesta a éstos. En su desarrollo multietapico involucra una
serie de pasos, cada uno caracterizado por una acumulaciéon secuencial de distintos
defectos genéticos seguidos de una proliferacion por clonacién; estos procesos se
inician en un epitelio normal, posteriormente lo modifican a un epitelio hiperplasico,

displasico, a un carcinoma in situ y finalmente a un carcinoma invasivo (3, 4,10).

FACTORES DE RIESGO DE CANCER BUCAL

Existen multiples factores de riesgo de cancer bucal relacionados a factores externos e
internos. Entre ellos podemos mencionar la edad, dietas no saludables y la exposicion

a carcinégenos quimicos como el tabaco y alcohol.

Edad

El cancer bucal es frecuentemente una enfermedad de adultos mayores, y de todos los
factores que pueden contribuir al desarrollo de CB es el factor que confiere el riesgo
mas alto (11,12), y posiblemente el mas consistente. Aproximadamente el 90% de los
pacientes con CB se diagnostican en mayores de 40 afios, y mas del 50% en individuos
de més de 62 afios (12-16). Aunque existe un incremento en las poblaciones mas
jovenes, en menores de 40 afios asociadas a la infeccion por el virus del papiloma

humano (VPH), los pacientes que desarrollan esta enfermedad son significativamente
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mayores y la edad avanzada tiene una repercusion particular sobre la supervivencia. No
obstante, hay que tener en cuenta que el riesgo aumenta en gran medida a partir de los
44 afos de edad (16,17). El proceso de la oncogénesis precisa como minimo entre 5 a
6 mutaciones de los protooncogenes y de los genes supresores tumorales, las cuales
s6lo aparecen tras las acciones mantenidas de los carcinégenos durante largos
periodos de latencia. Como resultado de lo expuesto, se explica que la gran mayoria de
los canceres (98%) aparezcan en adultos (18,19). La relacién entre la mayor incidencia
de CB en relacion al aumento de edad puede deberse presuntamente a la exposicion
acumulada por largo tiempo a agentes carcinogénicos (tabaco, alcohol, nutricién
inadecuada, virus, etc.), a la incorporacion de alteraciones genéticas o epigenéticas del
ADN mediante procesos dependientes de la replicacion celular (aneuploidia,
mutaciones, dafio oxidativo, acortamiento de telomeros, inestabilidad genética etc.),
como asi también a la disminucién de la capacidad de reparacién del ADN, a la
depresion de la inmunovigilancia y a la pérdida de la homeostasis proliferativa con sobre

0 sub expresion de proteinas reguladores del ciclo celular (9,20-22).

Tabaco

El habito de fumar tabaco es uno de los principales factores de riesgo conocidos para
cancer bucal, el riesgo de padecer esta enfermedad en un fumador es 6 veces superior
al de un no fumador (23). Se establece al tabaquismo como la adiccion al tabaco
provocada, principalmente, por uno de sus componentes activos, la nicotina. La accién
de dicha substancia condiciona el abuso de su consumo, pues la nicotina como tal no
es cancerigena pero si es adictiva. Cuando una persona inhala el humo de la
combustién incompleta del tabaco, la nicotina que se encuentra en él se absorbe
rapidamente en el torrente sanguineo a través de los pulmones y la mucosa bucal y
alcanza el cerebro en siete segundos. Una vez en el cerebro, la nicotina produce una
sensacion placentera que lleva a través del tiempo a la adiccién (24-29,).

Cuando una persona inhala el humo del cigarrillo, la nicotina que se encuentra en él se
absorbe rapidamente en el torrente sanguineo a través de los pulmones y la mucosa
bucal y alcanza el cerebro en siete segundos. Una vez en el cerebro, la nicotina produce
una sensacion placentera que lleva a través del tiempo a la adiccién (24-26, 28, 29,). La
nicotina aumenta el estado de alerta del usuario e intensifica el desempefio mental, la
frecuencia cardiaca y la presion arterial, y disminuye el flujo sanguineo al miocardio.
Esta sustancia también estimula la liberacion de epinefrina, que a su vez incita al sistema

nervioso central a liberar beta endorfinas que pueden inhibir el dolor (24, 25).
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A patrtir de los afios 40 se iniciaron investigaciones para relacionar el tabaquismo con la
aparicion de determinadas enfermedades, principalmente respiratorias y pulmonares
(28,30).

En términos generales, las complicaciones derivadas del consumo de tabaco se
perciben a largo plazo. Es la accion prolongada y continuada de las distintas sustancias
gue componen los cigarrillos como la nicotina (31). El tabaco ha sido relacionado con al
menos 17 tipos de cancer, entre los cuales aparecen: cancer colorrectal, cancer de
pulmén, cancer de laringe, cancer de faringe, cancer de ovario, cancer de cérvix, cancer
hepético, cancer renal, leucemia mieloide aguda, cancer de vejiga, cancer de estbmago
y cancer de eso6fago. Es considerado el principal factor de riesgo asociado al desarrollo
de lesiones premalignas y del cancer bucal, en especial del CCE. Se conoce que 8 de
cada 10 pacientes con CB son fumadores de tabaco en sus diversas formas: cigarrillos,
puros, tabaco de mascar, tabaco en pipa, etc.

Los componentes mas carcinogénicos del tabaco son la N-nitroso-nor-nicotina,
hidrocarburos aromaticos polinucleares y el polonium (metal altamente radioactivo),
siendo perjudiciales localmente y favoreciendo la absorcion de sustancias carcindgenas
(32). La contribucion del tabaco a la aparicion de este tipo de tumores se debe a la gran
mezcla de compuestos quimicos que se encuentran tanto en el humo como en el tabaco
gue aun no ha sido quemado.

Los carcinégenos del tabaco penetran al organismo a través de las mucosas respiratoria
y digestiva y por via sanguinea llegan a todos los tejidos e impregnan y afectan a todas
las células del organismo, incluidas las germinales.

La nicotina no es un carcindégeno, pero resulta citotoxico y puede actuar como co-factor
en la carcinogénesis; esta sustancia es el principal alcaloide psicoactivo del tabaco y a
través del tiempo es adictivo (24, 27-29). Estudios in vivo muestran que la nicotina en
concentraciones tan bajas como al 2% pueden causar dafio epitelial, y es capaz de
producir alteraciones de la permeabilidad del epitelio a carcindbgenos (28). Una persona
gue fuma 25 cigarrillos por dia absorbera aproximadamente 0,43 mg nicotina/kg peso
corporal (28). Mas del 80% de la nicotina absorbida sufre metabolismo en el higado y la
cotinina es el principal metabolito (Fig.1). La concentracion en sangre de cotinina en los
fumadores es de 200-400 ng / ml (1.1-2.2 M) (33). Tanto la evidencia experimental in
vitro a partir de estudios sobre cultivos celulares, como estudios in vivo en roedores y
en seres humanos indican que la nicotina en si, independientemente de otros
constituyentes del tabaco, pueden estimular una serie de efectos de importancia en el
desarrollo del cancer (34,35). La nicotina afecta la circulacion periférica, causando una
vasoconstriccion gingival importante, lo que disminuye el aporte de elementos de

reparacion por parte de la sangre al tejido gingival y, por consiguiente, se debilita la
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capacidad de cicatrizacion y el aporte de oxigeno en los tejidos. También puede estar
suprimido el sistema inmune, a causa de una reduccién de la quimiotaxis y fagocitosis
por parte de los leucocitos. Por lo anterior podemos pensar que un efecto similar se
puede dar en cualquier otro sitio de la mucosa bucal y no sélo en el periodonto. El fumar
se asocia clinicamente a bolsas profundas, formacion de célculo, pérdida de hueso
alveolar, gingivitis ulceronecrotizante aguda y osteoporosis (36-38). Muchos estudios en
ratas sugieren que la combinacion simultdnea de alcohol y tabaco tiene un efecto
sinérgico en la progresion de la periodontitis, evidenciado por una destruccion ésea en
la zona de furcacién y un aumento de la gravedad de la enfermedad periodontal (39-
42).

El humo del tabaco posee la propiedad de intervenir en todas y cada una de las etapas
de la carcinogénesis bucal (10). El principal efecto sobre la carcinogénesis lo realiza la
nicotina presente en el tabaco, ya que la dependencia que ella genera provee el nexo a
través del cual los fumadores, y también los fumadores pasivos, son repetidamente
expuestos a elementos carcinogénicos y genotdxicos asociados con el consumo de
tabaco (39). Esta exposicion repetida y prolongada provee los carcinbgenos necesarios
para que se produzca la carcinogénesis multietapica. Durante la etapa de iniciacion y
en el proceso de conversion, los hidrocarburos aromaticos policiclicos del humo del
tabaco pueden producir eventos genéticos por formacién de aductos de ADN y la
consecuente sustitucion de bases durante la replicacion. Este mecanismo de
mutaciones simples del ADN puede afectar a varios genes, como por ejemplo el TP53,
y deriva en pérdida de heterocigosidad y de funcién de dicho gen (10, 43) (Fig.1).

Los carcin6genos son activados por el citocromo P450, el cual y bajo circunstancias
fisiologicas, produciria su metabolismo para posterior excrecién. Sin embargo, ante
acumulacion de estos agentes de naturaleza quimica, la activacion por parte del
citocromo P450 permite que estos carcinégenos puedan interactuar con el ADN debido
a su naturaleza electrofilica y afinidad de unién al mismo. De esta interaccion entre los
compuestos del tabaco y las bases nitrogenadas del material genético aparece la
formacion de aductos de ADN, los cuales constituyen uniones de los productos quimicos
al ADN que provocan dafo e impiden la correcta y completa replicacion del material
genético, aumentando asi la probabilidad de que aparezcan nuevas mutaciones que
lleven al desarrollo de cancer (10,43) (Fig.1).

En circunstancias fisiologicas normales los sistemas de reparacion del ADN se encargan
de reparar estas estructuras y eliminarlas, pero si persisten a esta reparacion y ademas
se disponen en regiones donde se encuentran oncogenes tales como myc y ras o bien

en regiones de genes supresores de tumores como TP53, esto provoca una pérdida de
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control sobre el crecimiento celular, lo cual sera la fase inicial de la formacién de tumores
(10).

También se han descrito otros mecanismos de accion relacionados fundamentalmente
con la nicotina y derivados. Estos compuestos son capaces de unirse a la superficie
celular, concretamente a receptores nicotinicos, activando diversas proteinas y factores
gue llevan a una disminucion del proceso de apoptosis, junto con un aumento de la
proliferacion celular y transformacion maligna de las células. Se ha descrito que la
nicotina es capaz de activar el proceso de angiogénesis que favorece el mantenimiento
y crecimiento tumoral. Cada uno de los procesos 0 mecanismos capaces de generar
mutaciones en las células somaticas deja en el genoma de la misma una firma
mutacional (44).

' HUMO DELTABACO

Benzo[a]pireno (procarcindégeno)

‘ Enzimas citocromo p450 1A1

Benzo(a])pireno diol epdxido ( carcindgeno)

‘ Enzimas citocromo p450 1A1

Benzo[a]pireno-7,8-epodxidol

gen Tp53

enlaces covalentes y aductos estables

* Reparacion del
ADN.

* Detencion del
ciclo celular.

Mutacion del ADN * Apoptosis .

Figura 1. Accion de las enzimas del citocromo P450 (CYP1A1) en la activacion de los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (benzopireno) y la formacién de aductos o enlaces covalentes estables sobre
la molécula de ADN, alterando la expresion y funcion del gen TP53.

1. Clasificacion de laintensidad del consumo de tabaco

En la literatura cientifica suelen aparecer rangos de clasificacion de la intensidad del
consumo de tabaco, siendo éstos rangos variables segun los autores y en muchos casos
arbitrarios.
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De acuerdo a la OMS (2003) los fumadores se clasifican en leves, moderados y severos

en la siguiente escala:

e Fumador leve: consume menos de 5 cigarrillos diarios.
e Fumador moderado: fuma un promedio de 6 a 15 cigarrillos diarios.

e Fumador severo: fuma més de 16 cigarrillos por dia en promedio.

Segun Jovanovic Ay col (45), categorizan al consumo de tabaco en cigarrillos por dia
en: fumador moderado de 1 a 20 y fumador intenso o “heavy” a aquellos fumadores de
mas de 20 cigarrillos/dia. Blot W y col (46), consideraron pacientes de alto riesgo a
aquellos que fumen 2 o mas paquetes/dia durante 20 afios.

El nivel de exposicion al tabaco tiene un efecto acumulativo, por lo que aparte del
consumo actual o puntual es de gran interés reconocer el consumo a lo largo de toda la
vida. Existe una relacion dosis-efecto entre el habito de fumar y el riesgo de CB, que es
apreciable tanto en relacion al promedio individual de cigarrillos fumados por dia, como
a la cantidad total de afios de fumar, y a la cantidad total de cigarrillos fumados durante
toda la vida (47, 48-53). Pareceria que este es el método mas aproximado para calcular
el consumo acumulado (Esquema 1). Para los ex-fumadores el riesgo de padecer
cancer bucal disminuye a partir del momento del abandono del habito, y se equipara al
riesgo de los no fumadores aproximadamente diez afios después (48, 50, 52,53).

Estar en contacto con el humo de cigarrillo también conlleva o implica riesgo,
alcanzando 87% mayor probabilidad en aquellos que nunca han fumado, pero que han
sido expuestos al mismo en forma pasiva o tabaquismo involuntario (54, 55). El habito
del tabaco en todas las formas son carcinogénicas y capaces de causar cancer (47,55-
58).

PROMEDIO INDIVIDUAL DE CIGARRILLOS FUMADOS POR DiA X 365 (LA CANTIDAD DE DIAS DEL ANQ) X CANTIDAD TOTAL DE ANOS DE FUMAR =
CANTIDAD TOTAL DE CIGARRILLOS FUMADOS DURANTE TODA LA VIDA

Esquema 1. Método para calcular el consumo acumulado

Alcohol

El alcohol es la droga mas antigua de nuestra cultura, llamado alcohol etilico o etanol
(CH3-CH2-OH) es el componente esencial de las bebidas alcohdlicas, que en general,
se obtiene por dos procesos de elaboracion: la fermentacion o descomposicion de los
azucares contenidos en las distintas frutas y/o destilacion, consistente en la depuracion
de las bebidas fermentadas (59-64). En la actualidad de acuerdo a su consumo, se la

considera una bebida adictiva que constituye en nuestro pais un serio problema sanitario
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y social (65-67).

La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) de la OMS ha
clasificado al alcohol como un carcinégeno del Grupo 1, similar al arsénico, el benceno
y el asbesto (68).

El consumo de alcohol se refiere especificamente al consumo de alcohol etilico o etanol,
a pesar de que existen otros alcoholes, como el metanol. En el contexto de los factores
de riesgo de CB, los términos etanol y alcohol se utilizan como sinénimos, el término
bebidas alcohdlicas significa productos que contienen etanol y alcohdlicos o

consumidores de alcohol se refiere a quienes consumen bebidas con etanol (69).

1. Mecanismo de accion

Tras la ingesta de una bebida alcohdlica, el etanol que forma parte de la misma es
absorbido fundamentalmente a nivel del intestino delgado, y en menor proporcién en el
intestino grueso y en el estbtmago, llegando por via portal al higado y rapidamente
transportado por la circulacion a otros 6rganos, incluyendo el tracto digestivo. Debido a
su solubilidad en agua, los niveles de etanol en saliva y en el contenido del intestino son
iguales a los existentes en sangre y en el higado. La eliminacién por exhalacion
pulmonar y por excrecion urinaria es minima. El metabolismo del etanol se desarrolla en
su mayor parte en el higado. Dicho metabolismo se divide en dos etapas: la primera,
consistente en la oxidacion del etanol en acetaldehido, puede ser realizada por tres vias,
la via de la alcohol deshidrogenasa (ADH), la via microsomal hepética y la via catalasa.
La segunda etapa se caracteriza por la oxidacion del acetaldehido obtenido
anteriormente, a acetato a través de la enzima acetaldehido deshidrogenasa (ALDH)
impidiendo la actividad toxica del primer metabolito. El acetato es posteriormente
oxidado, resultando dioxido de carbono, acidos grasos y agua, que se eliminara por bilis
y orina (10, 64). Al igual que ocurre en el higado, el metabolismo del etanol en la cavidad
oral se caracteriza por una primera oxidacién que lo transforma en acetaldehido a través
de la ADH presente tanto en la microbiota bucal como en las células de la mucosa bucal,
asi como a través del citocromo P4502 E1 y P4501A1 inducido por el etanol.
Posteriormente el acetaldehido sufrirA una segunda oxidacién via ALDH, que lo
transformaré en acetato y agua (fig. 2).

La mayor parte del etanol se elimina a través de sus productos metabdlicos, pero existe
un escaso porcentaje, alrededor del 2 al 10 % del alcohol consumido, que es eliminado

sin sufrir transformacion en orina, heces, sudor y aire exhalado (59, 70, 71).
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2. Acetaldehido

El acetaldehido (AA) es producido por el higado (en su mayor proporcion), mucosa
gastrica, esofagica, mucosa bucal y la microbiota bucal producto de la descomposicién
del etanol. El higado normalmente elimina el 99% del acetaldehido. Un higado promedio
puede procesar 7 gramos de etanol por hora. Por ejemplo, se necesitan 12 horas para
eliminar el etanol producto del consumo de una botella de vino, dando 12 horas o mas
de exposicion al acetaldehido (72).

Cuando las bebidas alcohdlicas son ingeridas actian a nivel de la cavidad bucal
produciendo su primer metabolito, el AA, a través de la ADH presente tanto en la
microflora como en las células de la mucosa oral. El papel de la microbiota oral en la
oxidacion del etanol ha sido estudiado extensamente por Homann y col (73-76) quienes
han demostrado la produccion de cantidades considerables de AA durante el consumo
social de alcohol. En numerosos experimentos in vitro e in vivo en células cultivadas
tanto eucariotas como procariotas y en modelos animales, se demostré que el AA posee
un efecto directo toxico, mutagénico y carcinogénico, capaz de formar aductos o enlaces
covalentes estables con el ADN (77-81). Por tanto la acumulacién de AA puede deberse
a un aumento en la actividad de la ADH de la microbiota bucal, la ADH de las células de
la mucosa bucal y del citocromo P4502E1, P4501A1 o a una disminucion de la actividad
enzimatica por parte de la ALDH. Esto resulta en elevadas concentraciones de AA
carcinogénico a lo largo de todo el tracto gastrointestinal. La mayor parte del
metabolismo del alcohol es llevado a cabo en el higado, pero se ha demostrado el
metabolismo del mismo por ADH en mucosas gastrica, esofégica y oral, al igual que la
actividad de la ALDH. Llamativamente, la actividad de la ALDH es menor que la actividad
de la ADH bucal, y en comparacion con el higado, la detoxificacion del acetaldehido por
microorganismos y por las membranas mucosas es limitada, lo cual podria llevar a una
acumulacion de acetaldehido en tejidos orales (45, 82, 83).

Debido al importante papel que parece jugar el AA en el desarrollo del CB se considera
gue todas aquellas situaciones gue determinen una acumulacién del mismo, ya sea por
aumento en su produccion o por una disminucién en su eliminacién, aumentan el tiempo
de exposicidn y suponen un mayor riesgo. La transformacion de etanol a acetaldehido
puede verse influenciada por factores ambientales (microbiota bucal) y susceptibilidad
genética. Dicha susceptibilidad se basa en la existencia de polimorfismos genéticos para
las enzimas encargadas de metabolizar tanto el etanol como el acetaldehido, de tal

modo que aquellos sujetos con “alelos susceptibles” presentaran una alteracion en su
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funcion, conduciendo por este camino a una acumulacién en la produccion de AA (fig.
2) (82).

' ALCOHOL ETILICO (CH,CH,0H) }

»  MICROBIOTA
alcohol deshidrogenasa (ADH) ‘, Enzimas citocromo p450 1A1 ORAL

ACETALDEHIDO (CARCINOGENO) ~ HisAD

acetaldehido deshidrogenasa ‘ Enzimas citocromo p450 1A1
(ALDH)

Enlaces covalentes y aductos estables

‘ ACETATO
DARO EN EL ADN § “on)

* AGUA.

* DIOXIDO DE
CARBONO.

* AC. GRASOS.

Mutacion del ADN

Figura 2. Metabolismo del etanol. ADH: alcohol deshidrogenasa; ALDH: acetaldehido
deshidrogenasa; CYP: Citocromo P4501A1.

3. Efecto del alcohol en cavidad bucal

Se han propuesto distintas hipétesis que tratan de explicar la manera en la que el etanol
0 su metabolito acetaldehido actuarian como factores de riesgo en el desarrollo del CB.
De acuerdo a los criterios expuestos por Figuero-Ruiz y col. estos efectos pueden
clasificarse como locales o sistémicos (82).

A nivel local el etanol presenta un efecto solvente en la cavidad bucal, capaz de eliminar
el contenido lipidico de la barrera que representa la mucosa bucal, formada por los
lipidos derivados de la membrana que rodea los granulos del estrato espinoso del
epitelio (28, 83, 84, 85). Algunos autores han descripto que el alcohol produce aumento
en la permeabilidad de la mucosa bucal, y aumento en la solubilidad de carcinégenos
guimicos como los hidrocarburos policiclicos y la nitrosonornicotina, lo que podria
permitir o facilitar la penetracion de los mismos (28, 60, 70, 86, 87). Howie y col (83), en
un estudio efectuado con material de autopsias, encontraron que la permeabilidad
aumento6 con alcohol topico al 20%, pero cuando la concentracion fue del 30% o mas,
el tejido se fij6 y no aumentd la permeabilidad.

En otro estudio de Howie y en un estudio de Trigkas (86,88), ambos establecen que el
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incremento en la permeabilidad se deberia a un reordenamiento de los elementos
constituyentes de la membrana celular permitiendo al etanol aumentar la penetracion de
moléculas de alto peso molecular sin que exista una variacion en su componente lipidico
(87, 89). Las zonas de mucosa de revestimiento como mucosa yugal, piso de boca,
borde y cara ventral de lengua y paladar blando, son consideradas mas permeables que
las queratinizadas como paladar duro y encia (89,90).

A nivel sistémico el etanol tiene un efecto local sobre la mucosa bucal, produce atrofia
de la misma, que puede estar asociada a un aumento de la regeneracion celular, lo que
supone un incremento en la susceptibilidad de dicho tejido frente a mdultiples
carcinégenos quimicos. Este estado de hiperproliferacion podria constituir el primer
paso en la génesis del CB debido a que las células en continuo estado de replicacion
se aumenta la posibilidad de acumular mayores errores que podrian dar lugar a la
aparicion de mutaciones, e incluso debido a que las células en esa fase son mas
susceptibles a la accion de otros carcind6genos que podrian atravesar su membrana y

generar dafios irreversibles (45, 82, 91).

4. Clasificacion de laintensidad del consumo de alcohol

El consumo de alcohol en exceso asi como el tiempo de consumo, han sido relacionados
con el CB. La OMS describe como consumo perjudicial de alcohol a aquél que conlleva
consecuencias para la salud fisica y mental de la persona y esta definido como “el
consumo regular promedio de mas de 40 g de alcohol al dia en mujeres y de méas de 60
g al dia en hombres” (68). ElI consumo excesivo episddico o circunstancial (también
llamado binge drinking), que puede resultar particularmente dafiino para la salud, implica
el consumo de por lo menos 60 g de alcohol en una sola ocasién (64, 92, 93).

Un estudio realizado por la OMS, ubica a la Argentina en segundo lugar en el continente
americano en cantidad de ingesta de bebidas alcohdlicas con 9,3 litros por habitante por
afio, siendo Chile el primero con 9,6 litros; en tanto que Venezuela figura en tercer
puesto con 8,9 litros. A estos tres paises le siguen Paraguay (8,8 1), Brasil (8,7 1), Peru
(8,1 ), Panama (8), Uruguay (7,6 I), Ecuador (7,2 I), México (7,2 l), Republica
Dominicana (6,9 I), Colombia (6,2 ), Bolivia (5,9 I), Costa Rica (5,4 I), Cuba (5,2 ),
Nicaragua (5 I), Honduras (4 1), Guatemala (3,8 I) y El Salvador (3,2 1.

Existe una relacién dosis-efecto, cualquiera sea la unidad en que se haya medido el
consumo de alcohol: gramos, volumen (%), onzas (94).

La Tabla 1 ha sido confeccionada segun lo declarado como productos mas consumidos
y disponibles en comercios en Cérdoba, Argentina, en octubre de 2016 por Caciva y col
(95).
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Tabla 1. Equivalencia en grados de alcohol segun el tipo de bebida, en Cérdoba Capital. (Segun

Cacivay col). (92).

ALCOHOL% GRAMOS PORLITRO EQUIVALENTE AUN

BEBIDA (RANGO) MEDIANAS EN GIL VASO/MEDIDA
VINO TINTO 12-14,5 130 150ml: 19,5gr
VINO BLANCO 8-13 125 150ml:19gr
CERVEZA 3,5-5,2 49 330ml: 16gr
FERNET 39-40 395 100ml:39gr
WHISKY 39-40 400 40ml: 16gr

Una de las formas mas utilizadas para calcular la exposicién al alcohol es a través de la
unidad alcohdlica (drink), de acuerdo con estos autores Pentenero y col. (96).

Se calcula la ingesta total de alcohol en gramos por dia y el consumo aproximado de
alcohol por afios de vida propuesta por Caciva y col (95). Se categoriza segun la
intensidad del habito, resultando: Categoria 1 <200.000 g, categoria 2 entre
200.000-400.000 g y categoria 3 >400.000 g.

Numerosos estudios epidemioldgicos han atribuido diferente riesgo para el CB segun el
tipo de bebida alcohdlica consumida. Algunos autores afirman que la cerveza y el vino
serian mas riesgosos que el whisky (97, 98); otros que la cerveza y el whisky serian mas
riesgosos que el vino (99), y otros afirman que el whisky mas que la cerveza y el vino
(100, 101). Finalmente Franceschi S y col (102), concluyen en que el licor y el vino son
mas riesgosos que la cerveza. Como acabamos de describir, los diferentes autores
muestran controversias en sus resultados sobre cuales de las bebidas alcoholicas,
representan un mayor riesgo para el CB.

El consumo de bebidas alcohdlicas tiene repercusién practicamente en todo el
organismo, manifestandose en todos los aparatos y sistemas: nervioso (63, 70, 103),
cardiovascular (70, 103, 104), digestivo (70, 104), sexual (70, 103) y a nivel de la médula
Osea (103). Los dafios mas importantes son los ocasionados a nivel del higado, ya que
metaboliza productos, que no sélo no van a poder ser utilizados como fuentes de
energia, sino que van a constituir potenciales carcindégenos, entre ellos, el mismo etanol,
gue debido a la falta de transformacion permanecera mas tiempo en sangre, actuando
como un posible co-carcindgeno. La falta de una alimentacion sana y equilibrada (103),
y la elevada tendencia al vomito (70), predispone a los sujetos a déficits nutricionales, y

en algunos casos, supone un estado de debilidad general del organismo, que presentara
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mayor riesgo de patologias en general (105, 106). La depresion del sistema inmune

asociada al consumo cronico de etanol contribuye a agravar esta situacion.

Efecto conjunto del tabaco y el alcohol

El papel independiente del tabaco y el alcohol en relacion al riesgo de CB parece estar
claro, sin embargo el resultado de su asociacion, permite ser explicado por tres modelos
posibles: a) modelo aditivo, en el que se suman los efectos producidos por cada factor
en forma independiente; b) modelo exponencial, segun el cual los efectos se
multiplicarian y ¢) modelo sinérgico o intermedio, apoyado por la mayor parte de los
autores que consideran que el efecto producido por ambos factores, es superior a la
simple suma de sus efectos de forma independiente (47,107,108-110). Se ha
demostrado que el uso de tabaco tiene un efecto carcinogénico directo sobre el epitelio
de la cavidad bucal, pero su asociacion con alcohol aumentaria el riesgo en 6 a 15
veces, en relacion a una persona que no tiene ninguno de estos habitos toxicos (44,
111-113).

La mucosa bucal presenta distintos niveles de permeabilidad en las distintas zonas de
la cavidad bucal, siendo las zonas no queratinizadas las mas permeables (piso de boca,
bordes de lengua y mucosa yugal) (114). Se ha sugerido que el alcohol puede
incrementar la penetracion de otros carcindgenos a través de la mucosa bucal, por el
incremento en su permeabilidad. Este aumento de la permeabilidad puede obedecer a
dos fendmenos: atrofia epitelial y efecto solvente sobre la membrana fosfolipidica
celular. Tanto en estudios experimentales sobre animales como en estudios de tejidos
humanos, el consumo crénico de alcohol produce atrofia epitelial en la mucosa oral. Esta
atrofia no se observa sé6lo en los tejidos expuestos directamente al alcohol, lo que
sugiere que dicha atrofia obedece a un mecanismo sistémico. La disminucién del
espesor del epitelio de la mucosa oral facilitaria pues, la penetracién de carcinégenos
hacia la capa basal del mismo, en donde se ubican las células con capacidad mitética,
y por lo tanto mas susceptibles a la accién de los mismos. La otra via por la cual el
alcohol puede afectar la mucosa oral es a través de un efecto directo del etanol en la
membrana celular fosfolipidica. Al estar expuesta al alcohol, el efecto solvente de éste
haria perder componentes a la membrana celular, haciéndola considerablemente mas
permeable, y permitiendo una penetracion incrementada de carcinégenos a traves de la
mucosa bucal. Este mecanismo ha sido reproducido en estudios sobre animales, en los
gue el etanol permiti6 el mayor paso de nitrosonornicotina a través de mucosas no
gueratinizadas, especialmente la de piso de boca (45, 91). La atrofia que produce el

etanol en la mucosa bucal, esta asociada a un aumento de la regeneracion celular, lo
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gue supone un incremento en la susceptibilidad de dicho tejido frente a otros
carcinégenos quimicos del tabaco (115- 118).

Exposicion a carcin6genos quimicos ambientales y laborales

La exposicion a carcin6genos quimicos ambientales o laborales, también llamados
xenobioticos (del griego, xenos -extrafio y bio-vida) han mostrado un aumento
significativo del riesgo para CB. Entre las sustancias implicadas se pueden destacar
hidrocarburos arométicos policiclicos, farmacos, residuos del tabaco y el alcohol,
pesticidas, herbicidas, fertilizantes, combustibles, aceites minerales, monéxido de
carbono, asbestos, pinturas, lacas, barnices, solventes, polvo de metal, madera y
cemento, nitrosaminas, arsénico (119-124). Mas de treinta sustancias y mezclas
guimicas a las que numerosos individuos pueden resultar expuestos por motivos
laborales, han sido evaluadas por la agencia internacional para la investigacion del
cancer (IARC) como poseedoras de evidencia suficiente de carcinogenicidad en
humanos (125). Estas exposiciones ocupacionales tienden a estar concentradas entre
pequefios grupos de personas que han estado cronicamente expuestas a altos niveles.
Muchas veces la exposicion no puede ser definida con claridad en cuanto al agente
guimico, por lo que se relata en muchos estudios la circunstancia de exposicion. Estas
incluyen exposiciones en el lugar de trabajo, como la industria del caucho o produccion
de carbdn, asi como también la exposicién a metales, petroquimicos, aminas aromaticas
especificas, etc. (126). El riesgo de cancer bucal asociado a exposicién ocupacional
aumenta a medida que se incrementa el tiempo de exposicion hasta los 10 afios, a partir
de lo cual ya no se presentan aumentos significativos (127).

Los carcinégenos ambientales y laborales, dada su amplia diversidad, pueden presentar
efectos iniciadores y/o promotores de la carcinogénesis. La combinacion de
exposiciones a factores de riesgo laborales y no laborales, como también la interaccién
de diferentes factores laborales, pueden tener un efecto sinergistico sobre el riesgo de
cancer. Es muy probable que el riesgo de cancer resultante de factores laborales sea
modulado por factores del huésped como capacidad de reparacién de ADN y activaciéon
e inactivacion enzimatica por enzimas que metabolizan xenobidticos (XMEs). La
interaccion entre estos factores y la alta exposicién a tabaco y alcohol que presentan
dichos individuos puede impactar en el riesgo de cancer (43, 121, 128).

Gran parte de estos compuestos estan sujeto a metabolismo (alteracién quimica) en el
cuerpo humano, siendo el higado el 6rgano principal donde esto ocurre; en ocasiones,
un xenobidtico puede excretarse sin cambio. Cerca de 30 enzimas catalizan las

reacciones que participan en el metabolismo de los xenobioticos; sin embargo, la gran
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mayoria de estos residuos son metabolizados por dos familias de enzimas
principalmente, el citocromo P450 (CYP450) y las enzimas glutation S-transferasas
(GSTs), N-acetiltransferasas, etc. EI metabolismo de xenobiéticos puede dividirse en
dos fases (Figura 3). (43, 128, 129) En la fase 1, la reaccion mas comun es una
hidroxilacion, catalizada por miembros de una clase de enzimas denominadas
monooxigenasas o citocromo P450. La hidroxilacion puede terminar la accién de un
farmaco, aunque este no es siempre el caso. Ademas de la hidroxilacién, esta enzima
cataliza una variedad asombrosamente amplia de reacciones, inclusive las que implican
desaminacion, deshalogenacion, desulfuracion, epoxidacion, peroxigenacion y
reduccion (43, 128). En la fase 2, los compuestos hidroxilados u otros producidos en la
fase 1 se convierten por accion de enzimas especificas a varios metabolitos polares por
conjugacion con acido glucurdnico, sulfato, acetato, glutation o por metilacion. El
proposito global de las dos fases del metabolismo de xenobidticos es incrementar su
solubilidad en agua (polaridad) y asi facilitar su excrecion del cuerpo. Los xenobi6ticos
muy hidréfobos persistirian en el tejido adiposo casi de manera indefinida si no se
convirtieran a formas mas polares. En ciertos casos, las reacciones metabolicas de la
fase 1 convierten xenobioticos inactivos a compuestos biolégicamente activos. En este
caso, los xenobibdticos originales se denominan "profarmacos" o "procarcin6genos”. En
otros ejemplos, reacciones fase 1 adicionales (como reacciones de hidroxilacion
ulteriores) convierten los compuestos activos a otros menos reactivos o a formas
inactivas, antes de la conjugacion. Aln en otros casos, son las propias reacciones de
conjugacion las que convierten los productos activos de las reacciones de fase 1 a
especies menos activas o inactivas, que a continuaciéon se excretan en la orina o bilis.
En muy pocos casos, la conjugacion puede de hecho incrementar la actividad biolégica
de un xenobidtico (43, 128, 129).

La expresion y regulacién coordinada de estas enzimas de la fase | y Il determina el
tiempo de exposicion de los diferentes residuos toxicos cancerigenos en el organismo
(43, 128). La expresion y la funcion de estas enzimas metabdlicas puede estar alterada
por polimorfismos en los genes que codifican para eso, por lo tanto el incremento o
disminucion de la activacion o desintoxicacion de los componentes carcinogénicos (43,
128-130).

El término "detoxificaciébn" se usa en ocasiones para referirse a muchas de las
reacciones que ocurren en el metabolismo de xenobidticos. Sin embargo, no es siempre
un término apropiado debido a que, como se describid, en algunos casos las reacciones
a las que se sujetan los xenobiéticos en realidad incrementan su actividad bioldgica y
su toxicidad (129).
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GENES CYP1A1 Y GSTM1

SUSTANCIAS EXOGENAS
XENOBIOTICOS
{FARMACOS, PESTICIDAS, RESIDUOS DEL TABACO ETC)

OXIDACION
Citocromo p450 (CYP1A1) REDUCCION
Aril hidrocarbono hidroxilasa REACCIONES METILACION i
FASE | HIDROXILACION

SUST. TRANSFORMADA (METABOLITO POLAR)

GLUCURONACION
Glutation-S-transferasa (GSTM1) REACCIONES ESTERIFICACION
FASE Il AMIDACION

g CONJUGADOS
EXCRECION @) BILIS Y ORINA

Figura 3. Fases del metabolismo de los xenobi6ticos

GENES Y POLIMORFISMOS GENETICOS RELACIONADOS AL
METABOLISMO DE XENOBIOTICOS

Aproximadamente el 99.9% de la secuencia del ADN de dos individuos diferentes es la
misma. Una proporcion significativa de las diferencias encontradas en los individuos, es
decir, sus diferencias fenotipicas y/o susceptibilidades a ciertas enfermedades, radica
en el 0.1% de variacién; a este tipo de variaciones genéticas se les conoce como
polimorfismos genéticos, los cuales representan diferentes formas en las secuencias de
ADN. Los polimorfismos genéticos hacen referencia a la existencia, en una poblacién, de
multiples alelos de un gen y representan una variacion en la secuencia de un lugar
determinado del ADN entre los individuos de una poblacién, presente en mas del 1% de
la misma (129,131, 132).

Hay varios tipos de polimorfismos (inserciones, deleciones, cambios en el numero de
secuencias repetidas), pero los mas frecuentes son los polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP). La variabilidad fenotipica de cada individuo, asi como la
susceptibilidad o la resistencia individual a distintas enfermedades radica principalmente
en los SNP, y en menor grado a inserciones, deleciones, secuencias repetidas y/o re-
arreglos cromosoémicos. El genoma humano no es una estructura pasiva debido a que

el ADN esté expuesto a un sin numero de alteraciones que pueden dar como resultado
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la aparicion de enfermedades. El estudio de estas variaciones tiene diversas
aplicaciones en el campo de la medicina asi como en el desarrollo de investigaciones
biolégicas y de evolucién. Los polimorfismos de genes pueden ocurrir en cualquier
region del genoma. La mayoria de los polimorfismos son silenciosos, lo que significa
que no alteran la funcién o la expresion de un gen (4, 129, 131,132). Una variante
polimérfica de un gen puede conducir a la expresion anormal y a la produccion de una
forma anormal de la proteina; esta anormalidad puede causar o estar asociada con la
enfermedad. Los polimorfismos han recibido mucha atencion recientemente como un
posible factor de susceptibilidad genética para varios tipos de canceres, incluyendo el
CCE (43, 131-147)

Citocromo P450

El Citocromo CYP450 es una familia de hemoproteinas presentes en una gran variedad
de especies, desde bacterias hasta mamiferos. Son las enzimas responsables del
metabolismo de una gran variedad de xenobi6ticos (farmacos, pesticidas, esteroides y
alcaloides) y de la degradacion de sustancias producidas por el propio organismo
(esteroides, sales biliares, vitaminas liposolubles A y D, alcaloides enddgenos, etc.) de
las que se han identificado mas de 2.000 isoformas. Fueron descritas a finales de los
afios cincuenta del siglo pasado durante el desarrollo de estudios de pigmentos que se
encontraban en las células hepéticas y a las que se les llamé citocromos (del griego
citos, células y cromo, color) (129, 148). En 1964 Omura y Soto identificaron un pigmento
gue se encontraba presente en los microsomas hepaticos de diferentes mamiferos, que
al ser reducidos por nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) eran capaces
de unirse al CO, mostrando un pico de absorbancia en el espectro de luz ultravioleta
(UV) de 450 nm. De alli deriva su hombre Citocromo P450 (P por pigmento y 450 por la
absorbancia en UV a 450 nm) (129, 148).

Los CYP en el humano son proteinas asociadas a las membranas citoplasmatica,
mitocondrial y del reticulo endoplasmico, donde actian metabolizando cientos de
sustancias enddgenas y exégenas. La mayoria de los CYP actian sobre varios
sustratos, pudiendo algunas de ellas catalizar varios tipos de reacciones. In vivo, estos
sustratos incluyen a los xenobidticos o a componentes toxicos derivados de
metabolismo, como es el caso de la bilirrubina. Las enzimas del citocromo P450 estan
presentes en la mayoria de los tejidos del organismo, jugando un papel fundamental en
la sintesis de hormonas (incluyendo estrogenos y testosterona), colesterol o vitamina
D3, aun cuando son las CYP del higado las mas estudiadas (129, 148, 149).

29



Por otra parte, el CYP constituye el mayor complejo enzimético involucrado en el
metabolismo de los farmacos en nuestro organismo, al jugar un papel fundamental en
la fase oxidativa del metabolismo (conocida como fase ). Algunos de estos farmacos
tienen la capacidad de aumentar o disminuir la actividad de las enzimas (fenébmenos
conocidos como induccion enzimatica e inhibicion enzimatica, respectivamente). Eso
tiene una trascendencia fundamental en la valoracién de las interacciones de farmacos
entre si. Por ejemplo, si un farmaco inhibe la enzima que degrada a un segundo farmaco,
en presencia de ambos el segundo farmaco aumentara sus niveles en sangre vy,
subsiguientemente, las posibilidades de ocasionar patologias por sobredosis. De forma
inversa, si lo que hace es inducir el metabolismo, las concentraciones del segundo
farmaco disminuirdn, estando por debajo de los niveles terapéuticos, factor de vital
importancia por ejemplo en los antibidticos. Esto conlleva a que sea necesario un
completo conocimiento de las enzimas implicadas en el metabolismo de los farmacos
utilizados en el ser humano para evitar errores de ventana terapéutica o de efectos
secundarios. Especialmente los laboratorios farmacéuticos estdn muy interesados en
estos estudios por las posibilidades que presentan (129, 148, 149).

Todas las isoenzimas de CYP en la misma familia tienen por lo menos una semejanza
estructural de 40%, mientras que los miembros de una subfamilia tienen semejanza
estructural de por lo menos 60%(129, 148, 149).

Los CYP450 se pueden clasificar de acuerdo con la forma de captar los electrones del
NADPH en cuatro diferentes clases (129, 148-150):

e Clase 1. La encontramos en la membrana de las mitocondrias las cuales captan
los electrones de ferredoxina. También catalizan diferentes pasos en la biosintesis
de hormonas esteroideas y la vitamina D3 en mamiferos.

e Clase ll. Son de las CYP mas comUn en los eucariontes, se encuentran en la cara
externa del reticulo endoplasmico. Reciben los electrones directamente del NADPH
dependiente de CYP450 reductasa, que es una diflavoproteina.

e Clase lll. No requieren un donador de electrones, por lo cual son autosuficientes.
Catalizan las reacciones de deshidratacion de alquil-hidroperéxidos y alquil-
peréxidos inicialmente generados por dioxigenasas.

e Clase IV. Reciben los electrones directamente de NADPH.

Las enzimas de la clase | y Il de todos los organismos participan en la detoxificacion o
en la activacion de xenobibticos. Contribuyen en los procesos de carcinogénesis, son

determinantes en el metabolismo, tolerancia selectividad y compatibilidad de drogas y
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pesticidas. Las clases lll y IV se consideran como los restos mas ancestrales de las
formas de CYP450 involucradas en la detoxificacion de especies de oxigeno no activo.
En los seres humanos el CYP450 esta bien estudiado por su papel central en la fase
metabdlica de los xenobibticos y su importancia farmacoldgica en la interaccion de los
medicamentos en la respuesta interindividual (43, 130, 131, 150).

La CYP1Al es una de las enzimas del citocromo P450 mas importantes en la
detoxificacién de xenobibticos, como AHH; se localiza a nivel del reticulo endoplasmico,
en especial en células de la mucosa respiratoria y su expresion es inducida por
hidrocarburos arométicos policiclicos (HAP), presentes entre otras sustancias en el
humo del tabaco. Esta enzima tiene un importante rol en su activacion metabdlica ,por
ejemplo, la oxidacion de benzo[a]pireno es catalizada por CYP1Al para formar
benzo[a]pireno-7,8-epdxido, que puede oxidarse adicionalmente por la enzima epdxido
hidrolasa (EH) para formar dihidrodiol de benzo[a]pireno-7,8 y finalmente, CYP1Al
cataliza este intermedio para formar benzo [a] pireno-7,8-dihidrodiol-9,10-ep6xido, que
es un carcinégeno. Estos hidrocarburos una vez hidroxilados interaccionan sobre el
ADN celular formando aductos o enlaces covalentes estables en diferentes
protooncogenes como el myc y el gen supresor TP53, lo que puede provocar
mutaciones a través de errores en la replicacion del mismo (10, 43, 130).

Ademds, se ha demostrado que el supresor tumoral TP53 afecta la expresion de
CYP1A1, modulando asi la activacion metabdlica de varios carcin6genos ambientales
como los HAP (10,43).

Se ha comprobado que las personas fumadoras que por motivos genéticos tienen una
alta actividad de esta enzima, estan mas predispuestas a la aparicién de cancer de

pulmén Y mamas que aquellas con una baja actividad de la misma (43, 151-157).

Polimorfismos de CYP1A1

Cuando las enzimas del Citocromo presentan alteraciones en su estructura génica es
posible la alteracién de su actividad. Cuando estas variaciones se presentan en los
genes que codifican para ella pueden alterar su funcionalidad, ocasionando la
disminucion de hasta 90% de la funcién de la enzima o, en algunos casos, aumentando
su funcién (43, 130, 131, 153-159).

Se han identificado varios polimorfismos en CYP1A1, algunos de los cuales conducen
a una actividad AHH mas altamente inducible (43, 153-159). Uno de ellos es aquel
ubicado en el exon 7, donde se cambia una T (en el alelo wild type) por C, generando
un nuevo sitio de clivaje por la enzima de restriccion Mspl. Se presentan asi tres

genotipos diferentes asociados a estos alelos, que dardn un patron de bandas
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caracteristicas (Figura 4). Este polimorfismo est4 asociado con un mayor riesgo de

cancer relacionado al tabaco, como los canceres bucales y de pulmén.

V22X 0\1 V.Yl (En la posicion 264 del gen cambia T por C)

Enzima de restriccion Mspl
Al

T/T (homocigota Wild type)

(Una banda) 340 bp (pares de bases)

T/ C (heterocigota)

(Tres bandas) 340 bp
140 bp
200 bp

C/C (homocigota)

(Dos bandas) 200 bp
140 bp

Figura 4.Genotipos de la variante polimoérficas del gen CYP1AL1.

Ciertas variantes del genotipo del gen CYP1A1 causan una mayor actividad enzimatica
gue jugaria un rol importante en la susceptibilidad individual de riesgo de padecer
cancer; estas formas altamente inducibles de CYP1Al estan asociadas con un mayor

riesgo de cancer de pulmon en los fumadores (43, 131, 153-159).

Glutation- s -transferasa (GST)

Las GST que juegan un papel importante, principalmente en la segunda fase del
metabolismo de los xenobibticos, puesto que son capaces de metabolizar un amplio
rango de estructuras quimicas al catalizar la conjugacion del glutation reducido
(GSH) con compuestos electroliticos como carcindgenos, toxinas ambientales y
productos del estrés oxidativo, para hacer que estos compuestos sean mas solubles en
agua (electrofilicos) facilitando su excrecion por bilis u orina (132,157).

Estas enzimas han sido implicadas en la destoxificacion y biotransformacién de muchos
xenobiéticos, incluidos varios carcinégenos y un numero considerable de
medicamentos.

Las GST representan una superfamilia de enzimas presentes en todos los organismos
aerobios. Existen tres familias principales que se encuentran ampliamente distribuidas
en la naturaleza. De acuerdo con su localizacion celular se clasifican en citosdlicas,

mitocondriales y microsomales. Son expresadas en células del higado, pulmén,
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corazon, intestino, eritrocitos y linfocitos (129, 132, 160). Por otra parte, estas enzimas
se han encontrado implicadas en la sintesis de ligandos que se acoplan a receptores de
superficie celular y en la inhibicion de los mismos. De igual forma, este tipo de enzimas
puede interactuar con proteinas tipo quinasas que participan en las vias de transduccién
de sefiales (132, 161, 162).

Dentro de las GST, la familia mas compleja y ampliamente estudiada es la citosolica,
constituida por proteinas diméricas con subunidades que van desde 199 a 244
aminoacidos de longitud. De acuerdo con la homologia en la secuencia de amino&cidos,
especificidad del sustrato y el punto isoeléctrico, se han agrupado en cinco clases
designadas como GSTA (a), GSTM (u), GSTP (1), GSTT (8) y GSTO (w) cuyos genes
se encuentran localizados en los cromosomas 6pl2, 1q13.3, 11913, 22g11.2, y
10g24.3, respectivamente (132, 161, 162). Cada una de las clases de GST presentan
distintas isoformas codificadas por varios genes: la clase a esta codificada por GSTA1,
GSTA2, GSTA3y GSTA4; laclase 1T por el gen GSTP1, mientras que la clase 6 consiste
de dos genes como GSTT1 y GSTT2 (133, 135). De igual forma, la clase u esta
codificada por cinco genes que dan lugar a distintas isoformas como son GSTML1,
GSTM2, GSTM3, GSTM4 y GSTM5 (132).

Polimorfismos del gen GSTM1

Los genes que codifican las enzimas GST son polimérficos; esas variantes han sido
asociadas con aumento en la susceptibilidad a enfermedades inflamatorias como el
asma, alergias y artritis reumatoide, ademas con el riesgo a padecer diversos tipos de
cancer como: tiroides, mama, pulmon o prostata, y cancer bucal (43, 130-132, 165-173)
asi como enfermedades cardiovasculares entre otras.

El gen que codifica la enzima GSTM1 se encuentra localizado en el cromosoma 1p13.3
del ser humano (136.) Este gen presenta diversos tipos de polimorfismos que han sido
caracterizados, los cuales incluyen cambios en una sola base nitrogenada originando
los alelos GSTM1 Ay GSTML1 B, duplicaciones del gen GSTM1*1x2 y una delecion que
da origen al genotipo identificado como GSTM1 0 o alelo nulo (132, 168, 169, 173).
Dentro de los polimorfismos mejor estudiados se encuentran las deleciones del gen
GSTM1 (llamadas cominmente alelo nulo); este polimorfismo en estado homocigota
lleva a la pérdida total de la actividad enzimatica y es detectado por la ausencia del
fragmento que corresponde al gen una vez que se amplifica mediante PCR la region
donde se encuentra (Figura 5) (132, 170,171).
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*  Wild type (no null): banda de 300bp

* Variante polimarfica (null) el polimorfismo esta ausente, no hay banda

Figura 5. Polimorfismo del gen GSTM1, donde se observaria la presencia o la ausencia de

la proteina.

Estudios realizados en poblaciones caucéasicas demuestran que la delecion del gen
GSTM1, que ocurre por una recombinacion desigual entre dos regiones altamente
conservadas de 4.2 Kb que se ubican en los extremos 5' y 3' del gen respectivamente,
lleva a la pérdida de un segmento de aproximadamente 18 Kb. La recombinacion se
produce por la unién de los dos segmentos repetidos que flanquean el gen,
especificamente en una regiéon “hot spot” de aproximadamente 23 Kb que no codifica
para la proteina (Figura 6) (164, 172, 173).

4,2 kb 4,2 kb

GST M2 _}_ GST M1 _}_ GST M5
3

AldoNule —m— }——

Figura 6. Mecanismo de la delecion del gen GSTM1. Modificado de Timofeeva y cols

La presencia de estos polimorfismos afecta la actividad antioxidante de estas proteinas
(43, 160-173) por consiguiente, los individuos que carecen de esta via interna de
defensa contra agentes toxicos pueden incrementar potencialmente la susceptibilidad a
varios tipos de cancer, por una disminucién en la habilidad de desintoxicar cancerigenos
tales como benzo[a]pyrene-7,8-diolepoxide, la forma activa del benzo[a]pireno, o el

acetaldehido, aumentando de esta manera el tiempo de exposicion a los mismos.
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Proteina supresora de tumores: TP53

En la especie humana, el gen P53 o TP53, también llamado el "guardian del genoma",
se encuentra en el brazo corto del cromosoma 17 (17pl13) y codifica un factor de
transcripcién nuclear de 43.7 KDa. El gen TP53 es un gen supresor tumoral que
desempenia un papel importante en apoptosis y control del ciclo celular, es esencial para
regular el ciclo de células cuyo ADN ha sido dafiado por agentes del medio ambiente.
Un TP53 defectuoso podria permitir que las células anormales proliferen aumentando el
riesgo de cancer y se ha observado que alrededor de un 50 % de todos los tumores
humanos contienen mutaciones en TP53 (174, 175).

La integridad del genoma es crucial para la supervivencia y reproduccién de toda la vida
en la tierra, y la es constantemente amenazada por una variedad de injurias de
genotéxicos, con decenas de miles de eventos dafinos que ocurren en cada célula
diariamente (174-176). La reparacion erronea puede provocar mutaciones que
potencialmente conducen a una funcién genética alterada, que a su vez puede dar lugar
al desarrollo del cancer (174 -178).

La proteina TP53 es una fosfoproteina formada por 393 aminoacidos y 3 dominios (174):

e Dominio amino - terminal: implicado en la activacion de factores de transcripcion.

e Dominio central: que reconoce la secuencia especifica del ADN (region mas

conservada de la proteina).

e Un dominio carboxilo-terminal: donde se encuentra la zona de tetramerizacién, ya

gue se une al DNA en forma de tetramero.

El 80% de las mutaciones puntuales de TP53 que se detectan en los cAnceres humanos

estan localizadas en el dominio de unién a ADN de la proteina (174).

Las principales funciones de esta proteina son:

¢ Quiescencia o detencién transitoria del ciclo celular:
Detencién del ciclo celular en el punto de control G1/S mediada por TP53, cuando se
reconoce el dafio en el ADN, para evitar su replicacion. Puede considerarse la respuesta
principal cuando se produce dafio en el ADN. La detencién del ciclo celular en la
transicion G1/S se debe a la transcripcion dependiente de TP53 del inhibidor de CDKs
o también, cinasa dependiente de ciclina (CDC) denominado CDKN1A/p2l. La
activacion de p21 inhibe los complejos CDK-ciclina y evita la fosforilacion de pRb, de

manera que el factor de transcripcion E2F permanece inactivo, y se impide la progresion
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de la célula hacia la fase S (de sintesis del ADN). Esta "pausa" en la progresién del ciclo
celular da tiempo a reparar los dafios producidos en el ADN (177).

e Activacion de enzimas de reparacion del ADN:

El gen TP53 activa las enzimas de reparacion del ADN para reparar los dafios
detectados. Uno de sus genes diana transcripcionales, TP53R2, codifica para una
reductasa de ribonucledtidos, que es importante en la replicacién y reparacion del ADN.
También interacciona directamente con la endonucleasa AP y la enzima ADN
polimerasa que estan implicados en la reparacion por escision. TP53 ademas induce
ciertas proteinas, como GADDA45 (por growth arrest and DNA damage) que colaboran
en la reparacion del ADN. Si el dafio se repara correctamente, TP53 estimula la sintesis
de Mdmz2, activando su autodestruccién y la progresién en el ciclo celular. Si el dafio no
puede ser reparado, la célula puede entrar en apoptosis o en senescencia, ambos
inducidos por TP53 (177-180).

e Entrada en senescencia:

Iniciacién del proceso de senescencia, que es una parada permanente en el ciclo
celular, caracterizada por cambios especificos en la morfologia y en la expresion génica,
gue la diferencian de la quiescencia o parada celular reversible. La entrada en
senescencia requiere la activacion de TP53 y/o pRb y la expresion de mediadores como
inhibidores de CDK, y suele ser irreversible. Como todas las respuestas mediadas por
TP53, la entrada en senescencia puede inducirse por la presencia de diferentes tipos
de estrés, como hipoxia, acortamiento de los telémeros o sefializacion oncogénica (177-
180).

e Activacion de la apoptosis:
La entrada en apoptosis es el Ultimo mecanismo protector, si el dafio en el ADN es
irreparable, para evitar la proliferacién de las células que contienen ADN anormal. TP53
activa la expresion de genes pro-apoptosis, como BAX o PUMA. Sin embargo, no esta
claro cémo decide la célula si debe reparar su ADN o entrar en apoptosis. Parece que
TP53 presenta mayor afinidad por los promotores de los genes de reparacién del ADN
gue por los promotores de los genes pro-apoptosis, de manera que primero se activa la
reparacion del ADN, pero si ésta no es efectiva y TP53 continda acumuldndose, se

activarian los genes pro-apoptosis (174).
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En resumen, TP53 enlaza los procesos de dafio en el ADN con reparacion, parada en
el ciclo celular y apoptosis. Es por ello que recibe el nombre de "guardian del genoma".
Si una célula pierde la funcién de TP53, el dafio en el ADN no se repara, se acumula en
las células hijas y éstas entran directamente en la ruta hacia la tumorigénesis (174, 182).
Se ha demostrado que la senescencia y la apoptosis celular actian como barrera contra
la transformacion maligna tanto en mucosa sana como en desérdenes potencialmente
malignos (174, 181). Ambos mecanismos, trabajan como vias que evitan la proliferacion
incontrolada de células transformadas al detener la progresion del ciclo celular, sin
embargo, ambas vias pueden potencialmente agotar las reservas de células madre y
progenitoras, promoviendo asi degeneracion tisular e insuficiencia organica, que son

ambas caracteristicas del envejecimiento.

Polimorfismos de TP53

En los ultimos afos, se ha prestado mucha atencion al polimorfismo del codén 72 Arg /
Pro de TP53 (mutacion TP53Arg72Pro) (178-181). Dado que las mutaciones conducen
a un aumento del riesgo a cancer que no siempre se relaciona con la herencia familiar,
el papel de los polimorfismos de un solo nucleétido en TP53Arg72Pro origina tres
genotipos diferentes arginina/arginina (G/G) wild type, variante polimorfica arginina
/prolina (G/C) y la variante prolina/ prolina (C/C) (Figura 7). Estas formas de TP53
difieren en su capacidad para inducir apoptosis y detencion del crecimiento celular. La
variante CC posee una mayor capacidad para transactivar p21 e inducir la detencién del
crecimiento, mientras que la variante GG es un mejor inductor de la transcripcion, y
promueve la apoptosis mas eficientemente. Recientemente, este polimorfismo ha sido
asociado a varios tipos de cancer, como el CB (181-183) cancer gastrico (184), asi como
con otras neoplasias malignas, como el cancer de pulmén (184), es6fago (184), colon-
recto (184), mama (185), vejiga (186) y cuello uterino (187).
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[ SNP- P53 ] (Polimorfismo en el coddn 72 cambia arginina por prolina)

Alelos
+ Arginina (G) banda de 142 bp (Wild type)
* Prolina (C) banda de 178 bp

Genotipos

* GG (homocigota) 142 bp mmp INDUCE LA APOPTOSIS
¢ (G (heterocigota) 142bp
178 bp
+ CC(homocigota) 178 bp mmp INDUCE EL ARRESTO CELULAR

Figura 7. Variantes polimérficas del codon 72del gen TP53.

Desordenes potencialmente malignos (DPM)

Las lesiones cancerizables o DPM, son procesos benignos que presentan un mayor
riesgo, estadisticamente significativo, de transformarse en cancer, tengan o no displasia
o0 atipia epitelial (8,188). Los DPM, mas frecuentes, de ubicacion intrabucal reconocidos
por la OMS son las leucoplasias, algunos tipos de liquen plano bucal, la fibrosis oral
submucosa, las eritroplasias y las palatitis nicotinicas por fumar invertido (188). Esta
clasificacién no incluye a otras patologias con una alta incidencia de transformacion
maligna, como las Ulceras traumaticas cronicas de la cavidad bucal, y con un menor
riesgo, las candidiasis crénicas (8,189).

Actualmente la leucoplasia es definida por la OMS como una placa blanca de riesgo
cuestionable habiendo excluido otras enfermedades o des6rdenes conocidos que no
acarrean riesgo. Se trata de un término solamente clinico, e histopatolégicamente puede
variar desde la atrofia, hiperplasia o displasia (188). Dos formas clinicas principales son
reconocidas por la OMS: leucoplasia homogénea, con bajo riesgo de transformacién
maligna, y leucoplasia no-homogénea, con un alto riesgo de transformacion maligna.
Esta dltima puede incluir las variantes de leucoplasia moteada, eritroleucoplasia,
leucoplasia nodular, leucoplasia verrugosa y leucoplasia verrugosa proliferativa (190).
La tasa de transformacion maligna de la leucoplasia varia entre 0,13 a 17,5 %, con una
tasa anual promedio de 2 a 3 % (190,191).

La leucoplasia Verrugosa Proliferativa (LVP) es una forma rara y agresiva de leucoplasia
bucal que posee un origen discutido e incierto. Mdltiples sitios orales pueden estar

involucrados y antes de sufrir transformacion maligna pueden pasar muchos afios hasta

38



incluso algunas décadas (192, 193). Fue descripta por primera vez en 1985 por Hansen
y col. Estos autores las definian como lesiones blancas (mancha, queratosis o
verrugosidad) distribuidas en dos o més sectores de la cavidad bucal y que clinica e
histologicamente son tipicas lesiones de leucoplasia. Los hallazgos clinicos consisten
en manchas blancas solitarias 0o multifocales, de crecimiento lento, persistente e
irreversible, las cuales se extienden progresivamente involucrando diversos sectores de
la mucosa bucal. Su localizacibn mas frecuente es en la encia, en los procesos
alveolares y en el paladar duro y blando, a diferencia de la leucoplasia tipica (del
fumador), que se localiza en la mayoria de los casos en el tercio anterior de la mucosa
yugal (192-194).

El diagnéstico temprano de la LVP puede ser dificultoso, porque las lesiones iniciales
son asintomaticas, inocuas en apariencia pero no asi en su comportamiento, sélo un
porcentaje muy reducido de pacientes consulta por sensacion de rugosidad y/o leves
molestias (195, 196). Es considera una enfermedad progresiva de largo tiempo de
evolucion, que presenta un comportamiento biolodgico agresivo y que debido a su alta
probabilidad de recidiva y su alta tasa de transformacion maligna, obliga a la utilizaciéon
de todo el arsenal terapéutico disponible muchas veces con frustrantes resultados a
pesar del tipo de tratamiento utilizado. Una de las diferencias mas significativas que
presenta con respecto a la leucoplasia convencional, es que se observa con mayor
frecuencia en el sexo femenino, en una proporcion 4:1, y que el consumo de tabaco no
parece tener influencia como posible agente etioldégico (195-197). El riesgo de
transformacion maligna de LVP es de un promedio que varia de 70%-87%, mientras que
en la leucoplasia convencional, el rango de transformacion maligna varia entre 0,13 y
17,5 %. Las lesiones muestran continuos cambios microscopicos que van desde
hiperqueratosis epitelial hasta carcinomas espinocelulares, con etapas intermedias de
displasias seguidos por carcinomas verrugosos (197). Hasta el momento no existen
pruebas de tratamientos efectivos para la prevencion de la transformacion maligna de
la LVP ya que presenta un comportamiento refractario a los distintos tratamientos
utilizados (195-197). Los autores enfatizan la importancia del seguimiento clinico
minucioso de por vida de estos pacientes y la realizacién de un examen periddico
detallado clinico e histolégico de este tipo de lesiones, con el fin de detectar signos de
malignidad precozmente: incremento de la consistencia de la lesion, presencia de
hemorragias esporadicas, aumento del eritema de la base o de neoformacion vascular.
El liquen plano bucal (LPB) es una enfermedad inflamatoria cronica de etiologia
desconocida, aunque reportes recientes vinculan su aparicion a infeccion por VPH. De
acuerdo a los reportes, entre el 0,4 al 6,5 % de los pacientes con liquen plano bucal

desarrollan carcinoma de células escamosas bucales a largo plazo (190, 191, 198, 199).
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Mientras la OMS clasifica al liquen plano bucal como un DPM, todavia es materia de
debate cuéles son los mecanismos que generan el aumento de riesgo de cancer en
mucosa bucal. La hipétesis actual que conecta al liquen plano bucal con el carcinoma
de células escamosas es el efecto de la inflamacién cronica sobre el dafio genético y
epigenético que participan en la carcinogénesis bucal (10, 190, 191, 198).

La infeccion por Candida, principalmente C.Albicans, es la infeccién micética oportunista
mas frecuente en mucosa bucal. La presencia de varias especies de Candida en el CB
y los DPM es muy frecuente, aproximadamente en el 30% de los casos (200). Tanto en
pacientes con CB, como con DPM, la severidad de la displasia se relaciona con una
mayor colonizacién por Candida (200, 201). En pacientes con leucoplasias bucales, la
infeccion por Candida se relaciona con la presencia de lesiones multiples en vez de
Gnicas, con mayor recurrencia de lesiones y con mayor grado de displasia (201, 202).
Desde los reportes iniciales de asociacion entre candidiasis, cancer y precancer bucal,
varias teorias han sido debatidas teniendo en cuenta el rol de la Candida en el desarrollo
y transformacién de los DPM. Ciertos factores que producen inmunosupresion pueden
conducir a la activacion de varios biotipos de Candida, aumentando su potencialidad
para sintetizar nitrosaminas. Estas nitrosaminas pueden entonces actuar sobre el
epitelio normal conduciendo a la displasia y posterior desarrollo a carcinoma bucal.
Puede considerarse que la Candida en asociacion con el tabaco puede aumentar el
proceso de carcinogénesis, y que posee un rol causal indirecto en el CB (203). Con
similar criterio se ha postulado que Candida albicans aislada de DPM de cavidad bucal
puede producir cantidades mutagénicas de acetaldehido. El tabaquismo y el
alcoholismo pueden favorecer cambios adaptativos que resultan en la
sobreestimulacion del metabolismo de acetaldehido por Candida (204). Ademas, el
incremento de TP53 en candidiasis hiperplasica bucal crénica sugiere un incremento en
el potencial para cambios malignos del epitelio, por encima de tejidos normales (1205).
Sin embargo, basado en la evidencia disponible, la habilidad de la Candida para producir
neoplasia directamente sin participacion de otros factores no es clara, sino que pareciera
actuar sélo en conjunto con otros cofactores (203).

El cancer bucal forma parte de un importante grupo de patologias denominadas
Enfermedades Crénicas no Trasmisibles y se caracteriza por que su prevalencia e
incidencia cambia de acuerdo al &rea geogréafica, ambas asociadas a factores genéticos,
a habitos y costumbres propias de cada region o cultura. En paises en vias de desarrollo
como la Argentina, se enfrentan grandes desafios por responder al aumento en la tasa
de mortalidad y morbilidad de los Gltimos afios y en el tratamiento y cuidados posteriores
de pacientes con cancer en estadios avanzados, considerandose una de las principales

causas de muerte. Sin embargo, no existen datos sobre la composicioén genética y las
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investigaciones sobre este tema podrian aportar conocimientos que mejoren las
estrategias de prevenciéon. Toda esa informacion podria ser muy util en establecer el
impacto de los factores de riesgo sobre el CB e identificar los modificadores genéticos
de riesgo en esta poblacion, mejorando de esta manera, la calidad de vida de nuestros
pacientes y reducir los costos de la terapia de esta enfermedad. Si bien existen trabajos
gue estudian estos polimorfismos en diferentes poblaciones humanas, ninguno se ha
realizado en nuestra provincia. Por ello, resulta de interés estudiar estos polimorfismos
y relacionarlos con diferentes factores de riesgo para el desarrollo de CB y DPM, tales
como el tabaco y el alcohol.
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Hipotesis
Los polimorfismos de los genes TP53, CYP1Al y GSTM1 estan asociados a mayor
riesgo de contraer cancer bucal y des6rdenes potencialmente malignos.

Objetivo general
Determinar y evaluar la relacién entre los polimorfismos de genes relacionados a la
proliferacion celular y al metabolismo de los carcinégenos con el desarrollo de

deso6rdenes potencialmente malignos y cancer bucal.

Objetivos especificos

e Evaluar los genotipos y frecuencias alélicas del polimorfismo del gen TP53,
coddn 72 en pacientes con desoérdenes potencialmente malignos y cancer
bucal.

e Evaluar los genotipos y frecuencias alélicas de los polimorfismos de los genes
CYP1Al y GSTML1 en pacientes con desérdenes potencialmente malignos y
cancer bucal.

e Investigar si el habito del tabaquismo y el consumo de alcohol en presencia
de los polimorfismos de los genes CYP1Al, GSTM1 y TP53 aumentan el
riesgo en el desarrollo de DPM y CB.
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MATERIALES Y METODOS

Aspectos éticos

Este estudio se realizé de acuerdo con la declaracion de Helsinki y fue aprobado por el
Comité de Investigacion y Etica del Ministerio de Salud de la provincia de Cordoba (No.
1378-http://www.cba.gov.ar / listado-de-investigaciones-registradas /) y de la Facultad
de Odontologia UNC (ODO CAI-CIEIS N° 17T, libro de actas N°101 con fecha 09 de
mayo de 2017); todos los pacientes firmaron los formularios de consentimiento
informado (Anexo 1).

Poblacion estudiada

Se realiz6 un disefio de tipo observacional-transversal. Se incorporaron pacientes
(n=140), adultos (mayores de 18 afios), de ambos sexos y de edades comprendidas
entre 18 y 85 afios que concurrieron por demanda espontanea al Consultorio externo de
la Catedra “A” de Estomatologia de la Facultad de Odontologia, Universidad Nacional
de Cordoba y al servicio de prevencién, diagndstico precoz y tratamiento de las
enfermedades de la mucosa bucal, en el periodo comprendido entre los afios 2016-
20109.

Se establecieron tres grupos de estudio:

e Grupo de Cancer Bucal (gCB): Pacientes con diagndstico clinico e
histopatolégico de Carcinoma de Células Escamosas (CCE). (Segun
clasificacién internacional de enfermedades (CIE-10 C06-C06).

e Grupo de Desérdenes potencialmente malignos (gDPM): segun los criterios
descritos por Warnakulasuriya et al. 2020 (188, 206).

e Grupo Control (gC): Los controles fueron pacientes que concurrieron al mismo
lugar de atencion que los casos, pero con diagndstico de patologias diferentes
de CB o DPM.

Los controles seleccionados y los pacientes con DPM / CB correspondieron a la misma
region geografica (Anexo 2y 3).

Los criterios de exclusiéon fueron: pacientes con patologias sistémicas que involucran
algun desorden del sistema inmunitario y/o discrasias sanguineas, que hubieran recibido
terapia antineopldsica o0 tratamiento con drogas inmunomoduladoras o

inmunosupresoras, como corticoterapias o quimioterapias que pudieran modificar la
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clinica de las lesiones bucales. Ademas pacientes con enfermedades sistémicas,

alcoholismo crénico, consumo de drogas y canceres en otras localizaciones.

Tabla 2. Criterios y puntos de corte para las variables estudiadas

Variable Categoria Punto de corte
Control: 0 De acuerdo a criterio de DPM de Warmnakulasuriya et al.
Diagnostico Cancer bucal: 1 (Wamakulasuriya S, Johnson NW, van der Waal |. Nomenclature and
DPM:2 classification of potentially malignant disorders of the oral mucosa. J Oral
PatholMed 2007; 36: 575-80)
Sexo Masculino: 0 De acuerdo a fenotipo biolGgico
Femenino:1
Segun Moreno-Lopez LA, Esparza-Gomez GC, Gonzdlez-Mavamo A,
<a 45 afios: 0 Cerero-Lapiedra R, Gonzalez-Hernandez MJ, Dominguez-Reojas V. Risk
Edad = a 45 afios-1 of oral cancer associated with tobacco smoking, alcohol consumption
and oral hygiene: a case-control sudd in Madrid, Spain. Oral Oncol 2000
36:170-4.
Mo presenta: 0 Via anamnesis
Tabaco: 1 Tabaco: consumo actual de al menos un cigarmillo por dia durante un
Habitos Alcohol: 2 pericdo de un afio como minimo).

Alcohol:consumo actual de al menos dos bebidas alcohdlicas por

Tabaco y alcohol: 3 . - .
semana durante un periedo de un ano como minimao

Otro: 4

Alelo wild type Segin Saleem S, Azhar A, Hameed A, Khan MA, Abbasi ZA,

(G): 0 una banda de | Quereshi NR, Ajmal M. P53 (Pro72Arg) polymorphism
Polimorfismos | 142bp associated with the risk of oral squamous cell carcinoma

TP53 Variante({C):1 una ingutka, niswar and manpuri addicted patients of Pakistan.Cral

banda de 178bp Oncol. 2013; 49(8):618-23.

Alelo wild type (T): | Seoun Deepika Shuklaa, AlkaDineshKaleb, SeemaHallikerimathb,

0 una banda de SubbiahVivekanandhanc, YemmallaVenkatakanthaiahc. Genetic
Polimorfismos | 340bp polymorphism of drug metabolizing enzymes (GSTM1 and CYP1AT1) as

CYP1A1 Variante: 1 (C): 2 risk factors for oral premalignant lesions and oral cancer BiomedPapMed

Fac UnivPalackyOlomoucCzechRepub. 2012; 156(3):253-9
bandas, 200bp y

140bp.

Segun Deepika Shuklaa, AlkaDineshKaleb, SeemaHallikerimathb,
Alelo wild type: SubbiahVivekanandhanc, YerrmallaVenkatakanthaiahc. Genetic
polymorphism of drug metabolizing enzymes (GSTM1 and CYP1A1) as
risk factors for oral premalignant lesions and oral cancer. Biomed Pap
Med Fac UnivPalacky Olomouc Czech Repub. 2012; 156(3):253-5.

una banda de
Polimorfismos | 300bp: 0

GSTM1 Variante: ausencia
de alelo, no hay
banda: 1

Procedimientos clinicos

1. Examen clinico médico-odontolégico: A cada paciente se le realiz6 examen clinico y
toma de fotografias en un sillbn odontolégico standard. El relevamiento de las
condiciones clinicas de la cavidad bucal se realiz6 mediante el uso de instrumental
exploratorio de rutina, siguiendo los protocolos estomatoldgicos ya establecidos por la
Cétedra “A” de Estomatologia. Luego de la firma del consentimiento informado por parte
de cada paciente, se completo la historia clinica (Anexo 2), en la que se registraron los
siguientes datos, obtenidos mediante anamnesis directa: datos personales,

demograficos, clinicos, antecedentes personales patolégicos y no patolégicos, habitos
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de consumo de tabaco y alcohol.

Se considerd fumador al individuo que fumé ocasional o regularmente por mas de un
afo. El consumo de tabaco fue establecido mediante anamnesis determinando cuantos
afios dur6 el periodo de mayor consumo diario de tabaco y el promedio diario de
cigarrillos durante dicho periodo. Luego se establecio cuantos cigarrillos diarios fuma el
paciente antes y después del periodo de mayor consumo, y cuantos afios duraron los
periodos anterior y posterior al de mayor consumo. Para cada periodo se multiplicé el
promedio diario de consumo de tabaco por los afios de duracién de dicho periodo, y el
resultado fue multiplicado por 365 para obtener el subtotal de cigarrillos fumados en
cada periodo. Los subtotales fueron sumados para obtener asi el consumo total de
tabaco, expresado en niumero de cigarrillos (207) (Tabla 3).

Tabla 3: Categorizacion del tabaco segun intensidad

1 < 100.000
2 100.000-200.000
3 >200.000

Se consideré bebedor al individuo que tomaba alcohol ocasional o regularmente por
mas de un afo, independientemente del tipo de bebida. Por el contrario, no bebedor fue
aquel que no consume ni consumio alcohol habitualmente, o0 consume ocasionalmente
hasta un vaso de bebida semanal por menos de un afio (208).

Con respecto al consumo de alcohol: una unidad alcohdlica (drink) por dia se consideré
como exposicion al alcohol, de acuerdo con Pentenero y col. (208). Se estimo la ingesta
total de alcohol en gramos por dia y el consumo aproximado de alcohol por afios de vida
segun Cacivay col. (95) (Tabla 4).

Tabla 4: Categorizacion del Alcohol segun intensidad

1 < 200.000
2 200.000-400.000
3 >400.000
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2. Biopsia: Se realiz6 biopsia, para estudios anatomopatolégicos que confirmaran el
diagnéstico clinico. Previamente se solicitaron estudios de laboratorio y

complementarios, que confirmen el estado general del paciente.

3. Citologia exfoliativa: A cada paciente se les realizaron dos citologias exfoliativas (CE)
utilizando cytobrush (Medibrush Plus ®R; Medical Engineering, Argentina), de mucosa
clinicamente sana. Con una de las muestras se realizé un extendido citol6gico y se lo
tifid con coloracién de PAP (Figura 8), para corroborar que la mucosa estuviera sana.
La otra muestra se guardé en tubos Eppendorff estériles, en freezer a -20°C hasta su
utilizacién para extraccion de ADN y posterior aplicacion de técnica de PCR.

Procedimientos de laboratorio

1. Aislamiento de ADN y genotipificacion

El aislamiento del ADN se realiz6 a partir de las muestras de mucosa bucal sana,

corroboradas por la tincién de Papanicolaou, segun protocolo de Zarate y col (209).

Figura 8. Fotomicrografia de células epiteliales exfoliadas del sector de piso de boca. Coloracién de
Papanicolaou (MO 400x).
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2. Estudio de polimorfismos genéticos

Al ADN extraido de las CE de todos los pacientes, se les realizaron estudios de
polimorfismos de los genes: TP53 (polimorfismo ubicado en el codén 72); CYP1Al
(polimorfismo del exén 7) y GSTM1 (polimorfismo ausente o presente).

El ADN gendmico (150 ng en cada caso) para TP53, se amplificO mediante PCR
convencional, utilizando los siguientes primers correspondiente para la deteccion de la
variante Pro72y Arg72 (Tabla 5). El alelo salvaje (wild-type) se presenta como una
banda de 142 bp y la variante como una banda de 178 bp.

El ADN gendmico (150ng) para analisis genotipico de GSTM1 se amplifico por PCR
convencional, utilizando los primers correspondientes (Tabla 5). El alelo salvaje (wild-
type) se determina por una banda de 300 bp y en las muestras que presentaron la
variable polimérfica, como el gen esta ausente, no se observa ninguna banda (43).
Para CYP1A1 (rs 4646903; T > C en la region no codificante 3', el ADN gendémico
(150ng) fue amplificado por RFLP-PCR, utilizando los primers correspondientes (Tabla
5). El producto de PCR para CYP1A1 fue digerido utilizando enzima de restriccion Mspl
(Invitrogen Thermo Fisher) a 37°C por 3hs. El alelo salvaje (wild-type) se presenta como
una banda de 340bp, la variante como dos bandas de 200 y 140 bp. Los individuos
homocigotas (TT), muestran una banda de 340 bp, los heterocigotas (TC) tres bandas
de 340, 200 y 140 bp y la variable homocigota (CC), dos bandas una de 200 y 140bp
(43).

En todos los casos, la amplificacion por PCR se realizé en termociclador (Cycler de Bio
Rad) utilizando el siguiente protocolo: 5 min a 95°C, 30 segundos (seg) a 95°C, 30 seg
a 60°C -55°C dependiendo del SNP y 45 seg a 72°C durante 35 ciclos, con un adicional
5 min a 72°C después del ultimo ciclo. Los productos de la PCR se separaron en un gel
de agarosa TBE (Tris / Borato / EDTA) al 3% Yy se tifieron con bromuro de etidio. Para
determinar el tamafio del fragmento de ADN, se utiliz6 un patron de ADN (Thermo
Scientific ™ Gene Ruler 100 pb, EE. UU.). El control negativo se realiz6 mediante la

reaccion que tenia todos los reactivos excluyendo el ADN molde (Tabla 5).
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Tabla 5. Primers utilizados para los estudios de los polimorfismos de los genes TP53,

CYP1Aly GSTM1
POLIMORFISMOS PRIMERS
Forma prolina:
Sense 5 GCCAGAGGCTGCTCCCCC3
TP53: El polimorfismo se determiné por Antisense 5 CGTGCAAGTCACAGACTT3
PCR convencional. Forma arginina:

Sense 5 TCCCCCTTGCCGTCCCAA-3
Antisense 5 CTGGTGCAGGGGCCACGC3
CYP1A1: Se utilizé PCR-RFLP y enzima Sense 5-CAG-TGAAGAGGT-GTA-GCC-GCT-3
de restriccion Mspl una vez obtenido el | Antisense 5-TAG-GAG-TCTTGTCTC-ATG-CCT-3
producto de amplificacion.
GSTMZ1: El polimorfismo se determing | Sense 5-CTG-CCCTAC-TTGATT-GAT-GGG-3
por PCR convencional. Antisense 5-CTG-GAT-TGTAGC-AGA-TCATGC-3

Analisis estadisticos

El nivel de significacion estadistica se establecié en p<0,05. Los datos categéricos se
describieron por frecuencias absolutas y relativas y las variables cuantitativas se
describieron mediante la mediana y el rango. La prueba de Fisher se utilizé para evaluar
la asociacion bivariada de variables (Tabla de contingencia 2x2), Odds Ratios (OR) y
sus respectivos Intervalos de Confianza de 95% (IC 95%). Las asociaciones multiples,
entre las variables estudiadas y los genotipos de los SNP, para visualizar grupos
similares fueron realizadas mediante Analisis de correspondencia multiple y regresion
logistica. Los datos fueron analizados por el software Infostat versién 2019, Centro de
Transferencia  Infostat, FCA, Nacional de Coérdoba, Argentina. URL

http://www.infostat.com.ar) y el software R (www.r-project.org) (210).
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DISENO METODOLOGICO

DIAGNOSTICO CB == DPM

Pacientes con Cancer Bucal y Desordenes Potencialmente Malignos
S NO j
| caso / conTroL

Pacientes con Cancer Bucal, Leucoplasias Orales, Lesiones Liquenoides, Liquen Plano
Oral, Leucoplasia Verrugosa Proliferativa y Controles Sanos

’ REGISTRO DE CASOS REGISTRO DE CONTROLES ‘

Historia Clinica, Consentimiento Informado, Registro Iconografico, CE,
(Biopsia y estudio Histopatoldgico solo a los casos)

IDENTIFICACION DE SNPs ‘ ‘ DETERMINAR NORMALIDAD

Extraccion de ADN y PCR para PAP para determinar normalidad

determinar Polimerfismos

RELACION ENTRE POLIMORFISMOS Y FACTORES DE RIESGO

Relacidn entre los distintos Polimorfismos y los Factores de Riesgo registrados en la HC.

Figura 9: Disefio Metodolégico. Estudio transversal de pacientes adultos de ambos sexos que concurran

por demanda espontanea a la Catedra “A” de Estomatologia de la Facultad de Odontologia, Universidad

Nacional de Cérdoba. Los datos clinicos, genéticos y medio ambientales se registran mediante Historia

Clinica segun criterios propios (10, 209, 211, 2012). Los objetivos de este estudio estan aprobados por el
Comité de Etica e Investigacion del Adulto- Hospital Cordoba- n° 1378 (COEIS-CIEIS de la Provincia de
Cérdoba http://www.cba.gov.ar/wp content/4p96humuzp/2012/07/INFORME-INVESTIGACIONES-2014-
WEB.pdf). Se excluyen pacientes con corticoterapias o quimioterapias que modifiquen la clinica de las

lesiones bucales y/o con enfermedades sistémicas, consumo de drogas, patologias sistémicas y canceres

de otras localizaciones (Anexo 3).
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Resultados

En el periodo 2016-2019 se estudiaron un total de140 pacientes con lesiones compatibles de CB
29% (n = 41), DPM 44% (n=61) y controles sanos 27% (n= 38). Figura 10; los diferentes tipos de
DPM se observan en la Figura 11.

PACIENTES POR GRUPO DE ESTUDIO

Controles Sanos
27% (n=38)

Cancer Bucal
29% (n=41)

Desérdenes Potencialmente Malignos
44% (n=61)

Figura 10. Distribucién de la poblacion estudiada, segun los diferentes grupos de
estudio. gDPM: grupo de pacientes con desordenes potencialmente malignos;
gCB: grupo cancer bucal; gC: grupo de pacientes control.

PACIENTES CON DESORDENES POTENCIALMENTE MALIGNOS

Lesioén Liquenoide Bucal

31,6% (n=19
Liquen Plano Bucal in=23)

33,3% (n=20)

Leucoplasia Bucal
13,3% (n=8)

Leucoplasia Sobreinfectada
Leucoplasia Verrugosa Proliferativa por Candida Albicans 10%
15% (n=9) (n=6)

Figura 11. Distribucion de los DPM que se presentaron en la poblacién en estudio.



En el caso de los liquenes planos bucales se presentaron tanto formas tipicas 5% (n=4), como
atipicas 14,5% (n=16). Dentro de las formas atipicas encontramos 60% atréficos, 25% erosivos y
15% en sus formas combinadas.

La poblacion del estudio estuvo constituida por 53,7% (n=75) mujeres y un 46,4% (n=65) hombres.
Se observo un porcentaje significativamente mayor de hombres (65.9%) en pacientes diagnosticados
con CCE (p = 0.026); las mujeres fueron mayoria no significativa en pacientes diagnosticados con
DPM (62.3%) (p = 0.8218). Los aspectos biodemogréficos, clinicos y los habitos de riesgo de la
poblacion en estudio se muestran en las Tablas 6y 7.

En gDPM se observo que los factores de riesgo en relacion a gC fueron: la edad = 45 Afos (OR=3,43,
95%CI [1.12; 10.5]; p=0,0303), el habito de fumar (OR=45, 95%CI [10.5; 186.7]; p=0,0001) y el
alcohol (OR=4.62 95% CI [1.52; 14.1); p=0,0066] (Tabla 6).

En gCB se observo que el sexo femenino fue un factor protector de CB en relacién a los controles
[(OR=0.33, 95% ClI; [0.12,0.87]; p=0.0269); mientras que el habito de fumar (OR=5.09 95%ClI; [1.46,
17.77]; p=0,0107) y el consumo de alcohol (OR=3.33, 95% CI; [1.04, 10.64; p=0,0438) fueron
factores de riesgo para CB (Tabla 7).

Tabla 6. Caracteristicas de la poblacion de gDPM, en relacién al gC. IC: intervalo de confianza; FA:
frecuencia absoluta; FR: frecuencia relativa; LI: limite inferior; LS: limite superior; OR: Odds ratio. P-valor

<0,05 indica significacion estadistica.

i . 95%CL
CARACTERISTICASDE |y npyaBIE CATEGORIAS el DPM P-VALOR OR
LA POBLACION (n=38) (n=61)
FA (FR%) FA (FR%)
u | s
Masculino 15 (40.6) 23 (37.7) Categoria de Referencia
Genero
ASPECTOS Femenino 23 (59.4) 38 (62.3) 08218 | 11 | o046 | 267
DEMOGRAFICOS <45afios 11 (28.9) 7(11.5)
Edad
2 > 45afios 27 (71.1) 54 (88.5) 00303 | 3.43 | 112 | 10s
Constimo De Nunca/ex 30 (78.9) 16 (26.2) Categoria de Referencia
Tabaco
Actualmente | 8(21.1) 45 (73.8) 0.0001 ‘ 45 \ 10.5 I 186.7
FACTORES DE RIESGO
o Nunca/ex 26 (68.4) 19 (31.1) Categoria de Referencia
Alcohol Actualmente | 12 (31.6) 42 (68.9) 0.0066 4.62 \ 1.52 | 14.1
Sitio Lengua 17 (27.9)
RESULTADOS Anatomico
! Mucosa Yugal 29 (47.5) No Estimado
cLiNICOS De Las 0.0679
et Otros Sitios 15 (24.6)
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Tabla 7.Caracteristicas de la poblacion gCB en relacion gC. IC: intervalo de confianza; FA: frecuencia
absoluta; FR: frecuencia relativa; LI: limite inferior; LS: limite superior; OR: Odds ratio. P-valor <0,05 indica

significacion estadistica.

i , 95%CL
CARACTERISTICASDE |\ ppiapie CATEGORIAS ERIUIEEE iz P-VALOR OR
LA POBLACIGN (n=38) (n=41)
EA (FR%) FA (FR%)
U [ s
Masculino 15 (39.5) 27 (65.9) Categoria de Referencia
Genero
ASPECTOS Femenino 23 (60.5) 14 (34.1) 0026 | 033 | o012 [ os7
DEUCHES <45afos 11 (28.9) 5 (12.2)
Edad
@ * 45afios 27 (71.1) 36 (87.8) 0.0722 ] 2.85 [ 0.92 [ 8.84
A, Nunca/ex 30 (78.9) 18 (44.4) Categoria de Referencia
Tabaco
Actualmente | 8(21.1) 23 (57.6) 0.0107 5.09 1.46 17.77
FACTORES DE RIESGO
Consumo De Nunca/ex 26 (68.4) 16 (39.4) Categoria de Referencia
Alcohol Actualmente | 12 (31.6) 25 (60.6) 0.0438 3.33 | 1.04 | 10.64
Sitio Lengua 26 (63.2)
RESULTADOS Anatémico
! Mucosa Yugal 10(23.7) No Estimado
CLINICOS De Las 0.0004
Lesiones Otros Sitios 5(13.2)

En relacion con las zonas anatémicas de la cavidad bucal, la lengua fue el area anatémica de mas
frecuente de aparicién en gCB (63,2%), de los cuales el 78% de los casos fue en el borde de la
misma.; mientras que la mucosa yugal fue el lugar méas frecuente para el gDPM (47,5%) siendo los

liguenes y lesiones liquenoides bucales los mas frecuentes en esa localizacion (64%).

Polimorfismos

Las distribuciones de los genotipos de los polimorfismos de TP53, CY1PAl y GSTM1 en los grupos
estudiados estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg. Los tres genotipos se detectaron en todos los
SNP estudiados, aunque no fue posible determinar el genotipo correspondiente en todos los

pacientes estudiados.

Polimorfismos del gen TP53

Se detectaron los tres genotipos: GG (wild type), GC y CC (Figura 12) en todos los grupos
estudiados. Se encontré una asociacion significativa entre alelo G y el gC. Se encontré asociacion
estadisticamente significativa entre genotipos y diagnéstico: GC fue el genotipo mas frecuente en
gCB (p=0,0002) y en el gDPM (p=0,0001); los genotipos GG y GC fueron mas frecuentes en los
pacientes control (p=0,034) (Tabla 8).

52



142bp
178 bp

Control
GC

Patron de peso molecular

Figura 12: Genotipos del polimorfismo TP53 determinado por PCR convencional en gel 3% de agarosa:
CG: heterocigota; CC y GG: homocigota. Alelo wild type Arg72 (G): 142bp; alelo variante Pro72(C):
178bp. LPO: Liquen Plano Oral; LO: Leucoplasia oral; LLO: Lesién Liquenoide Oral CB: Cancer Bucal.

Tabla 8. Frecuencias de alelos y genotipos de TP53, donde observamos ambas variables G (alelo wild
type) y C (variante polimérfica) y las combinaciones mas frecuentes en los distintos grupos de pacientes
CB, DPMy controles.

CONTROL DPM cB
GEN-SNPs ALELOS (N=38) (n=61}) (n=41)
(n=140) GENOTIPOS
n % P n % P n % P
C 26 | 37.14 58 | 52.72 44 52.38
0.0314 0.5673 0.6625
G 44 | 62.86 52 | 47.28 40 | 47.62
TP53Arg72Pro CcC 5 14.29 10 | 18.18 8 19.51
GC 16 | 45.71 | 0.0344 | 38 | 69.09 | 0.0001 | 26 | 63.41 | 0.0002
GG 14 40 7 | 12.73 7 17.07

Polimorfismos de CYP1A1l

Considerando los genotipos, los encontrados fueron: TT (tipo salvaje), TC y CC (variantes
polimérficas) (Figura 13). Las frecuencias de alelos y genotipos de CYP1ALl se observan en la Tabla
9. El alelo mas frecuente fue T (tipo salvaje), en todos los grupos estudiados. Se observaron
diferencias estadisticamente significativas de proporciones con el genotipo TT y TC en relacion con
el genotipo CC en los tres grupos estudiados. Se observé una asociacion estadisticamente
significativa con los genotipos y el diagnéstico: TT fue el genotipo més frecuente en gCB (p=0,0001),
gDPM (p=0,0183) y gC (p= 0,0001). Al igual que con el SNP TP53arg72pro, en el andlisis bivariado
se pudo observar una relacion significativa entre las proporciones de los genotipos y los grupos de
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estudio (Tabla 9).

140 bp

200 bp
340 bp

cc T TC T 17 T TC  Patrén de peso molecular

Figura 13. Genotipos del polimorfismo CYP1A1l determinado por RFLP-PCR en gel de agarosa al 3%:
CT: heterocigota; CCy TT: homocigota. Alelo wild type (T): 300bp; Alelo variante C: 200bp y 140bp.

Polimorfismos de GSTM1

Para GSTML1 se detectaron los dos genotipos: GSTM1 no nulo (tipo salvaje) y GSTM1 nulo (variante
polimérfica). (Figura 14). Se observd una asociacion estadisticamente significativa con genotipos y
pacientes control Al realizar el analisis bivariado se encontré una relacién significativa entre todos los
genotipos y el grupo control (p= 0007). Sin embargo, no hay una asociacion significativa entre los

diferentes genotipos y los grupos de CB y DPM (Tabla 9).

300bp E=)

Nonull nonull null null nonull null nonull null nonul null no null nonull null

Patron de peso molecular

Figura 14. Genotipos del polimorfismo GSTM1-PCR en gel 3% de agarosa. Alelo wild type no null: 300bp;

alelo null: no hay banda.
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CONTROL DPM c8
GEN-SNPs ALELOS (N=38) {n=61) (n=41)
(n=140) GENOTIPOS
n % P n % P n % P
53 | 69.73 64 | 66.66 52 | 81.25
0.0001 0,0011 0.0001
C 13 | 30.27 32 | 33.34 12 | 18.75
CYP1A1 L 23 | 69.7 24 50 23 | 71.88
TC 7 | 21.21 | 0.0001 | 16 | 33.33 | 0.0183 6 | 18.75 | 0.0001
cc 3 9.09 8 16.67 3 9.38
No null 26 | 72.22 26 | 47.27 13 | 36.11
GSTM1 0.007 0.6858 0.0956
null 10 | 27.78 29 | 52.73 23 | 63.89

Tabla 9. Frecuencias de alelos y genotipos de CYP1A1 y GSTM1. En CYP1A1 observamos ambas variables
T (alelo wild type) y C (variante polimorfica) y las combinaciones mas frecuentes en los distintos grupos de
pacientes CB, DPM y controles. En GSTM1 genotipos que expresan o codifican la proteina (no null) y que
no codifican para ella (null).

La regresion logistica ajustada por habito de fumar, mostré:

Para TP53 se encontrd una asociacion significativa entre la variable C y DPM, observandose 3,39
veces mas de presentar DPM si presenta la variable mutada (OR = 3,39 [1.15-10.6]); si el paciente
es fumador tendra 4,91 veces mas chance de desarrollar DPM (O.R =4,91 [1.49-16.26]) (Tabla 10).
En los pacientes con CB no encontramos una asociacion estadisticamente significativa, si un ligero
aumento de los genotipos heterocigotos (GC), pero si encontramos una asociacion significativa en
los pacientes fumadores que presentan la variante en cualquiera de sus formas CC y GC (P=0,0065),
tienen 5,55 veces mas probabilidad de desarrollar CB (O.R 5,55 [1.62-19.02] (Tabla 11).

2
Parametros Est E.E O.R WaldLl  WaldLS Wald Chi P-valor

(95%)  (95%)

Constante 086 048 04 017 1,08 3,21 0,0733
TP53 1,22 0,55 3,39 1,15 10,06 4,86 0,0275

variante 1

Tabaco(s) ° 06l 491 149 1626 680 0,091

Tabla 10. Regresion Logistica Mdltiple en pacientes con DPM que presentan la variante
polimérfica C (TP53) tanto fumadores como no fumadores.

55



0,0510

249 081 7,62 2,55 0,1100

5,55 1,62 19,02 7,42 0,0065

Tablall. Regresion Logistica Mdltiple en pacientes con CB que presentan la variante
polimérfica C (TP53) tanto fumadores como no fumadores.

Para CYP1ALl se encontrd una asociacion significativa entre la variante C y los DPM, observandose
3.58 veces mas la probabilidad de presentar un DPM si el paciente presenta la variable (OR =3.58
[1.27-10.08]); si el paciente es fumador tendrd casi el doble (6,45 veces) de probabilidad de
desarrollar este tipo patologia (OR =6,5 [1.77-23.50]) (Tabla 12). En los pacientes con CB no
encontramos una asociacion estadisticamente significativa, aunque si un ligero aumento en los
genotipos heterocigotos en los pacientes fumadores (Tabla 13).

059 037 056 027 1,16 2,47 0,1163
1,27 053 358 127 10,08 582 0,0159

08 066 645 1,77 23,50 7,99  0,0047

Tabla 12. Regresion Logistica Mdltiple en pacientes con DPM que presentan la
variante polimoérfica C (CYP1A1) tanto fumadores como no fumadores.

-0,2718 0,3330 0,7620 0,3968 1,4634 0,6665 0,4143
-0,0141 0,5613 0,9860 0,3282 2,9624 0,0006 0,9799

1,1912 0,6580 3,2909 0,9062 11,9512 3,2770 0,0703

Tabla 13. Regresion Logistica Mdltiple en pacientes con CB que presentan la variante
polimorfica C (CYP1A1) tanto fumadores como no fumadores.
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Para GSTM1, existe una asociacion significativa entre DPM y la variante null, observandose 2.88
veces mas probabilidad de presentar estas lesiones si se presenta la variable mutada (OR= 2.88
[1.13-7.32]); si el paciente es fumador la probabilidad de desarrollar éstas lesiones es de 4.61 veces

mas (OR =4.61 [1.39-15.25]) (Tablal4).

0,2938

1,10

0,33 031 0,72

- 1,06 048 288 113 732 493 0,0264

1,53 061 461 1,39 15,25 6,27 0,0123

Tabla 14. Regresion Logistica Mdltiple en pacientes con DPM que presentan la variante
polimérfica null (GSTM1) tanto fumadores como no fumadores.

Existe una asociacion significativa entre CB y la variable null, generando 5.24 veces mas probabilidad
de desarrollar esta patologia si la variable esta presente (OR= 5.24 [1.79-15.37]); si el paciente es

fumador la chance de desarrollar CB, en presencia de esta variante, es de 5.36 veces mas (OR =5,36

[1.38-20.84]) (Tabla 15).

0,0056

7,68

-1 13 041 032 0,14 0,72

1,66 0,55 524 1,79 15,37 9,12 0,0025

1,68 0,69 536 1,38 20,84 5,87  0,0154

Tabla 15. Regresién Logistica Multiple en pacientes con CB que presentan la variante
polimérfica null (GSTM1) tanto fumadores como no fumadores.
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El andlisis de correspondencia mostré un patrén de asociacion entre el CBy el alelo T (Wild type) de
CYP1ALl. Los DPM se relacionan con el alelo C de CYP1A1, con el alelo null del gen GSTM1 (variante

mutada), con los habitos de tabaco y alcohol y la presencia del alelo C (variante mutada) de TP53,

mientras que el gC mostrd un patrén de relacion con el alelo G de TP53.

1,07

no smoke

no aic ohol

alele no nulFGSTM1

allele ZCYP1A1

-1.16_ . 036

Eje 1

alele G-TPS3

TP5372 @ GSTM1 (O CYP1A1(D Grupos () Hébitos @

Figura 15. Andlisis de correspondencia entre las variables estudiadas: polimorfismos, habitos

de tabaco y alcohol con CB y DPM.
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PACIENTES CON CB O DPM QUE PRESENTARON UNO O MAS POLIMORFISMOS
GENETICOS TP53, GSTM1 Y CYP1AL.

--mm
F/68 LB MUCOSAL:ULC;:LGL?RDE b NO 15.200 GC CC (NULL)
2 M/63 cB MUCOSA YUGAL NO NO cC CC (NO NULL)
3 M/43 LB MUCOSA LABIAL INFERIOR 473.040 157.680 GC T {NO NULL)
4q M/63 cB PISO DE BOCA 571.200 590.000 GC TT (NULL)
5 M/36 L8 MUCOSA YUGAL 62.280 104.025 6C T (NoNuL)
6 F/79 LpB PALADAR NO NO 6c TC (NULL)
7 m/27 LLB MUmSAJ‘UfEJ;LGL:ORDE LE NO NO GG Tc (NULL)
M/28 cB BORDE DE LA LENGUA 34.560 NO GC TC (NULL)
Ff23 LPB LENGUA CARA DORSAL NO NO GC TC (NO NULL)
10 Fl42 LB MUCOSA LABIAL SUPERIOR NO NO GC cC (NULL)
11 F/84 LPB B L NO NO GC T {NO NULL)
TCC: TOTAL DE CIGARRILLOS CONSUMIDOS M: MASCULING, F: FEMENINO, CB: CANCER BUCAL, LB: LEUCOPLASIA BUCAL VP : LEUCOPLASIA
VERRUGOSA PROLIFERATIVA, LPB: LIQUEN PLANO BUCAL, LLB: LESION LIQUENOIDE BUCAL, P53: G (WILD TYPE), C (VARIANTE POLIMORFICA),
CYP1AL : T (WILD TYPE) C (VARIANTE POLIMORFICA), GSTMI: NO NULL [EXPRESA PARA LA PROTEINA], NULL (VARIANTE POLIMORFICA).

Caso 1. Paciente de sexo femenino, de 67 afios de edad, diabética tipo 1 e hipertensa, concurre a la consulta con multiples
lesiones en ambas mucosas yugales en toda su extensidon manchas blancas de disposicion irradiadas o en red (estrias de
Wickham) y en el tercio anterior observamos que las lesiones se presentan con un mayor grado de espesor haciéndose
perceptibles a la palpacion (queratosis). Se realiza una biopsia incisional dando como resultado Liquen Queratético.
Iconografia del borde de la lengua del lado derecho de la misma paciente, donde observamos lesiones muy similares pero
que circunscriben una lesidn de pérdida de sustancia superficial, de tipo erosion, asociada a factores irritativos.
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Caso 2. Paciente de sexo masculino de 63 afios de edad sin presencia de patologias sistémicas ni habitos perjudiciales.
Presenta en mucosa yugal, en toda su extension del lado izquierdo Unicamente, multiples lesiones con caracteristicas
clinicas diferentes, pero con resultados histopatoldgicos similares, Carcinoma de Células Escamosas indiferenciado.
Observamos en el tercio posteroinferior de la misma una pérdida de sustancia profunda (ulcera) de bordes elevados,
evertidos e indurados a la palpacion. En el tercio medio encontramos lesiones blancas de distinto espesor (mancha y
queratosis), bien evidenciables a la palpacidn, de consistencia indurada y en el tercio anterosuperior observamos una
lesidn ulcerovegetante cubierta por un puntillado blanquecino, como clavijas corneas que no se desprenden al frotar una
gazay de consistencia indurada en la base. Todas estas lesiones se encontraban en estrecho contacto con restauraciones
dentarias deficientes y desadaptadas en donde se puede resaltar el galvanismo y la irritacién mecanica crénica.

Caso 3. Paciente de sexo masculino de 43 afos de edad, sin patologias sistémicas de relevancia, de profesién albafiil y
como habitos encontramos que es fumador desde hace 32 afios, de 30 cigarrillos diarios (157.680 cigarrillos consumidos).
Se observa en semimucosa y mucosa del labio inferior en el tercio medio, una lesién de tipo cambio de coloracién, mancha
blanca, de 2 centimetros de didmetro aproximadamente y en el sector mas central y posterior de la misma, observamos
que la lesidon hace relieve y se evidencia a la palpacidn (queratosis), la cual coincide con el lugar de asiento del cigarrillo.
Como caracteristicas del labio podriamos resaltar que la piel del mismo presenta una degeneracion de tipo elastoidosis
solar y que tanto en la semimucosa como en mucosa se han perdido o borrado sus limites, caracteristica frecuente de la
exposicidon prolongada a factores externos y al sol. Se realiza una biopsia incisional dando como resultado leucoplasia
tipo 2.
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Caso 4. Paciente de sexo masculino, de 67 afios de edad de profesion abogado. Como patologias sistémicas encontramos
que es diabético e hipertenso. Como hébitos encontramos que es fumador desde hace 45 afios, de 20 cigarrillos diarios
aproximadamente (739.125 cigarrillos consumidos). Presenta en el piso de la boca y reborde residual del maxilar inferior
a nivel de los elementos antero inferiores una lesidn de tipo ulcerovegetante de fondo necrobiédtico y en el sector mas
posterior necrético, de bordes irregulares pero definidos y de consistencia indurado a la palpacion. Se realiza una biopsia
incisional dando como resultado Carcinoma de Células Escamosas infiltrante y de tipo indiferenciado.

Caso 5. Paciente de sexo femenino de 38 afios de edad sin presencia de patologias sistémicas ni habitos perjudiciales.
Presenta en mucosa yugal, en el tercio posteroinferior del lado izquierdo Unicamente, multiples lesiones de distinto
espesor, mancha parda difusa de 2,5 centimetros de diametro, de bordes poco definidos (melanosis reaccional), mancha
blanca humeda de 1,5 cm de didmetro y queratosis bien evidenciable a la palpacién. Todas estdn lesiones se encuentran
bien asociadas a factores irritativos, como el borde filoso del elemento 37 y a coronas metalicas en los elementos 26 y
27. Se realiza una biopsia incisional dando como resultado Lesién Liquenoide bucal.
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Caso 6. Paciente de sexo femenino de 66 afios de edad, como patologias sistémicas encontramos que es diabética e
hipertensa compensada. No encontramos habitos perjudiciales, tanto presentes como pasados. Observamos lesiones
blancas de distintos grados de espesor, manchas bancas himedas y queratosis de 3,5 cm de didametro aproximadamente,
con bordes irregulares y difusos. Localizadas en el paladar duro y reborde residual del maxilar superior a nivel de los
elementos 23, 24, 25y 26. Se realiza una biopsia incisional dando como resultado Leucoplasia Verrugosa Proliferativa.

Caso 7. Paciente de sexo masculino de 27 afios de edad, de profesion estudiante, sin presencia de patologias sistémicas
ni habitos perjudiciales. Presenta en mucosa yugal, en el tercio posteroinferior del lado izquierdo Unicamente,
observamos mancha blanca, brillante de disposicidn red, similares a las que observamos en el liquen bucal. Se realiza una
biopsia incisional dando como resultado Lesién liquenoide bucal.
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Caso 8. Paciente de sexo masculino de 28 afios de edad, sin patologias sistémicas de relevancia, de profesion empleado
de comercio y como habitos encontramos que consume alcohol con frecuencia desde hacel3 afios (34.560 gr
consumidos). Observamos una pérdida de sustancia profunda (ulcera) de bordes elevados, evertidos y de consistencia
indurada a la palpacion, localizada en el borde y cara ventral de la lengua a nivel del tercio medio del lado izquierdo de la
lengua. Se realiza una biopsia incisional dando como resultado Carcinoma de Células Escamosas infiltrante y de tipo
diferenciado.

Caso 9. Paciente de sexo femenino, de 23 afios de edad sin presencia de patologias sistémicas ni habitos perjudiciales,
concurre a la consulta con multiples lesiones en la cara dorsal de la lengua en toda su extensién, observamos atrofia de
las papilas filiformes, esclerosis en bandas en ambos tercios de la cara dorsal y en el tercio posterior del lado izquierdo
observamos que las lesiones se presentan con un mayor grado de espesor haciéndose perceptibles a la palpacion
(queratosis). Se realiza una biopsia incisional dando como resultado Liquen bucal escleroatréfico.
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Caso 10. Paciente de sexo femenino de 42 afios de edad, de profesion empleada de comercio, sin presencia de patologias
sistémicas ni habitos perjudiciales. Presenta en mucosa del labio superior del lado derecho, una lesion Unica, elevada, de
color blanco seco bien evidenciable a la palpacién (queratosis) y en el sector mas posterior de la misma observamos que
la lesidn presenta una superficie irregular, digitiforme (verrugosidad). Se realiza una biopsia incisional dando como
resultado Leucoplasia Verrugosa.

Caso 11. Paciente de sexo femenino, de 84 afios de edad, hipertensa compensada sin presencia de habitos
perjudiciales, concurre a la consulta con multiples lesiones en la cara dorsal de la lengua en toda su
extension, observamos atrofia de las papilas filiformes y esclerosis en bandas en ambos lados de la cara
dorsal. Se realiza una biopsia incisional dando como resultado Liquen bucal escleroatroéfico.
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DISCUSION

El carcinoma de células escamosas bucal y orofaringeo (CCE y OPSCC) representa un
problema creciente en la salud publica mundial. De hecho, el carcinoma de células
escamosas es la neoplasia maligna mas frecuente en la cavidad bucal y uno de los 10
canceres mas comunes en todo el mundo. Segun la estimacibn mas reciente de
GLOBOCAN en Europa entre 2012 y 2015, hubo un aumento general de la incidencia 'y
la mortalidad por cancer bucal (213, 214). La deteccién temprana es clave para mejorar
la calidad de vida y aumentar la tasa de supervivencia. En nuestro pais la mayoria de
los pacientes consultan en estadios avanzados siendo una de las razones mas comunes
la demora en el diagnéstico debido a la falta de preparacién de nuestros profesionales
de la salud y/o al desconocimiento de los distintos factores de riesgo y controles
rutinarios por parte del paciente (215-218). Esto podria estar relacionado con que en
paises en vias de desarrollo, la tasa de incidencia de cancer bucal es inferior y la de
mortalidad es notablemente superior comparado con paises desarrollados. En
Argentina, un estudio realizado por Morelatto RA y col (188) muestra valores diferentes
sobre la mortalidad por cancer bucal en la provincia de Cérdoba, informé que en relacion
al CB en las poblaciones estudiadas, Eslovaquia y Francia fueron los paises con tasa
mas altas para ambos sexos, estando los valores de Cordoba y Argentina entre los mas
bajos, especialmente en mujeres. Por lo tanto se hace imprescindible desarrollar nuevas
dianas moleculares para ser utilizadas como diagnostico e indicadores de prondstico.
Las enfermedades humanas complejas como el CB sus diversas respuestas bioldgicas
se han relacionado con multiples polimorfismos (43, 131-147). En este trabajo se
estudiaron las frecuencias alélicas y genotipicas de polimorfismos de los genes TP53,
GSTM1 y CYP1Al considerados factores de riesgo para el desarrollo de diversas
patologias como el CB y los DPM. Investigar sobre el origen de este tipo de variaciones
en los genes y la frecuencia con la cual estas se encuentran distribuidas en las
poblaciones, facilitaria entender las diferencias observadas, en cuanto a la
susceptibilidad a determinadas enfermedades como el cancer, en las distintas etnias y
empezar a disefiar estrategias de tratamiento para éstas. Hasta donde sabemos, no
existe literatura cientifica sobre caracterizacién de la poblacion en Cérdoba, Argentina.
Por lo tanto este sera el primer trabajo realizado en relacion a polimorfismos genéticos
en dicha poblacion.

La poblacion argentina actual tiene un origen étnico heterogéneo, conferido
principalmente por oleadas de inmigrantes europeos y su integracion con la poblacion

nativa. Se estima que alrededor del 90% de la poblacién desciende de europeos,
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principalmente italianos y espafioles, con un legado indigena heredado por méas del 50%
de la poblacion. Los componentes genéticos de origen africano también se han
establecido en al menos el 5% de la poblacion (219).

En concordancia con la bibliografia consultada, referida a otras poblaciones (10,220),
aproximadamente el 90% de los pacientes con CB del presente estudio tenian 45 o mas
afios de edad, con un promedio de 63,9 afios. Si bien existe a nivel mundial un
incremento en la proporcion de canceres en pacientes menores de 45 afos (221), el
CB sigue siendo en nuestro medio una enfermedad fuertemente asociada a la edad,
siendo el mas afectado, el grupo etario de mas de 61 afios (10). La primera explicacion
de esta relacion haria referencia al simple efecto de duracion de exposicion a
carcinégenos, independientemente de cualquier efecto del envejecimiento; pero otros
autores sostienen que es el envejecimiento, no la edad misma, el responsable a través
de multiples mecanismos como la disminucion de los mecanismos de proteccion, de
reparacion y la inmunovigilancia (10-22); afirman también que esos mecanismos
disminuidos hacen mas notables los efectos nocivos de factores de riesgo ambientales
o0 estilos de vida desfavorables, que inciden sobre la eficacia de los procesos celulares
y que eventualmente pueden participar de la generacién de un microambiente tisular
pro-oncogénico (222-224). El porcentaje de personas afectadas por CB, menores 45
afios, ha aumentado entre el doble o el triple en varios paises durante las Ultimas
décadas, sobre todo en canceres de ubicacion lingual y sin relacibn a factores
etiolégicos conocidos, como inmunosupresion y consumo de tabaco; y también
probablemente asociado a defectos genéticos (11).

A diferencia de los pacientes con CB, en este estudio, los DPM fueron significativamente
mas frecuentes en edades mas tempranas, lo cual estd en conformidad con la literatura
(10, 43). Es posible que la poblacién estudiada sea vulnerable, por susceptibilidad
genética 0 por exposicion a factores de riesgo desde edades tempranas, o por una
combinacion de ambos y por ello la incidencia de un considerable porcentaje de casos
entre los 41 y 60 afios. Y esto estd en concordancia con la bibliografia de referencia,
sabiendo que un namero importante de pacientes con CB se presenta asociado o
proviene de un DPM previo (225).

La incidencia del CB fue mayor en la poblacién masculina y la de DPM en poblacién
femenina, lo cual también es acorde a lo informado en la gran mayoria los estudios de
otros autores (43, 226). Esta tendencia se podria explicar, en parte, por el hecho de que
sigue siendo el sexo masculino el mas expuesto a factores ambientales nocivos, ya sea
ocupacionales o por estilos de vida desfavorables (tabaquismo, consumo de alcohol,
dieta etc.); también posee mayor masa corporal hepética (43, 226); y, por lo tanto, mayor

actividad de las enzimas P450, que estan comprometidas con la produccion de especies
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reactivas como el Benzo[a]pireno 7,8 epoxido (43, 226). En el caso de la mayor
incidencia de DPM en pacientes de sexo femenino, podriamos explicarlo mencionando
que el 77,4% de los mismos fueron Leucoplasias Verrugosas Proliferativas, Liquen
plano bucal y Lesiones Liquenoides bucales los cuales son més frecuentes en sexo
femenino (191-197, 227-230).

Con respecto a los sitios anatomicos intrabucales de ubicacion de las patologias, se
encontré una asociacion significativa entre CB y la localizacion en la lengua y una ligera
tendencia de los DPM a ubicarse en el tercio anterior y medio de la mucosa yugal. Esto
puede estar relacionado a los habitos y costumbres, propias de nuestra cultura, donde
se aspira y despide el humo, producto de la combustion del tabaco que se fuma en forma
de cigarro, cigarrillo o pipa, apoyando el filtro del mismo entre los labios, quedando la
brasa hacia afuera de la cavidad bucal; a diferencia con otros trabajos realizados en la
India, donde predomina el habito, pero con una caracteristica peculiar, que es fumar en
forma invertida o “candela para adentro”, dando como resultado una mayor incidencia
de CB con localizacién en paladar y en segundo lugar la mucosa yugal en el tercio antero
inferior esto Gltimo relacionado a la masticacion del tabaco y de la nuez de areca con la
correspondiente exposicion a los alcaloides y polifenoles presentes en estos
compuestos (10, 43, 231).

Polimorfismo del coddn 72 del gen TP53

La poblacibn de Cérdoba estudiada, mostré altas frecuencias del alelo G del
polimorfismo del coddn 72 de TP53 corroborando nuestros propios estudios previos (7)
y otros (232). Los pacientes estudiados eran principalmente de la ciudad de Coérdoba
con algunos del interior de la provincia. Existe una clara tendencia en la distribucion
geogréfica de los alelos del codon 72, con una correlacion entre la distancia desde el
ecuador y el alelo G; Argentina se encuentra en el sur de América del Sur entre los
paralelos 21 y 55 (232, 233). Poblaciones como la africana, que vive cerca del ecuador
tienden a tener una mayor proporcién del alelo C, en comparacién con los europeos del
norte donde predomina el alelo G (234). Un gran niamero de estudios epidemiol6gicos
han relacionado la variante prolina del codén 72 al riesgo de desarrollar cancer vy,
también, se han sugerido diferencias de como influye esta variante a la exposicion de
diferentes carcinbgenos medioambientales en relacion a la especificidad de tejidos
(235).

Por otra parte se encontré que el genotipo heterocigota del polimorfismo del codon 72

de TP53 fue el mas frecuente en los pacientes estudiados y hubo asociacion significativa
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con CB y DPM. Se ha demostrado esta asociacion en una poblacion similar a la
estudiada (219). Esto puede deberse a que este alelo C es menos eficiente en la
supresion de la transformacion celular y hace que lleve més tiempo inducir la apoptosis.
Sin embargo, numerosos estudios que relacionan al alelo C TP53 con cancer obtuvieron
a resultados controvertidos. En un estudio realizado en Taiwéan, se inform6 que el
fenotipo GG aumenta el riesgo de desarrollar CB 2.7 veces (233). En otro estudio
realizado en el norte de Irdn, no encontraron una asociacion significativa entre los
genotipos de TP53 que incluyen la variante y CB (234). Otros autores hicieron
observaciones similares en estudios realizados en una poblacion blanca no hispana y
en una poblacién indigena con 69 carcinomas de cabeza y cuello (236, 237, 238). Por
otro lado, Twu y col (239) informaron que el genotipo heterocigoto G/C esta asociado
con un mayor riesgo de carcinoma de células escamosas hipofaringeas en una
poblacién de Taiwan. Con respecto a los DPM hubo asociacion con el alelo C; este
resultado es similar al encontrado en un estudio realizado con una poblacién irani en la
gue la presencia del alelo variante estuvo asociada a liquen plano bucal (240).

Por otra parte no se encontrd asociacion significativa con el alelo C y el CB lo que
coincide con los resultados obtenidos por otros autores (241) sin embargo si se pudo
observar que los individuos ya sea homo o heterocigotas que presentan la variable, si
fuman tiene mayor riesgo de desarrollar CB. Esto estaria relacionado al riesgo que
significa el habito de fumar en cualquiera de sus formas, para el desarrollo de CB, lo
gue en este caso se suma a la presencia de un alelo que es menos eficiente en la

supresion de la transformacién celular y es mas lento para inducir la apoptosis (219).

Polimorfismo de CYP1Al

Al evaluar el polimorfismo CYP1ALl, se observo que el alelo salvaje T es el mas frecuente
en esta poblacién de Cérdoba. Estos resultados coinciden con los de estudios realizados
en nuestro pais, en la provincia de Misiones; en ese mismo trabajo ademas se
encontraron proporciones genotipicas semejantes a las halladas por nuestro equipo que
indicaron que el genotipo mas frecuente es el homocigota wild type(T/T), lo cual es
coincidente ademas con otras poblaciones caucasicas (242).

No se encontrg asociacion significativa entre el alelo o los genotipos, que presentaban
la variable y el CB, aunque se observé una ligera tendencia a padecer CB si el alelo
estaba presente. Esto concuerda con estudios realizados en cancer gastrico y en cancer
de laringe en poblaciones similares a las de este trabajo (243, 244) en los que se pudo

observar que en individuos con genotipo silvestre (T/T) el habito tabaquico se asocia
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con el riesgo de presentar la enfermedad pero de manera dosis-dependiente (que no se
considero en este estudio) y la misma tendencia se observo en la variante mutada, con
valores de riesgo mayor aungue no significativos estadisticamente, indicando un efecto
modificador de la variante sobre el riesgo inducido por el habito tabaquico; en estudios
realizados en poblaciones de Alemania, en pacientes con CB, se encontraron los
mismos resultados.

Sin embargo al estudiar los DPM tanto en pacientes fumadores como no fumadores
relacionados a cualquiera de las variantes genotipicas (T/C o C/C), si se encontrd
asociacion significativa. Los pacientes que no eran fumadores y tenian la variante
polimérfica CYP1A1 presentaron 3,59 veces mas probabilidad de presentar DPM y los
pacientes fumadores que presentan la variante en cualquiera de sus formas tuvieron 6,5
veces mas probabilidad de desarrollar DPM. Estos resultados son similares a los
encontrados en otros estudios (43, 226). La enzima CYP1ALl podria estar aumentada
en aquellos individuos que presentan los genotipos TC o CC (43) habiendo mayor
produccion de especies altamente reactivas y haciéndolos mas vulnerables al desarrollo
de DPM. Estos genotipos permitirian la conversion de mayor cantidad de sustancias
provenientes del tabaco en carcin6genos, aumentando el riesgo de producir alteraciones
en los tejidos bucales que conducirian a la formacién de DPM, que en muchos casos

son precursores de CB (245).

Polimorfismo GSTM1

En la poblacién bajo estudio, el alelo no null fue el mas frecuente; sin embrago solo hubo
diferencias significativas en cuanto a las frecuencias en el grupo control. El alelo mutado
se encontré en un 48% de esta poblacion lo que coincide con estudios realizados en
poblaciones caucésicas que reportan que el genotipo GSTM1 null varia desde 38 % a
67 % en Europa, el 33 % al 63 % en Asia, del 16 % al 36 % en Africa sub-Sahariana, de
49,7 % en Bahreini, (Asia), 52,5 % en Libano (Asia), y 49 % en Austria.
Aproximadamente la mitad de la poblacibn caucéasica presenta una delecion
homocigotica para el alelo GSTM1 nulo que conduce a fallas en la expresién de la
enzima (246). En la poblacion de este estudio se observd que la presencia de la variante
null aumenta la probabilidad de padecer DPM en casi tres veces y casi 5 veces si el
paciente ademas fuma; con el CB la probabilidad de padecerlo aumenta de igual manera
al tener el alelo null y ser o no fumador. Multiples estudios han demostrado tantos
resultados positivos y asociaciones negativas del genotipo GSTM1 null en relacion al
riesgo de CB en diferentes poblaciones de todo el mundo (247, 21, 43). Un estudio

realizado en poblaciones caucasicas indico la asociacion entre la variante GSTM1 null
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y el riesgo aumentado de presentar leucoplasia bucal independientemente de la
presencia de otros (248). Esto se podria explicar porque las enzimas de la fase Il del
metabolismo de los xenobidticos, principalmente glutation-S-transferasas (GSTs),
catalizan la conjugacion de metabolitos reactivos con moléculas hidrofilicas de carga
negativa para su eliminacion por procesos de excrecion. Por lo tanto, es razonable
pensar que la eficiencia en el funcionamiento de estas enzimas determinara la
concentracion de estos metabolitos reactivos que circulan en el organismo y los
individuos que carezcan de esta via interna de defensa contra agentes toxicos,
aumentarian el tiempo de exposicion a los mismos, generando una mayor probabilidad
de desarrollar este tipo de patologias (249).

En la poblacion estudiada al realizar el analisis de correspondencia, en la poblacion
estudiada, se observé que habria una asociacion de riesgo de desarrollar DPM, en
pacientes que presentaran la variante mutada (C/C o T/C) de CYP1A1 (asociada a una
mayor actividad de la enzima), la variante GSTM1 null (asociada a una pérdida de la
capacidad enzimatica en la fase Il del metabolismo) y el habito de fumar. El habito de
fumar induce una mayor produccion enziméatica a nivel de la fase | aumentando de esta
manera el tiempo de exposicidén a los residuos toxicos derivados del tabaco lo que
sumado a no poder conjugarlos y excretarlos por bilis u orina favoreceria la formacién
aductos o enlaces covalentes estables con el ADN promoviendo de esta manera
cambios que promuevan la formacién de DPM que en muchas ocasiones, como ya lo
mencionamos, son precursores de CB.

Un punto importante en este trabajo fue la utilizacion de citologia exfoliativa para
estudiar el ADN de los pacientes. Debido a que los cambios gendémicos estan a nivel
del ADN y este se puede recopilar de cualquier célula, se eligié esta técnica sencilla, no
invasiva y econdmica para identificar los genes; ademas, es factible de ser
implementada en el consultorio y es bien aceptado por los pacientes. Las muestras
obtenidas de este modo fueron de buena calidad y permitieron resultados confiables.
Los cambios a nivel molecular ocurren antes de que puedan ser vistos clinicamente,
inclusive antes de que sean observables al microscopio (250, 251). La identificacion de
lesiones bucales con riesgo de transformacién maligna es clave para reducir la
mortalidad, morbilidad y costos de tratamiento para CB. Considerando que los individuos
con factores de riesgo, como alcohol y tabaco tienen mayor posibilidad de padecer CB
(251), en dichos pacientes, la inspeccion clinica bucal puede complementarse con
métodos accesorios para identificar lesiones precursoras o canceres iniciales (251) y
para ello consideramos a la citologia exfoliativa como una metodologia muy
prometedora ademas de sencilla.

Un aspecto relevante en la prevencion del cancer es identificar las susceptibilidades
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individuales para su desarrollo a través del perfil genémico. Este proporciona
informacién importante sobre los mecanismos que conducen al cancer, y que en ultima
instancia pueden facilitar nuevas vias para prevenir esta enfermedad. Los estudios
gendmicos rastrean indicios tempranos de carcinogénesis y permiten aprovechar este
tipo de estrategia en salud para intervenir en el desarrollo de nuevas herramientas de
prevencion y deteccion temprana del cancer (252).

Las enzimas reportadas en presente estudio, CYP1Al, GSTM1 y TP53, cuando se
presentan con sus variantes alélicas alterarian significativamente el riesgo de DPM
indicando una mayor predisposicion a padecerlos, especialmente cuando el paciente
presenta el habito de fumar. Esta informacion podria ser Gtil para establecer como
impactan estos factores de riesgo en las mencionadas patologias y sobre el CB, para
identificar los modificadores genéticos de riesgo en esta poblacién que presenta alta
tasa de mortalidad de CB.

Un aspecto relevante en la prevencion del cancer es identificar las susceptibilidades
individuales para el desarrollo de este a través del perfil genémico. Este proporciona
informacién importante sobre los mecanismos que conducen al cancer, y que en ultima
instancia pueden facilitar nuevas vias para prevenir esta enfermedad. Los estudios
gendmicos rastrean indicios tempranos de carcinogénesis y permiten aprovechar este
tipo de estrategia en salud para intervenir en el desarrollo de nuevas herramientas de
prevencion y deteccién temprana del cancer (252).Se requieren estudios mas
exhaustivos con mayor muestra poblacional para confirmar los resultados obtenidos e
incluir otros factores genéticos y ambientales que puedan estar comprometidos con el

riesgo a desarrollar DPM y CB en esta poblacion.

71



CONCLUSION

Las enzimas reportadas en presente estudio: CYP1Al, GSTM1 y TP53 alteran
significativamente el riesgo de CB y muestran una mayor predisposicién a los DPM en
nuestra poblacién y mas aun en los pacientes fumadores, aumentando ampliamente la
probabilidad de padecerlos. El conocimiento de la prevalencia y la distribucion de estos
factores susceptibilidad genética y la capacidad de poder identificar estos genotipos
susceptibles podria tener implicancias sustanciales a nivel preventivo, en particular si se
recopilan mas datos que muestren que las personas con ciertos genotipos "de riesgo"
son mas susceptibles adn a niveles bajos de exposicion a carcinégenos. Es muy posible
gue disminuyendo el habito del tabaquismo y mejorando la calidad de vida de estos
grupos susceptibles, se contribuya a disminuir el riesgo a desarrollar CB. Sin embargo,
deberian hacerse estudios mas exhaustivos con mayor muestra poblacional para
confirmar los resultados obtenidos e incluir otros factores genéticos y ambientales que
puedan estar comprometidos con el riesgo de CB en esta poblacién. Toda esa
informacién podria ser Gtil en establecer el impacto de los factores de riesgo e identificar
los modificadores genéticos de riesgo en esta poblacion.

Este estudio presenta beneficios potenciales al permitir la identificacion de
biomarcadores predictivos y grupos con mayor riesgo de cancer bucal y la
implementacion de una variedad de estrategias de atencién médica. Sin embargo, los
resultados de este estudio deben confirmarse con investigaciones adicionales que
incluyan un mayor numero de pacientes y en diferentes regiones de Argentina.

En el cancer de mamas ya existen estudios genéticos que han logrado disminuir la tasa
de mortalidad de esta patologia en paises desarrollados, actuando en forma preventiva,
detectando la mutacion de ambos genes asociados al cancer de mama hereditario o
familiar. Esta patologia es la neoplasia maligna mas frecuente y la principal causa de
muerte por cancer en mujeres en todo el mundo. En 2012, se estim6 que hubo 522 000
muertes por cancer de mama, lo que represent6 el 14,7% de todas las muertes por
cancer entre las mujeres (GLOBOCAN 2012). Existen dos copias de estos genes en
todas las células del organismo BRCA1 (gen del cancer de mama 1) o BRCA2 (gen del
cancer de mama 2). Las mujeres que heredan una mutaciéon o alteracion anémala en
alguno de estos genes (por parte de madre o padre) tienen un riesgo mayor de
desarrollar cancer de mama y cancer de ovario. La principal funcion que tiene este gen
es la de reparar las anomalias que se generan en la duplicacion del ADN durante la
divisién celular, regula el ciclo celular y evita la proliferacion incontrolada mediante el
proceso de recombinacion homdloga (RH) y, por tanto, habrd méas probabilidades de

gue la célula adquiera una capacidad de proliferacion excesiva que conduzca a la
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aparicion de un tumor (253-255). El cancer de mama tiene un fuerte componente
genético, las mujeres portadoras de la mutacion BRCAL1 tienen una probabilidad de por
vida del 57% al 65% de desarrollar cancer de mama a partir de los 35 afios, mientras
gue las portadoras del BRCAZ2 tienen una probabilidad de por vida del 45% al 49%.
Otros estudios informaron que, el riesgo de cancer de mama en una mujer aumenta
hasta 3 veces si se tiene un familiar directo afectado y hasta 10 veces si se tiene mas
de un familiar afectado por esta enfermedad (253-255).

Para averiguar si estd presente esta anomalia genética heredada, es necesario
realizar una PCR de una muestra de sangre o una citologia exfoliativa de mucosa
bucal; gracias a este estudio se redujo sustancialmente la tasa de mortalidad del
cancer de mama en muchos paises. Es por esto que detectar los polimorfismos
estudiados en este trabajo, identificando genotipos susceptibles a niveles bajos de
exposicion a carcindégenos (GSTM1 y CYP1Al) y deficiencias a nivel de la

reparacion del ADN (TP53), seria un importante avance en la prevencion del CB.
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ANEXO 1: CONSENTIMIENTO INFORMADO

INFORMACION Y FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO PARA EL
PACIENTE DEL ESTUDIO

Titulo del Estudio: POLIMORFISMOS GENETICOS COMO FACTORES DE RIESGO EN
PACIENTES CON DESORDENES POTENCIALMENTE MALIGNOS Y CANCER ORAL.

Investigadores responsables del estudio:
Dra. Ana Maria Zarate, Dr. Eduardo Piemonte, Od. Victoriano Andrés Carrica.
Numeros de teléfono: 351-155552639; 351-156740744; 351-156178071.

Se lo invita a participar de un estudio de investigacion. Este formulario describe el estudio para
ayudarlo a que decida si desea participar. Antes de decidir si desea participar en el estudio, es importante
que entienda por qué se realiza la investigacion, como se utilizara la informacion sobre usted, los posibles
beneficios, riesgos e inconvenientes que implica. Lea atentamente la informacidn de este cuestionario;
también puede leer la informacion disponible en el Ministerio de Salud (INFORMACION PARA LA
PERSONA QUE HA SIDO INVITADA A PARTICIPAR EN UNA INVESTIGACION).

Disponible en el sitio web: http://www.cba.gov.ar/vercanal.jsp?idCanal=65473.

O bien solicitar leer el protocolo de investigacion y los datos de los profesionales involucrados en
el estudio.

¢(CUALES SON LOS ANTECEDENTES Y EL OBJETIVO DEL ESTUDIO? Se solicita que
participe en este estudio porque presenta sintomas que presumen que tiene una enfermedad que es crénica
y compleja. Estas enfermedades tienen compromiso de muchas variables: clinicas, bioquimicas y socio
culturales; y en ocasiones no permiten un diagndstico temprano y/o preciso. El objetivo de este estudio es
recabar informacion que permita establecer el conjunto de variables que pueden diagnosticar con mayor
exactitud o tempranamente la enfermedad; y permitir que se establezcan las pautas adecuadas de
tratamiento (protocolos de atencién), que conduzcan a mejorar la calidad de vida de los pacientes afectados
por estas patologias.

Este estudio no esta relacionado directamente, ni afecta, al tratamiento o diagnostico que haga su
médico u odontdlogo, sélo recogerd material biolégico mediante técnicas indoloras por cepillado; datos
clinicos médicos u odontoldgicos (por examen y ficha clinica recabados por el médico u odontélogo) y
datos sobre habitos o factores considerados de riesgo (mediante encuesta). Las muestras biolégicas seran
almacenadas en condiciones adecuadas hasta su procesamiento, el tiempo que se estima es de un afio
aproximadamente. Los resultados de las muestras pueden ser utilizados con fines educativos para capacitar
a otros profesionales en la identificacién temprana de signos y sintomas de las patologias bajo estudio. A
los efectos de promocionar el beneficio directo o indirecto de participar en una investigacion, en el caso
que durante la recopilacién de los datos se advirtiera de una enfermedad severa, se le pondrd en
conocimiento, salvo que expresamente indique que prefiere no conocer acerca de ello.

En el caso en que, durante el transcurso de la investigacion, se detecten enfermedades graves, relacionadas
al campo en estudio, Ud. sera debidamente notificado y la atencion médica y los estudios para diagndstico
seran gratuitos, ya que se encuentran incluidos dentro de los protocolos de diagnostico de la Catedra de
Estomatologia “A”.

Es importante que Ud. tenga conocimiento que este Trabajo de Investigacion cuenta con un seguro SMG
Poliza n°: 424930-0.
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¢COMO SE USARAN MIS DATOS PERSONALES?

Al firmar este formulario de consentimiento informado, usted autoriza al médico del estudio y al
personal del estudio a recolectar y utilizar su informacién personal. La confidencialidad de los archivos en
los que se identifique al participante sera resguardada, asignandole un N° a cada historia clinica y encuesta
y a los datos del participante (“c6digo”), eliminando nombres y direcciones. El responsable del estudio o
cualquier persona asignada por éste tendra control de acceso al cddigo, el cual es necesario para relacionar
los datos del estudio con UD. Si se le presenta alguna duda en relacion al estudio en el que consiente
participar UD puede comunicarse con:

Od. Victoriano Andrés Carrica — Catedra de Estomatologia “A”. Facultad de Odontologia
UNC Hayas de la Torre SN. Ciudad Universitaria. Tel: 0351- 4271804.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO Y AUTORIZACION DEL PACIENTE
He recibido informacidn verbal acerca del estudio mencionado y he leido la informacion adjunta.
He tenido la posibilidad de hablar acerca del estudio y hacer preguntas. Doy mi consentimiento
voluntario para participar en el estudio. Acepto voluntariamente permitir que el personal del
estudio recopile, use y comparta mis datos de salud segln se especifica en este formulario y
autorizar el acceso por parte de cualquier persona designada por el responsable de este estudio.
Comprendo gue yo 0 mi representante legal, si corresponde, recibiremos un original firmado y
fechado de esta informacién y este formulario de consentimiento y de cualquier otra informacion
que se me proporcione. Al firmar este formulario, no renuncio a ninguno de mis derechos como
participante de la investigacion. El participante es libre de negarse a participar, o tendréa la libertad
de retirarse de la investigacion en cualquier momento.

Firma del paciente 6 Firma del padre/madre/tutor legal (si el paciente es menor de edad) Fecha y Hora de la firma

---- Nombre del paciente con letra de imprenta (manuscrito) 6 nombre del padre/madre/tutor legal (Si el paciente es
menor de edad)

Certifico que el participante mencionado anteriormente tuvo suficiente tiempo para considerar
esta informacion, tuvo oportunidad de hacer preguntas y acepto, voluntariamente, participar en
este estudio.

Nombre del investigador o persona delegada que lleva a cabo el consentimiento informado con letra de imprenta
(manuscrito) DNI y nimero de matricula del investigador o persona delegada que lleva a cabo el consentimiento
informado
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Segun la disposicion 06/2008 emitida por la Direccion Nacional de Proteccién de Datos
Personales (DNPDP), usted podria ser contactado para dar informacion sobre el proceso de
consentimiento informado.

firma

--------------------------- Nombre del testigo imparcial (si corresponde) DNI y domicilio del testigo (si
corresponde)
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ANEXO 2: Historia Clinica para registro de variables

Titulo: Polimorfismos Genéticos Como Factores De Riesgo En Pacientes Con Desordenes
Potencialmente Malignos Y Céancer Bucal

Doctorando: Od. Carrica Victoriano Andrés—Directora: Prof. Dra. Ana Zarate

FACULTAD DE ODONTOLOGIA-U.N.C.

Apellido Nombres

DNI Tipo N°: Edad: Sexo: M F Raza:

Fechay lugar de nacimiento:

Domicilio Barrio:

Localidad Cod. Post.: Tel:

Ocupacion actual:

Atendido por: Docente: Alumno:

Fechal3consulta: / / Comision:

Derivado por: Especialidad: Edad:

Motivo de la consulta:

Antecedentes de la enfermedad actual

Primer sintoma ¢,Cual? ¢ Cuando?¢; Donde?

¢,Cuando se dio cuenta que no era normal lo que sentia?

¢, Cuando decidi6é consultar?¢ A quién?

¢,Cuando hizo la primera consulta?

Consultas y tratamientos previos:

Evolucién: (especificar tiempo)




Tiempo de evolucion;

Antecedentes personales

Altura: m

Peso:

kg. indice de masa corporal(IMC): (peso/altura2)

Actividades laborales: (indagar caracteristicas ambientales y exposicion a sustancias toxicas, y duracion)

Localidades en donde vivio: Zona arsenical: Sl
NO

Consumia agua de pozo Sl NO A través de alimentos Tiempo

Exposicion solar SI  NO Motivo: ¢, Cuanto tiempo?:

Embarazo Mes Menopausia Anticonceptivos orales

Menstruacion
regular SI NO

Fecha ultima
menstruacion

Amenorrea(duracion)

Metrorragia(duracion)

Actualmente sufre alguna enfermedad

¢Cual?

Toma o ha tomado medicamentos en el Ultimo mes

¢, Cuales? (Monodroga, dosis diaria)

Se agita al caminar Sl NO Se le hinchan las piernas Sl NO
Se resfria con frecuencia Sl NO Duerme bien | NO
Enfermedades de transmisién sexual: HIV | NO

Enfermedades por hongos:

Diabetes compensada:

Diabetes descompensada:

Tipo:

Presion arterial Normal Hiper Hipo Valores habituales
Alergia Medicamentos | Anestésicos Alimentos Otros:
Asma Artritis reumatoidea Anemia Fiebre reumatica

Tratamiento Psicoldgico / Psiquiatrico

Con / sin medicacion

Alteraciones inmunolégicas

Inmunosupresion

Alteraciones hepaticas y vesiculares:

Gastritis o Ulcera gastrica:

Patologia cardiovascular:

Intervenciones quirdrgicas

Fecha de las mismas

Cancer Sl NO

¢Cual?
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¢Le hicieron biopsia? Sl NO Resultado
¢ Recibid radioterapia? Sl NO ¢ Cuando?
¢ Recibié quimioterapia? Sl NO ¢Cuando?
Otras enfermedades:
Antecedentes Hereditarios Familiares:
Padre vivo Madre viva Abuelo M Abuela M Abuelo P | Abuela P
Sl
NO (causa)
Algun familiar padece ¢, Quién?
Diabetes Tipo
Alergias A qué?
Cancer ¢,De qué localizacion original?

Otras enfermedades

Estado actual: describir lesiones en cuanto a nimero, localizacién, tamafio, forma, color, superficie,

consistencia, movilidad, etc...
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Adenopatias

Sitio

a, dolor

movilidad

adherencia
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Estudios Complementarios: Sl NO Resultados

Hemograma

Coagulograma

Orina

Diagndstico por imagenes

Micoldgico directo

Cultivo Micolégico

Citologia exfoliativa

Diagnéstico clinico presuntivo:

Diagndstico histopatoldgico:

Estadio: T N

Tratamiento:(colocar fecha, tratamiento realizado y firma del profesional)
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Nutriciéon

Alimento Veces por semana Alimento Veces por semana
Carnes rojas Pollo

Frituras Pescado

Embutidos(tipo) Pastas

Fiambres(tipo) Guisos

Copetin

Verduras de
hoja

Envasados (picadillo,
hamburguesas, salchichas)

Hortalizas

Panificacién con grasa

Frutas citricas

Frutas no
Gaseosas o
citricas
Azlcar Lacteos
Coloracién amarillenta en :paladar otro sitio No Moderada Intensa
¢ Tomavitaminas? Sl ¢, Cudles? ¢ Cuanto?
porciones semanales de vegetales y/o frutas crudos y/o cocidos
porciones semanales de alimentos fritos, asado y/o conservados en sal
Tabaco
JFuma? SI NO cHafumado? SI  NO
Cigarrillos rubios Cigarrillos negros Con filtro | Sin filtro Armado Cigarros Pipa

A qué edad comenzé a fumar?

¢,Cuantos afios fumé6?

¢éInterrumpié en algin periodo?

Periodo

Promedio diario

Estimacién parcial

Total de cigarrillos fumados (estimacion):

¢,Donde apoya el cigarrillo?

¢ Lo deja apoyado permanentemente? Sl

NO

¢;Donde fuma? Casa

Trabajo

Otros espacios cerrados

Espacios abiertos

Al despertarse, ¢cuanto tarda en fumar el primer cigarrillo del dia?:

JVive o ha vivido con un fumador? Sl

NO

¢, Cuénto tiempo?(h/d/a)
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Exposicion pre-natal:

SI NO

Exposicion en infancia: Sl NO

¢ Trabaja o ha trabajado con un fumador? SI NO

¢, Cuéanto tiempo? (h/d/a)

Alcohol

¢Acomparfia las comidas con Toma bebidas

alcoholicas?

Sl

NO

A veces

¢A qué edad comenzo6?

¢, Durante cuantos afios?

Tipo de bebida Periodo

Cantidad con comidas

Cantidad entre comidas

Total
semanal

Vino

Cerveza

Otras:

Tipo de alcoholista:

¢, Se cepilla los dientes después de tomar 2SI NO A veces

Candidiasis

Infeccion por candida  SINO

Aguda Cronica

Atrofica Vegetante

Relacionada a protesis SI NO

Localizacion:

HPV

¢ Tiene o ha tenido verrugas?
NO

Sl

¢.Dbénde?

Sospecha clinica de infeccién por HPV Sl

NO

Especificar:

Control ginecolégico SI  NO

Fecha:

Papanicolaou Sl

NO

Fecha

Consumo de drogas

¢ Cual?

¢Fuma marihuana?

NO

18 17 16 15 14

13

12 11 21

22

23 24

25 26 27 28

48 47 46 45 44

43

42 41 31

32

33 34

35 36 37 38
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Referencias del odontograma:

Color rojo: realizado

Color azul: a realizar

X: diente ausente o a extraer

S: supuracién periodontal y/o periapical A: amalgama R: resinas
MP: metal y porcelana P: porcelana M: metal MA,: _metal y
acrilico

o . Protesis Fija

D : Prétesis removible

DD: Diente defectuoso (especificar causa)

Sepsis bucal
Superior Inferior Total
N° de dientes
Promedio de indice de placa
Promedio de indice de tartaro
indice de placa en lengua . N
0: sin placa; 1: parece limpia
indice de placa en protesis superior pero sale placa; 2: placa
S S visible; 3: abundante placa
Indice de placa en prétesis inferior
Recibié tratamiento periodontal en los Ultimos diez afios Sl NO
Frecuencia de cepillado por dia Momento
Fecha de ultima consulta odontol6gica

N° de consultas en el dltimo afio: En los ultimos10afios: Promedio:
¢, Como y cuando higieniza la prétesis?

¢ Le dijeron como higienizar la prétesis? SI NO | ¢£Quién?

¢ Saca la prétesis para dormir? SI NO | Aveces

¢ Le dijeron si debia? Sacarse la protesis Dejarse la protesis puesta Nada

¢, Por qué no la saca?

Xerostomia (sensacién de boca seca)

Sl

NO

Factores traumaticos

Especificar factor y tiempo de aparicion del mismo

Diente No.

Sitio de lesién mucosa

Diente en posicion normal

en relacién a la base 6sea
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Diente aislado

no rehabilitado ni con espacios
cerrado SI/NO

Diente distal

SI/NO

Diastemas (mm)

anotar en diente distal al diastema

Diente en mal posicion

Indicar V, L/IP, M, D; O/

Resalte (mm)

Entrecruzamiento (mm)

Mordida abierta (mm)

Mordida cruzada

Borde a borde

en anteriores y posteriores

Atresia maxilar

SI/NO

Macroglosia

SI/NO

Movilidad periodontal Grado

Grados 0,1,2,3

Cusp Aguda o Redondeada

VM

VD

LPM

LPD

A: aguda, R: redondeada

Diente c/destruccién parcial

por Caries o Fractura

CoF

Altura en tercios G/M/O

angulo (a-r-o)

a: agudo, r: recto, o: obtuso

tiempo

afos/meses/dias

Obturacién/Incrustacion

Indicar V, L/P, M, D; O/l

Sobre/Subobturada

T sobreobturada; {: subobturada

Rugosidad

SI/NO
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Material

Metal colado: M, amalgama: A,
composite: C, iondbmero: |

Coronas/Puentes
A: acrilico; M: Metal; P: Porcelana
pura; PM: Porcelana y metal; AM:
Acrilico y metal

Rugosidad SI/NO

Tiempo afios/meses/dias

Dientes fracturados o filosos SI |NO

Dientes en mal posicion Sl |[NO
Especificar y describir factor

Obturaciones rugosas o filosas |SI |NO

Diastemas SI |NO

Protesis removible Sup Inf

Sitio de lesién mucosa con siglas

Completa o Parcial Completa: C, Parcial: P
CC: Cromo Cobalto, A: Acrilico, P:
Poliamida

Odont/ Técn Odontologo: O, Técnico: T

Ultimo control afios/meses/dias

Tiempo de uso afios/meses/dias

Hist. Trauma Sl NO |SI NO |Si: Pérdida de sustancia por mas de
un mes

Adaptacién SI |Reg|NO [SI |Reg|NO |Reg: desadaptacién parcial

Estabilidad Sl |Reg |NO |SI |Reg|NO |Reg: balance en plano transversal o
sagital (uno solo), No:en los dos

Retencion Sl |Reg |NO |SI |Reg|NO |Si: no se mueve nunca; Reg: al
comer; No: en cualquier momento

Sobrextension Sl |Reg |NO |SI |Reg|NO |Si: en varios sectores, Reg: en un
sector

Sl |Reg |NO |SI |Reg|NO |Si: entoda la base, Reg: en un sector

Rugosidad de base

parcial
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Rugosidad de frente

Sl

Reg

NO

Sl

Reg

NO

Si: en todo el flanco, Reg: en un
sector parcial

Retenedor traumatizante

sitio de lesién mucosa

diente No.

Colado o Forjado

Colado: C, Forjado: F

en cara V, L/P
hacia M, D
disefio

altura tercio G-M-O

Separacion del diente mm.

diente ausente: tomar referencia de
vecinos

tiempo sin diente

afios/meses/dias

Ortodoncia

Especificar dispositivo

Sitio de lesién mucosa

Fija o removible

Bracket simple

Bracket con botén

Alambre de ligadura

Arco de alambre

Ansas

Arco o barra lingual

Arco o barra transpalatina

Distancia diente-dispositivo

perpendicular cara libre hasta punto
mas alejado del diente

Tiempo

afos/meses/dias

Piercing

Especificar dispositivo

sitio de colocacion

104



dispositivo

tiempo afos/meses/dias
Habitos Especificar ubicacion
Mordisqueamiento yugal SI |NO

Mordisqueamiento labial SI |NO

Mordisqueamiento lingual SI [NO

Introduccion de cuerpo extrafio [SI |NO

Deglucion atipica disfuncional [SI |NO

Succién Sl |NO

Bruxismo SI |[NO

Respiracién bucal Sl |NO

Indentaciones Sl [NO

Otros

Calor

Bebidas calientes Mate Café Té

Cantidad por dia tazas, termos o pavas
Muy Caliente, Caliente, Tibio

Bombilla de Metal o Cafia

Comparte el mate Sl NO

Comidas calientes Sl NO
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ANEXO 3: Disefio Metodoldgico

Disefo Metodolégico \

T Consentimiento C Reglstro ) Toma de o
kstorta clinica |nformado |conograf“ co matenal fogsia

Historia Clinica

. Extraccion de
Planilla Excel

(Solo de los Casos)
Procesamiento

/ de las muestras

CONFECCION DE HISTORIA CLINICA

Se le realizé historia clinica a todos los grupos de bajo estudio.
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@~ o v B W

1
12
13
14
15
16
17
18
19

20

FIRMA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

NTIMIENTO PARA EL

Se le realiz6 la firma del consentimiento informado a todos los grupos de estudio.

ORGANIZACION DE LOS DATOS EN PLANILLAS EXCEL

A B C D E F G H | J K L
‘ ‘ Y
Nro.|Columnal Apellido y Nombre DNI |Sexo |Edad|Edad Cat| Genero | Peso Altura IMC IMC Cat
200 Co Liendo Arminda 6.242.778  F 60 0 1 78 1,6 30,4687578 i
201 DOPM Contreras Maria Estela 5.693.886 F 61 1 69 1,68 24,44727891 0
202 co Peralta Clara Rosa 7.302.596 F 83 1 1
203 DOPM Moreno Luisa 7.378.107 F 82 1 1
204 DOPM Caro Lucia del Carmen 13.680.637 F 54 0 1
205 | Candidiasis Fatala Lilia Ménica 17.012.265| F 47 0 1 86 1,7 29,75778546 1
206 DOPM Lépez Silvia 14.099.476| F 49 0 1
207 DOPM Arocas Elba 7.147.580 F 81 1 1
208 CEC Roldén Julio 7.997.384| M | 65 1 0 101,2 1,75 35,01730103 i
209 CEC Montano Luisa Elena 5.455.183 | F 64 0 1 114 1,64 42,38548483 1
211 CEC Cuello Victor Hugo 11.922.511 M 55 0 0
213 CEC Ana Maria Moro 4.887.228 F 66 1 1 53,5 1,62 20,38561194 0
215 | Adenoma p Llanos Genoveva 11.052.104| F 58 0 1 72 1,69 25,20037808 0
217 DOPM Chaves Lidia 12.331.782( F 53 0 1 83 1,58 33,24787694 1
219 DOPM Soria Rosa 12.288.304 F 57 0 1 60 1,63 23,43751224 0
221 | Pseudop Sandoval Sara Carmen 27.314.277| F 32 0 1
223 DOPM Bas Carlos Ignacio 22.314.333| ™M 41 0 0 73 1,71 25,25951557 0
225 CEC Mercado Sergio 23.416.167| M 39 0 1 102,3 1,79 31,83421241 1

Se le realizé registro de datos en todos los grupos de estudio en planillas Excel.
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REGISTRO ICONOGRAFICO

Se le realiz6 registro iconografico solo a los grupos de DPM y CB.

TOMA DE MATERIAL
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Se realiz6 citologia exfoliativa de mucosa clinicamente sana en todos los pacientes, para estudios
genéticos.

BIOPSIA'YY PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

m.,,.m?i"

ANALISIS
HISTOPATOLOGICO

Se realiz6 biopsia incisional, bajo anestesia local de todos los pacientes que presentaron lesiones
con sospecha clinica de DPM y CB.

RESULTADO DE LA BIOPSIA 05-10-16

Microscopia: Los preparados histolégicos muestran secciones de una
proliferacion de células neoplasicas epiteliales atipicas, con hipercromatismo
nuclear, figuras de mitosis atipicas y queratinizacion con formacién de perlas
corneas.

La neoplasia exhibe areas ulceradas e infiltra el corion subyacente

Diagnéstico:(CCARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS INVASOR,DE TIPO
DIFERENCIADO.
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RESULTADO DE HISTOPATOLOGICO DE LA PIEZA QUIRURGICA

MICROSCOPIA:

Las muestras de "tumor de mandibula" remitidas corresponden a una proliferacion de células neoplasicas de estirpe
epitelial, dispuestas en nidos y cordones sélidos que infiltran [a estroma. Presentan extensos signos de queratinizacion
citoplasmtica, con formacion de "perlas corneas". El material identificado como "lesién de mucosa yugal” presenta
signos de ulceracion y carcinoma In situ.

Las muestras de "hueso mandibular” presentan focos de invasion tumoral y el material de "ampliacion de margen 6seo”
se halla indemne.

Uno de los cuatro ganglios linfaticos aislados del "nivel 1" presenta compromiso metastasico.
Los dieciséis ganglios linfaticos aislados de los "niveles 2 y 3" se hallan libres de metastasis.

Diagnéstico
CARCINOMA EPIDERMOIDE BIEN QUERATINIZADO

INVASOR Y ULCERADO ("MUCOSA YUGAL" Y "MANDIBULA"). MARGENES DE RESECCION NO VALOMBLés
CON CERTEZA, DADA LA FRAGMENTACION DEL MATERIAL.

:lﬂ:gssxs EN UN GANGLIO LINFATICO DEL "VACIAMIENTO CERVICAL NIVEL 1". VER DESCRIPCION EN
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RESULTADO DEL ESTUDIO GENETICO

AG AH Al Al AK AL AM AN
3
Protesis removible desadatada TP53P | TP53G | TP53 GENOT | XPD |C1PY1 | GSTM1 Falta

o 1 1|Ge AC nonull |ento
1] 0 1/GG AA
1 0|GC AC
1 1 1|GC AC null |informe hp
0 1 1/GC AC no null
1 1 1/GC AC no null
0 1 0|CC AC no null |informe hp
0 0|GC AC
0
4] 1 1|GC cC no null hp
0 r 1
0 I 1 1lcc cC CcC null I
o 1 |
0 1 1|GC

0 1|GG AA
1 0 1/GG null

1 1/GC AC null
0 0 AA informe hp
0 1 1|GC AC null |informe hp
0 o|cc cC null |informe hp

Se le realiz6 el estudio genético a todos los grupos de estudio.
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ANEXO 4:

Sea. Prof, Den. Maria Bsa de Fermans

Directora de fa Carrera de Doctarado sn Odomoclogla
Escuslu de Pongrade

Facuttad de Odontologla-UNC

5 / o

Cordoba, 10 e Noviembre de 2020

Me dirtjo a UD 3 fin de comunicarie gue he lefdo v sprunba el borrador de tesls del Od

Victorimnao Andrés Carrica

Sin otro particular e saludo a UD sentaments

Prof, Dra. And Maria Zaestn

Directoes de |a tesis
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