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e AhR: receptores aril hidrocarburo

¢ AMC: analisis de correspondencia multiple

e APC: Sindrome de Poliposis Adenomatosa Familiar
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o BER: Escision de Base (Base Excision Repair)

e C: Citocina

e CB: Cancer bucal

e CBCE: Carcinomas bucales de células escamosas
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e CIEIS: Comité Institucional de Etica en Investigaciones de Salud
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o DPM: Desoérdenes potencialmente malignos

e DSB: rotura de doble cadena (double strand break)

e ECNT: Enfermedades Cronicas No Transmisibles

e G: Guanina

o GG-NER: NER del genoma global

e Gin: glicina

e HNC: Cancer de cabezay cuello (Head and Neck Cancer)

e HNSCC: Carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (head and neck
squamous cell carcinoma)

e HNSCC: carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (Head and Neck
Squamous Cell Carcinoma)

e HPV: Virus del Papiloma Humano

o HR: Reparacion por recombinacion homadloga

¢ |KB: proteinas inhibitorias de NFkB

¢ |KK: complejo de quinasa kB

e |L: interleucina
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¢ INF: interferones
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¢ ROS: Reactive Oxygen Species
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Plugin 3)
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Resumen

Introduccidn: Los paises de América Latina y el Caribe estan luchando por responder
al aumento de la morbilidad y mortalidad por las enfermedades no transmisibles
cronicas. Los Ministerios de Salud, en paises en vias de desarrollo como Argentina,
enfrentan grandes desafios en el cuidado de pacientes con cancer avanzado; debido a
falta de financiamiento, inequidad de recursos y servicios en la poblacién, carencia de
una atencion de salud adecuada, condicionada por factores socio-econémicos,
geograficos, étnicos, entre otros. Por esto resulta importante avanzar en investigaciones
que conduzcan a generar conocimientos en pos de la prevencion y diagnéstico
temprano del cancer. El cancer oral (CO) se caracteriza por que su prevalencia e
incidencia cambia de acuerdo al area geografica.

Objetivo: Evaluar y desarrollar modelos de predicciéon de riesgo para cancer bucal de
células escamosas (CBCE) a partir de variables genotipicas (polimorfismos de genes
individuales o de grupos de genes ya identificados o nuevos) ajustadas por variables
medio ambiente (exposicion laboral de riesgo) y habitos de riesgos (tabaco, alcohol) en
pacientes adultos.

Métodos: Se realizé un estudio transversal en 140 de CBCE, desordenes orales
potencialmente malignos (DPM) y controles. La genotipificacion de polimorfismo de
nucledtido sencillo (SNP) se realizé mediante técnicas de PCR o RFLP especificas de
alelo. Las variables fueron evaluadas por métodos estadisticos bivariados y
multivariados, estableciendo p <0.05 para significancia estadistica.

Resultados: Los analisis de correspondencia multiple mostraron que los pacientes con
CBCE estan agrupados con el alelo T de XRCC3 T241M y el alelo C de TP53 R72P,
mientras que los pacientes con PDM estan agrupados con el alelo T de NFKB-519. El
punto de corte para CBCE y DPM fue de 4.5, por lo cual puntajes mayores a los puntos
de corte establecidos tendrian mas riego de presentar CBCE/DPM

Conclusiones: nuestros resultados mostraron que el alelo C de la variante Pro72 de
TP53 esta relacionado con CBCE y DPM, mientras que el alelo T de NFKB-519 esta
relacionado con DPM en pacientes argentinos. Estos resultados coinciden con los
estudios realizados en poblaciones caucasicas; se sabe que existe una relaciéon de SNP
con distribucion geografica. Estos estudios tienen beneficios potenciales al permitir la
identificacion de biomarcadores predictivos y grupos con mayor riesgo de cancer oral y
la implementacion de una variedad de estrategias de atencion médica. Sin embargo, los
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resultados de este estudio deben confirmarse en investigaciones adicionales que
incluyan un mayor numero de pacientes y en diferentes regiones de Argentina.
Palabras clave: polimorfismo, P53 codon 72; XRCC3; XPD; NFKp; cancer oral;

desdérdenes orales potencialmente malignos; puntajes de riesgo
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Abstract

Introduction: The countries of Latin America and the Caribbean are struggling to
respond to the increase in morbidity and mortality from chronic non-communicable
diseases. The Ministries of Health, in developing countries like Argentina, face great
challenges in the care of patients with advanced cancer; due to lack of financing, inequity
of resources and services in the population, lack of adequate health care, conditioned
by socio-economic, geographical, ethnic factors, among others. For this reason, it is
important to advance in research that leads to the generation of knowledge for the
prevention and early diagnosis of cancer. Its prevalence and incidence changing
according to the geographical area characterize oral cancer.

Objective: To evaluate and develop risk prediction models for oral cancer based on
genotypic variables (polymorphisms of individual gene or of groups of genes already
identified or new) adjusted by environmental variables (occupational risk exposure) and
risk habits (tobacco, alcohol) in adult patients.

Methods: A cross-sectional study was conducted in 140 patients with oral squamous
cell carcinoma, potentially malignant oral disorders, and controls. SNP genotyping was
performed by allele-specific PCR or RFLP techniques. The variables were evaluated by
bivariate and multivariate statistical methods, establishing p <0.05 for statistical
significance.

Results: Multiple correspondence analyzes showed that patients with CBCE are
clustered with the T allele of XRCC3 T241M and the C allele of TP53 R72P, while
patients with OPDM are clustered with the T allele of NFKB-519. The cut-off point for CO
and DPM was 4.5 therefore; scores higher than the established cut-off points would have
more risk of presenting CO / DPM

Conclusions: our results showed that the C allele of the Pro72 variant of TP53 is related
to OSSC and DPM, while the T allele of NFKB-519 is related to DPM in Argentine
patients. These results coincide with the studies carried out in European populations. It
is known that there is a relationship of SNPs with geographic distribution. These studies
have potential benefits by allowing the identification of predictive biomarkers and groups
at increased risk for oral cancer and the implementation of a variety of health care
strategies. However, the results of this study should be confirmed by additional
investigations that include a greater number of patients and in different regions of
Argentina.
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Key words: P53 codon 72 polymorphism; XRCC3; XPD; NFKp; oral cancer; oral
potentially malignant disorders; prediction scores
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Introduccion
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El cancer forma parte de un gran grupo de patologias denominadas Enfermedades
Crénicas No Transmisibles (ECNT) y es considerado una de las principales causas de
muerte en el mundo. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que 7.6
millones de personas murieron durante el afio 2005 y que 84 millones moriran en los
siguientes diez afos sino se realizan acciones adecuadas (Bray et al. 2018).

Las enfermedades no transmisibles, incluido el cancer, estan superando a las
enfermedades infecciosas como la principal amenaza para la atencién de la salud en
paises de ingresos medios y bajos. Los paises de América Latina y el Caribe estan
luchando por responder al aumento de la morbilidad y mortalidad por estas
enfermedades. Los Ministerios de Salud, en paises en vias de desarrollo como
Argentina, enfrentan grandes desafios en el cuidado de pacientes con cancer avanzado;
debido a falta de financiamiento, inequidad de recursos y servicios en la poblacion,
carencia de una atencién de salud adecuada, condicionada por factores
socioeconomicos, geograficos, étnicos, entre otros. Por esto resulta importante avanzar
en investigaciones que conduzcan a generar conocimientos en pos de la prevencion y
diagnostico temprano del cancer (Goss et al. 2013).

El cancer de cabeza y cuello (HNC, del inglés Head and Neck Cancer), comprenden
neoplasias malignas que se ubican anatdmicamente por arriba de la caja toracica y por
debajo de la base craneana, incluyendo neoplasias malignas que asientan sobre las
superficies de las mucosas de cavidad bucal, faringe, laringe, senos paranasales; y
tumores provenientes de las glandulas salivales (Cohen et al. 2018).

La mayoria de los canceres que se desarrollan en la cavidad bucal son carcinomas
bucales de células escamosas (CBCE); siendo el sexto cancer mas prevalente en la
humanidad, presentando alta morbilidad y bajas tasas de supervivencia (promedio de
sobrevida de 5 afos) (Brunotto & Zarate 2012; Ferlay et al. 2012). El cancer bucal se
caracteriza por que su prevalencia e incidencia cambia de acuerdo con el area
geografica (Sarode et al. 2020).

La incidencia de CBCE en América del Sur varia de acuerdo con los registros de cada
pais y las tasas mas altas corresponden a Brasil (Curado et al. 2016). La mayoria de los
tumores son diagnosticados en estadios tardios, y casi el 30% de los casos registrados
no incluye el estadio al momento del diagndstico. En cuanto a la mortalidad en América
del Sur por CBCE, varia desde 0,72 a 6,04/100.000 habitantes (Curado et al. 2016). Se
observo una gran heterogeneidad de los registros de CBCE en sudamericanos, por lo
que las bases de datos publicas y representativas de CBCE en América del Sur son
insuficientes y desactualizadas, generando estadisticas incompletas que no reflejan el
verdadero problema de esta patologia en nuestro continente (Curado et al. 2016).
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En lo que respecta a la Provincia de Cérdoba, Argentina, segun los datos del Registro
Provincial de Tumores, el cancer bucal (CB) y de orofaringe, durante el periodo 2004-
2013 no se presentd como una localizacion frecuente, no estando dentro de los diez
tumores mas frecuentes en la poblacion cordobesa. Segun estos registros, en el periodo
anteriormente mencionado, se diagnosticaron con CB 466 mujeres, de las cuales 181
fallecieron y 1043 varones, de los cuales, 499 fallecieron (Ministerio de Salud, Gobierno
de la Provincia de Coérdoba. Registro de Tumores. 2017;
https://www.cba.gov.ar/material-de-difusion/registro-de-tumores/).

Estas patologias, en general, presentan una baja prevalencia en relacion con otras
enfermedades, pero impactan negativamente en la calidad de vida de las personas,
porque conducen a trastornos graves en la salud general y oral. Ademas, conducen a
la muerte en periodo relativamente corto de tiempo (Zarate et al. 2017).

Como es conocido, previo a una neoplasia existen lesiones que pueden desarrollar
caracteristicas malignas a futuro. Este conjunto de lesiones o condiciones previas a una
neoplasia son nombradas Desordenes potencialmente malignos (DPM) y el riesgo de
malignizacion varia segun los factores relacionados con el paciente o la lesion (Speight
et al. 2018).

Por lo tanto, el concepto de DPM, reconocido en el afio 2007 por la OMS, involucra a
las lesiones conocidas como pre-cancer, pre-malignas, entre otras. El término DPM
conceptualmente  incorpora la  posibilidad de transformacién  maligna,
independientemente a los componentes clinicos o histologicos y tiene una finalidad
predictiva de riesgo de cancer. Aunque estos DPM supongan un riesgo aumentado de
transformacion maligna, es muy dificil predecir el comportamiento de cada paciente en
forma individual (Warnakulasuriya 2020).

Dentro de los DPM el mas frecuente es la leucoplasia, a la cual le siguen otros como los
liquenes y liquenoides orales (Speight et al. 2018). Tanto CBCE y DPM presentan una
epidemiologia compleja debido a su naturaleza multifactorial, entre las cuales se
reconoce la genética (Brunotto et al. 2014).

Un gran numero de estudios basico-clinicos, en general, se orientan a reconocer
marcadores pronésticos de riesgo y/o de progresion tumoral a fin de mejorar las
acciones de prevencion, deteccion temprana y tratamiento; conociendo que los
pacientes que son tempranamente diagnosticados requieren una terapéutica menos
agresiva y presentan menor morbilidad en relacion a aquellos cuyo diagnodstico se
realiza en etapas mas avanzadas de la enfermedad. Por lo cual, la identificacion de
predisposiciones genéticas individuales para el desarrollo de cancer bucal es una
estrategia importante porque permite el desarrollo de nuevas herramientas para la
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prevencion, deteccion precoz de esta enfermedad. Los paises en desarrollo como
Argentina no tienen datos sobre la composicion genética. Las investigaciones sobre este
tema son fundamentales para aportar conocimientos que mejoren las estrategias de

prevencion y reduzcan los costes de la terapia del cancer.
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Cancer de cabeza y cuello

Epidemiologia

El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo; se estima que las muertes por
cancer en los Ultimos 10 afos han sido del 15% en paises desarrollados y de un 30%
en paises en vias de desarrollo (WHO 2013). Anualmente 11 millones de personas son
diagnosticadas con algun tipo de cancer y cerca de 7 millones de pacientes mueren por
esta patologia.

En Argentina, también el cancer es la segunda causa de muerte después de las
enfermedades cardiovasculares, con tasas comparables a Canada y Estados Unidos.
Asi mismo, existe en Argentina una variabilidad substancial entre las distintas regiones
del pais y la incidencia y tipo de cancer (Bosetti et al. 2005; Carioli et al. 2017). Las tasas
de cancer estan aumentando anualmente debido al incremento de la poblacion,
diagnésticos precoces y la exposicion a mayores factores de riesgo (WHO 2007).

Las distintas variedades de canceres parecen estar relacionadas a diferentes factores
de riesgo a las que estan expuestas las poblaciones, debido a sus habitos y entornos
de vida. Es conocido que el 95% de los canceres mas comunes estan causados por
factores ambientales y, de ellos, mas de la tercera parte estan ligados a factores
nutricionales como una de las causas principales (WHO 2007, Sarode et al. 2020).

El cancer oral se caracteriza por una evidente variacion geografica en su incidencia y
prevalencia, con una amplia diversidad en su distribucién en varias partes del mundo.
Segun los mas recientes informes de analisis disponibles de GLOBOCAN 2018 de la
OMS, en ese afio (2018) se incluyeron alrededor de 354.864 casos recién
diagnosticados de cancer de labio y cavidad oral y alrededor de 928.887 casos nuevos
de cancer de orofaringe, lo que representa alrededor del 2% y 0,5 % de todas las
neoplasias notificadas. La tasa de incidencia estandarizada por edad proyectada
mundial de cancer de labio y cavidad oral en 2018 es 4.0 por 100.000. De manera
similar, se informo una tasa de mortalidad de 177.384 en todo el mundo por cancer oral
en 2018, presenta una tasa de mortalidad estandarizada de 2 / 100.000 individuos. Por
otro lado, la incidencia estandarizada por edad y la tasa de mortalidad del cancer de
orofaringe es de 1,1y 0,57 por 100.000, respectivamente. Segun los informes globales,
la mayor proporcién de cancer oral se diagnostica en Asia (64,2%) seguida de Europa
(17,4%), América del Norte (7,6%), América Latina y el Caribe (5,6%), Africa (3,8%) y
Oceania (1,3%). Sin embargo, se observa un patrén de tasa de mortalidad ligeramente
diferente con la tasa mas alta observada en Asia (73,3%) seguida de Europa (13,6%),
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Africa (5,3%), América Latina y el Caribe (4,4%), América del Norte (2,9%). %) y
Oceania (0,56%). La ASR global de incidencia de cancer oral es consistentemente mas
alta en hombres (5,8 por 100.000) en comparacién con mujeres (2,3 por 100.000)
(GLOBOCAN 2018; Petersen 2005) (Figura 1).
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Figura 1. Incidencia de cancer a nivel mundial segun género. A. Incidencia de cancer en varones; B.
Incidencia de cancer en mujeres. Figura extraida de Petersen PE. Strengthening the prevention of oral
cancer: the WHO perspective. Community Dent Oral Epidemiol. 2005;33(6):397-399. doi:10.1111/j.1600-
0528.2005.00251.x
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Factores de riesgo

Tabaco

El habito de fumar tabaco es uno de los factores mas importantes para el desarrollo de
casi todos los canceres en el mundo (Beynon et al. 2018). El humo del cigarrillo contiene
elementos cancerigenos como: nitrosaminas, benzopirenos y aminas aromaticas. Estos
subproductos sufren alteraciones producidas por enzimas oxidativas, por lo que el
producto final se convierte en pobre en electrones y en un agente apto para ser unido
covalentemente al ADN, generando aductos (uniones relativamente estables entre un
grupo quimico adicional y alguna base nitrogenada, no asociada con la fisiologia normal)
(Kim et al. 2016). El consumo de tabaco expone al epitelio oral a radicales libres de
oxigeno y de nitrégeno. Los niveles elevados de estos radicales libres se encuentran en
lesiones denominadas precancerosas y cancerosas (Choudhari et al. 2014).

Este factor, el tabaco, en los canceres de cabeza y cuello, es muy relevante en su
desarrollo. En paises como India el tabaco es combinado con el mascado de betel
(planta cultivada en India, Indonesia y Malasia con propiedades estimulantes de saliva
y medicinales y con asociacion a la presencia de carcinomas escamosos de esofago) y
bebidas de alto tenor alcohdlico. Ademas, existen personas que fuman con la parte
encendida del cigarrillo dentro de la boca (este hecho se conoce como fumador inverso)
este habito esta relacionado con el riesgo de desarrollar cancer de paladar duro
(Galbiatti et al. 2013).

Por otra parte, estudios experimentales de induccion de carcinogénesis por 9,10-
dimetil-1,2-benzantraceno (DMBA), aplicado en el agua de bebida de los animales, de
forma topica sobre piel de los animales o bien inyectado en un érgano han permitido
estudiar el proceso de malignizacién a causa de este factor. La forma de accion del
carcinégeno DMBA, un hidrocarburo policiclico aromatico, es bien conocida. Este actua
a través de receptores aril hidrocarburo (AhR) activando el citocromo p450. EI DMBA
es oxidado generando diversos compuestos entre los cuales el 3,4 diol-1,2-epoxi es
capaz de unirse covalentemente al ADN y causar una mutacion. Esta via es similar a la

descripta para el metabolismo de la nicotina (Brunotto et al. 2006; Brunotto et al. 2009).
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Alcohol

Con relacion al alcohol se ha observado que presenta varios efectos pro-carcinégenicos
(Beynon et al. 2018), incluyendo procesos como la produccion de acetaldehido,
generacion de especies oxigeno reactivas y la interferencia de diferentes pasos en el
metabolismo del carbono. El fracaso de la transferencia de metilos producida por el
consumo de alcohol puede ser uno de los eventos importante en la carcinogénesis
(Kawakita & Matsuo 2017). Un de los efectos que produce la ingesta de alcohol es
incrementar la permeabilidad de la mucosa oral, disolviendo los lipidos componentes
del epitelio, causando atrofia epitelial y la interferencia en la sintesis y reparacién del
ADN. Por otra parte, también se ha observado que presenta genotoxicidad y efectos
mutagénicos. Su consumo cronico se ha asociado con un deterioro de la inmunidad
innata y adquirida generando una mayor susceptibilidad a las infecciones y neoplasias
(Kawakita & Matsuo 2017).

Carcinégenos Biolégicos

Entre los carcindgenos bioldgicos conocidos se pueden mencionar algunos virus como
el Virus del Papiloma Humano (VPH), considerados factores de riesgo de diferentes
tipos de cancer. La asociacion entre VPH y los canceres de cabeza y cuello fue sugerida
desde hace 30 afios. EI VPH contribuye a la carcinogénesis por dos proteinas
codificadas por éste (de la Cour et al. 2020).

Se han descrito aproximadamente 200 genotipos o "tipos" de VPH. La OMS ha definido
doce tipos de VPH como de alto riesgo y presentan un alto potencial oncogénico
(Bouvard et al. 2009). Al menos 10 de estos tipos de VPH oncogénicos (16, 18, 31, 33,
45, 51, 52, 56, 58 y 59), asi como 6 tipos de VPH de bajo riesgo (11, 32, 44, 53 y 81),
se han aislado de tumores de cabeza y cuello. Se ha identificado al VPH16 como
principal causa viral de estos tumores. Todos los papilomavirus poseen un genoma de
aproximadamente 8 kilobases que codifican 8 marcos de lectura abiertos (MLA) que
permiten la replicacion del genoma viral y el ensamblaje de particulas virales. Estos MLA
del genoma del VPH se organizan en funcién del momento de expresion con respecto
al ciclo de vida viral, reconociendo genes tempranos (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) y tardios
(L1 y L2) (Faraji et al. 2017).

Evaluaciéon de marcadores genéticos asociados a cancer oral para la prediccion de riesgo


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22
http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Maria Fernanda Galindez Costa Pagina |25

Por otra parte, se ha sugerido que la presencia de Candida esta relacionada a la
iniciacion de cancer bucal. Estudios clinicos han informado que lesiones de leucoplasia
infectadas con Candida presentaron una mayor tendencia a producir displasias; hecho
avalado por estudios experimentales en embriones de pollo que verificaron que las
infecciones epiteliales con Candida presentan mayor metaplasia y fenotipos
proliferativos (Engku et al. 2020).

La evidencia indica el mayor papel de la especie Candida en la carcinogénesis oral se
basa en el hecho de que ciertas especies tienen mayor potencial de nitrosacién. Este
hecho produce compuestos de nitrosamina que juegan un papel en el inicio de la

carcinogénesis (Sanjaya et al. 2011).

Dieta

Se conoce que los habitos dietarios y nutricionales juegan un rol relevante en el
desarrollo de diferentes tipos de neoplasmas. Particularmente, se ha establecido que
una dieta rica en frutas, vegetales, carotenoides y otras vitaminas han sido asociadas
con una reduccion de riesgo de cancer como los canceres de cabeza y cuello. Entre los
macronutrientes consumidos en la dieta los lipidos pueden incorporarse como grasas
solidas o como aceites. Los lipidos con una alta proporcién de acidos grasos saturados
son sélidos o semisélido a temperatura ambiente, en tanto los compuestos con grandes
cantidades de acidos grasos insaturados suelen ser liquidos.

La Organizacion Mundial de la Salud recomienda como limite diario de consumo de
lipidos un 15 a 30% del total de consumo energético diario y en relacion a las grasas
saturados un consumo no mayor a 10% diario del consumo energético (WHO 2007).

Carcinogénesis

La carcinogénesis es un proceso multifactorial complejo que tiene lugar cuando las
células sufren una serie de cambios genéticos, que se van acumulando, y conducen a
modificaciones geno-fenotipicas en una célula normal transformandola en maligna. En
la historia natural del desarrollo del cancer, como los observados en el tejido epitelial de
la mucosa bucal (Figura 2), los cambios que se inician en un epitelio normal lo modifican
transformandolo a un epitelio hiperplasico, displasico, carcinoma in situ y finalmente en

un carcinoma invasor (Argiris et al, 2008).
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Figura 2. Carcinogénesis oral, proceso complejo de varios pasos caracterizado por una acumulacién de
alteraciones genéticas y epigenéticas, que conducen a la inestabilidad gendmica. Figura extraida y
modificada de Argiris et al. 2008.

En este proceso se han visto multiples eventos genéticos y/o epigenéticos que alteran
a los proto-oncogenes, los genes supresores de tumores, las vias regulatorias de
funciones celulares como division celular, diferenciacion y apoptosis (Choi & Myers
2008).

Los genes supresores de tumores promueven el desarrollo de tumores cuando se
inactivan y los oncogenes promueven la formacién de tumores cuando se activan.
Cuando el proto-oncogén se altera y se activa anormalmente se convierte en un
oncogén que tiene la capacidad para promover proliferacion celular descontrolada ya
que anula los puntos de control durante el ciclo celular. Los oncogenes se pueden
clasificar segun sus funciones de la siguiente manera: (l) factores de crecimiento o
receptores de factores de crecimiento (hst-1, int-2, EGFR / erbB, c-erbB-2 / Her-2, sis);
(Il) transductores de sefial intracelular (RAS, RAF, STAT-3); (lll) factores de
transcripcion (MYC, FOS, JUN, C-MYC); (IV) reguladores del ciclo celular (ciclina D1);
y (V) los implicados en la inhibicion de la apoptosis (Bcl-2, BAX) (Choi & Myers 2008).
Por su parte los genes supresores de tumores suelen estar implicados en la regulacién
del ciclo celular, incluyendo detencién del ciclo celular y apoptosis.
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A diferencia de los oncogenes, que puede ser activado por la mutacién de solo uno de
los dos genes, los genes supresores de tumores son inactivados por cualquiera de
varios mecanismos, incluidas mutaciones puntuales y / o delecién, en uno o ambos
alelos del gen. Una vez que estos genes se inactivan, la célula escapa con fuerza al
control del ciclo celular, predisponiéndolo a un crecimiento incontrolado y divisién, que
contribuye al fenotipo maligno. Uno de los genes supresores de tumores mas estudiado
en el cancer es el p53 (Choi & Myers 2008).

El uso de técnicas moleculares para diagnosticar lesiones precancerosas y cancer oral
pueden mejorar notablemente la deteccion temprana de alteraciones que son invisibles
bajo el microscopio. Esta identificaria a los pacientes con alto riesgo de contraer la
enfermedad (Tanaka & Ishigamori 2011).

Una vez que la célula ha sufrido las modificaciones comienza la expansion clonal para
dar lugar a la formacién de un tumor. Las células hijas heredan las mutaciones de la
madre. Pero estas alteraciones genéticas no son transmitidas por un progenitor a sus
hijos, a menos que estén presentes en las células germinales, en cuyo caso estariamos
ante un sindrome hereditario de predisposicion al cancer (Greaves & Maley 2012).

Por otro lado, el hecho de heredar una mutacién patogénica en uno de los genes criticos
del cancer ya sea un oncogén o un gen supresor, no implica que el individuo vaya a
desarrollar un tumor. Se define como penetrancia genética la proporcién de individuos
de una poblacion que, presentando un determinado genotipo (mutacion en un alelo),
expresa un determinado fenotipo (en este caso cancer). Cuando todos los portadores
de la mutacion desarrollan cancer, se dice que la penetrancia es completa, y en caso
contrario incompleta, pudiendo ser mas alta o baja. Si bien la mayoria de los sindromes
de cancer familiar se deben a mutaciones en genes de alta penetrancia, principalmente
genes supresores, solamente las mutaciones de p53 (Sindrome de Li-Fraumeni) y del
gen APC (Sindrome de Poliposis Adenomatosa Familiar) presentan una penetrancia
completa (Turnbull & Hodgson 2005). La mejor forma de identificar los genes de baja

penetrancia es mediante el estudio de sus polimorfismos de nucleétido sencillo (SNP).

Un polimorfismo se define como la existencia de dos o mas formas alternativas
de un gen en una poblacion, de modo que la variante menos frecuente no pueda ser
explicada por una mutacion patogénica recurrente, para lo cual, debe estar presente en
mas del 1% de los individuos (Erichsen & Chanock 2004). Se estima que existen mas
de 10 millones de polimorfismos en el genoma humano, que aparecen con una

frecuencia relativamente alta en la poblacion, y a diferencia de las mutaciones

Evaluaciéon de marcadores genéticos asociados a cancer oral para la prediccion de riesgo



Maria Fernanda Galindez Costa Pagina |28

patogénicas, conllevan un escaso o nulo incremento del riesgo de cancer por si mismas
(Botstein & Risch 2003).

Es necesaria la concurrencia de varios polimorfismos que actuen de forma sinérgica o
de mutaciones patogénicas en otros genes o de determinadas circunstancias
ambientales para que estos modificadores tengan algun efecto sobre el desarrollo de
cancer (Gabriel 2007; Erichsen & Chanock 2004).

El cancer es una enfermedad compleja y heterogénea que surge por las interacciones
de factores genéticos y ambientales, como factores fisicoquimicos, socioculturales y tipo
de dieta, tras los cuales una célula escapa de los controles sobre su division vy
diferenciacion (Secchi et al. 2019). La base se ha establecido en el descubrimiento de
mutaciones que producen oncogenes con ganancia dominante de funcién y genes
supresores de tumores con pérdida recesiva de funcion. Ambas clases de genes
cancerosos se han identificado a través de su alteracién en las células cancerosas
humanas y animales y por la obtencién de fenotipos de cancer en modelos
experimentales (Greaves & Maley 2012).

Durante el proceso, la célula adquiere nuevas caracteristicas que determinaran el
crecimiento maligno que son autosuficiencia en las sefiales de crecimiento,
insensibilidad a la muerte celular programada (apoptosis), potencial replicativo ilimitado,
angiogénesis sostenida e invasion de tejidos y metastasis y que han sido mencionadas
como marcas distintivas del cancer (hallmarks, en inglés). (Hanahan & Weinberg 2011)
(Figura 3).
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Figura 3: Caracteristicas distintivas que adquieren las células durante la transformacién tumoral. Figura

extraida y modificada de Hanahan et al. 2011.

Para que las células adquieran todas las capacidades anteriormente descritas necesitan
de la adicion sucesiva de numerosas alteraciones genéticas y epigenéticas que aun no
han sido totalmente caracterizadas. Estas alteraciones afectan tanto a diferentes
funciones de la célula tumoral como a las células de su entorno. (Hanahan & Weinberg
2011).

En su primera publicacién cientifica, los autores Hanahan & Weinberg (2000)
propusieron que se podian reconocer seis caracteristicas distintivas del modelo de
células cancerosas, como son sefales proliferativas sostenidas en el tiempo, capacidad
de evasion de moléculas supresoras del crecimiento, resistencia a la muerte celular
(apoptosis), replicacion inmortal, induccion de angiogénesis y activacion de invasion y
metastasis.

Las caracteristicas del cancer descritas por Hanahan & Weinberg (2000; 2011) han
demostrado ser fundamentales en la comprension de los rasgos comunes del cancer y
en el disefio racional de farmacos. No exentos de criticas y con la comprension de los
diferentes aspectos de la tumorogénesis que se han enfocado mas claramente en los

ultimos anos, intentando dibujar una imagen mas organizada y actualizada de las
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caracteristicas del cancer. Con este criterio se defienieron siete caracteristicas
distintivas del cancer: crecimiento selectivo y ventaja proliferativa, respuesta al estrés
alterada que favorece la supervivencia general, vascularizacién, invasion y metastasis,
recableado metabdlico, un microambiente propicio y modulacién inmune, al tiempo que
destacamos algunas consideraciones para el futuro del campo (Hanahan & Weinberg
2011).

En la investigacion sobre prevencidén de cancer se ha avanzado en el reconocimiento
de marcas emergentes del desarrollo del cancer como destruccion de las células y la
desregulacion de los procesos generadores de energia en la célula, inestabilidad y
mutacion del genoma y procesos relacionados a la inflamaciéon. Sin embargo, en el
cancer bucal, una mayor precision de mal prondstico aun se debe avanzar mucho mas
(Sasahira et al. 2018).

Los Proto-oncogenes son genes que, en las células normales, promueven el crecimiento
y la proliferaciéon celular o inhiben la muerte celular programada (apoptosis). En un
sentido mas amplio, podrian incluirse a todos aquellos genes que inhiben procesos de
diferenciacion y los que promueven procesos como la angiogénesis, invasividad,
metastasis, etc. Las mutaciones en ellos producen una ganancia en su actividad,
pasando a denominarse oncogenes (Osborne & Tripathy 2005).

Los genes supresores de tumores son aquellos que frenan la proliferacion celular, ya
qgue regulan de forma negativa la division y el crecimiento de las células. Para que
favorezcan el desarrollo tumoral es necesario que las proteinas codificadas por ellos no
sean funcionales lo que supone que o bien se alteren los dos alelos o que la mutacion
de uno de uno de ellos dé lugar a una proteina que inactive la del alelo normal, por lo
que las alteraciones de estos genes se consideran recesivas. A su vez, se dividen en
“gatekeepers” y “caretakers”. Los primeros, estdn directamente implicados en la
regulacion de la proliferacion, diferenciacion y apoptosis celular. Cuando se produce la
pérdida de funcion, fallan los mecanismos de control y la célula adquiere una ventaja
proliferativa respecto al resto. Los genes “caretakers” en cambio, controlan la replicacion
del ADN, la transcripcion, la reparacion del ADN vy los chekpoints del ciclo celular. Estos
genes son, por tanto, los encargados de mantener la integridad del genoma (Osborne &
Tripathy 2004; Lain 2005; Ali et al. 2017)

Recientemente se determind mediante la metodologia de next-generation sequencing
que el gen TP53, uno de los genes mas mutados en el carcinoma de células escamosas
de cabeza y cuello (HNSCC del inglés Head and Neck Squamous Cell Carcinoma)
(Zarate et al. 2017; Brunotto et al. 2006; Zhou et al. 2016). TP53 promueve la detencién
del ciclo celular e inicia las vias de reparacion del ADN (Fisher 2017). Uno de los
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polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en la posicion 72 del gen TP53 genera un
derivado proteico que contiene arginina o prolina. Los estudios de cultivo celular
relacionados con las funciones celulares de este polimorfismo observaron que la
variante de arginina (R72) tiene una accién supresora sobre la transformacién maligna
y aumenta la actividad apoptoética (Zarate et al. 2017).

Los mecanismos de reparacion del ADN son esenciales para la integridad del genoma
y para prevenir el desarrollo del cancer. Varios genes estan implicados en estos
procesos, como el xeroderma pigmentoso grupo D (XPD) y el complemento cruzado de
reparacion de rayos X 3 (XRCC3). El gen XPD participa en la reparacion por escision
de nucledtidos (NER), mientras que el gen XRCC3 participa en la reparacion de roturas
de doble cadena de ADN mediante recombinacion homdloga (Brunotto et al. 2014; Yuan
et al. 2011; Santos et al. 2018; Szkandera et al. 2013; Tsai et al. 2014). Un SNP del gen
XPD se caracteriza por una variacion de nucleétidos en el codon 751, que cambia el
aminoacido lisina (Lys) a glicina (GIn), y se asocia con diferentes neoplasias (Yuan et
al. 2011; Szkandera et al. 2013). Uno de los polimorfismos mas comunes del gen
XRCC3 es una sustituciéon no conservadora de treonina (Thr) por metionina (Met) en el
codon 241 (exon 7), asociado con la sensibilidad a la radiacién del dafio en el ADN
(Santos et al. 2018).

Los procesos inflamatorios crénicos se reconocen como un sello distintivo de la
progresién de la malignidad (Diakos et al. 2014; Hannahan & Weinberg 2011). Entre los
genes implicados en los procesos inflamatorios se encuentra el factor nuclear K@
(NFKB), que participa en la regulacion de una variedad de procesos celulares que
conducen a la tumorigénesis. El haplotipo -519-C se ha asociado significativamente con
el riesgo de desarrollar cancer gastrico y cancer de cabeza y cuello (Wang et al. 2010).
Nuestra eleccion de polimorfismos se basd en un trabajo previo nuestro de meta-
analisis, en el que encontramos una asociacion con CBCE en una poblacién mundial
(Brunotto et al. 2014). Los SNP son la forma mas abundante de variacion del ADN en el
genoma humano y contribuyen a las diferencias fenotipicas. Por lo tanto, es interesante
conocer la conformacion alélica de estos SNP en sujetos con CBCE y DPM en diferentes
poblaciones, que es un recurso valioso para mapear rasgos genéticos complejos.

Una de las herramientas mas valiosas para la prevencion y el diagnéstico precoz es el
reconocimiento de los riesgos poblacionales e individuales, que depende de la
disponibilidad de estrategias metodolégicas para identificar perfiles genotipicos y
fenotipicos en la poblacion y, por lo tanto, predecir los riesgos de enfermarse (Li et al.
2018).
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Hasta donde se conoce, no hay datos genéticos sobre estos SNP en la ciudad de
Cérdoba, Argentina, excepto el SNP del codén 72 TP53 (Zarate et al. 2017).

Proteina supresora de tumores: TP53

Entre los genes supresores de tumores se puede mencionar a la proteina TP53. El tipo
salvaje de la proteina TP53 es un potente inhibidor de la progresién del ciclo celular,
regula el crecimiento y la apoptosis de células cuyo ADN ha sido dafiado por agentes
del medio ambiente. Al respecto, se sabe que la proteina TP53 es esencial para regular
el ciclo celular y es capaz de detener el ciclo en la etapa G1 de células. Este gen se
encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 17 humano, y codifica para
fosfoproteinas, elementos claves en el control del ciclo celular (Batchelor et al. 2009).
La forma activa de la proteina TP53 es un tetramero de unidades idénticas. La
importancia de la proteina TP53 es la elevada incidencia de su mutacién encontrandose
esta forma en el 50% de los canceres estudiados. Esta mutacion estructural produce
una inactivacion de su tipo salvaje, ya que interrumpe su normal funcionamiento y puede
contribuir a la malignidad de los tumores (Liu et al. 2015).

En la década de los ‘80 se demostré6 mediante técnica de marcacién que la proteina
TP53 se localiza preferentemente en el citoplasma en la mayoria de las células
normales, mientras que en las células transformadas o con un rapido crecimiento la
inmuno-marcacion de la misma se incrementa en el nucleo celular. La proteina TP53 se
encuentra estrechamente asociada a la proteina MDM2, que actua como regulador
negativo de la TP53. La MDM2 es una ubiquitina ligasa E3, la cual junto con la proteina
p300, “co-activador transcripcional”, degradan a la TP53 por ubiquitinacion y procesos
dependientes de proteosomas (Olivier et al. 2004). Por otra parte, la proteina TP53 es
esencial para el punto de control que detiene en G1 las células con ADN dafiado (Figura
4).

El gen supresor de tumores TP53 tiene un rol clave en las respuestas al estrés celular,
con el fin de preservar la estabilidad del genoma. Esta funcién la cumple a través de
mecanismos transcripcionales y no transcripcionales que regulan procesos como la
apoptosis, la autofagia, la progresion del ciclo celular, la senescencia, reparacion del
ADN y el metabolismo celular. Universalmente es reconocido como un marcador de los
canceres humanos cuando se encuentra mutado (Brunotto et al. 2006; Brunotto et al.
2009; Zarate et al. 2013; Liu et al. 2016).

La proteina TP53 es un factor de transcripcion que promueve la sintesis de proteinas

como la p21, que inhibe el crecimiento celular o induce la muerte por apoptosis. Este

Evaluaciéon de marcadores genéticos asociados a cancer oral para la prediccion de riesgo


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22
http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22
http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22
http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22
http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22
http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Maria Fernanda Galindez Costa Pagina |33

factor de transcripcion responde a estimulos genotoxicos y transcribe genes de union
especifica a secuencias de ADN que detienen el ciclo celular. En el caso particular de
la proteina TP53, si la misma se encuentra mutada no produce la detencién del ciclo

celular, generando un acumulo de células anormales (Comel et al. 2014).

Sitio de fosforilacién

Sitio acetilacion

Figura 4. Representacion esquematica y 3D de la proteina TP53 y su localizacién en el cromosoma 17
(arriba izqg.). Figura extraida y modificada del sitio de la IARC-agencia internacional para la investigacion
del Cancer de la Organizacién Mundial de la Salud: http://p53.fr/TP53_publications/publications.html

La proteina TP53 normal actia como una potente barrera contra el cancer. Las
mutaciones TP53 en tumores, que en general son sustituciones de un solo nucleétido
de una secuencia codificante, son un sello distintivo de la mayoria de los canceres
humanos y causan defectos dramaticos en la funcion de esta proteina. En general, se
espera que solo una pequena fraccion de las mas de 200 variaciones de secuencia de
origen natural (polimorfismos de un solo nucleétido, SNP) de TP53 en poblaciones
humanas provoquen impactos negativos en la funcién de ésta de alli que resulta
importante el conocimiento de las diferentes frecuencias de SNP en diferentes
poblaciones mundiales (Whibley et al. 2009)

Reparacion del ADN

Segun la teoria Darwiniana la supervivencia de una especie puede aumentar gracias a
cambios genéticos favorables en el proceso de selecciéon natural, sin embargo, la
supervivencia de cada individuo en particular requiere una estabilidad genética (Nadeau

2001).
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La diversidad genética en la linea germinal es esencial para permitir la seleccion de la
aptitud genética, basada en dicha teoria de evolucién, sin embardo dichas mutaciones
permiten también el aumento de riesgo de enfermedades hereditarias o predisposicion
a tales enfermedades. Ademas, las mutaciones en las células somaticas pueden tener
numerosas consecuencias fenotipicas, de los cuales el cancer es quizas el mas grave.
La exposicion a diferentes factores del medio ambiente o incluso del medio intracelular
puede originar danos al ADN, asi como también mutaciones que provienen de errores
espontaneos durante la replicacion del material genético (Friedberg 2016).

Para evitarlo, existen mecanismos extremadamente precisos de replicacién del ADN,
asi como también mecanismos que se encargan de reparen las lesiones que se
producen en él constantemente por agentes externos. Las enzimas reparadoras de ADN
supervisan continuamente los cromosomas para corregir los dafios en los nucledtidos
producidos por factores ambientales como la radiacion solar ultravioleta, radiaciones
ionizantes o el humo del tabaco; productos del metabolismo celular normal como el agua
oxigenada, las moléculas de oxigeno reactivas y ciertos metabolitos que actuan como
agentes alquilantes; o la desaminacion espontanea (Friedberg 2016).

Se conocen diferentes mecanismos de reparacion de ADN como son Reversion Directa,
Reparacion por Escision de Base (BER, del inglés Base Excision Repair) (Abbots &
Wilson 2017), los de reparacion por escision de nucleétido (NER, del inglés Nucleotide
Excision Repair) y la reparacion por ruptura de la doble cadena de ADN por
Recombinacion de Extremos No Homodlogos o Recombinacion Homologa (HR)

(Kolodner 2016) como lo muestra la Figura 5 (Hoeijmakers 2001).
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Figura 5. Agentes de dafio al ADN, mecanismos de reparacion y consecuencias. (6-4) PP: pirimidina- (6,4)

—pirimidona; CPD: pirimidina de ciclobutano. Figura extraida y modificada de Hoeijmakers 2001.
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Reparacion por escision de base (BER)

En la célula eucariota humana, el mecanismo de reparacion de ADN conocido como
BER, se basa en tres puntos que son reconocimiento del dafio, escision de la base
dafiada y nueva sintesis de ADN libre de errores. Muchos de los genes involucrados en
BER estan altamente conservados desde bacterias hasta humanos indicando que el
mismo es una via de reparacion fundamental en la mayoria de los organismos vivos.
Este mecanismo de reparacion (BER) esta especializado en reparar bases Unicas
dafiadas por pequefias modificaciones quimicas como son la oxidacion por alquilacion
y dafio por desaminacién. En general, las modificaciones de base son pro-mutagénicas
y / o citotoxicas, dependiendo de cémo interfieran con la funcion del ADN durante la
replicacion y transcripcion. El proceso BER inicia con una enzima ADN glicosilasa
especifica para el reconocimiento de dafo de ADN y eliminacién de la base dafada.
Aunque cada enzima ADN glicosilasa tiene una estructura distinta y especificidad ara
cada sustrato, todas las glicosilasas comparten el modo de accion para el
reconocimiento de dafios que involucra los siguientes pasos: 1) quitar hacia afuera de
la hélice la base dafada, catalizar la escisién de un enlace N-glicosidico, liberar una
base libre y crear un sitio a basico (sitio apurinico / apirimidinico o sitio AP) (Lee & Kang
2019) (Figura 6).

Reparacion por escision de nucleétidos (NER)

El proceso NER es reconocido por ser una via de reparacién unica en humanos que
permite la eliminacién de las foto-lesiones producidas por los rayos UV. Estas
radiaciones generan la formacién de un dimero de pirimidina de ciclobutano (CPD),
lesion no voluminosa y un producto de pirimidina- (6,4) -pirimidona (6-4PP), lesion
voluminosa. Ademas, también elimina de forma eficiente una gama extremadamente
amplia de lesiones de ADN estructuralmente no relacionadas, incluidos aductos
quimicos de gran tamafio o voluminosos, y reticulaciones intracadenas (Figura 6)
(Lee & Kang 2019).
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Figura 6. Mecanismos de reparacion por dafio de ADN causado por especies reactivas de oxigeno (ROS).
GG-NER: NER del genoma global; TC-NER: NER acoplado a la transcripcion. Figura extraida y modificada
de Lee and Kang 2019.

Los mecanismos NER estan relacionados a dos sub-rutas: una denominada NER del
genoma global (GG-NER); y otra NER acoplado a la transcripcion (TC-NER). La primera
via es responsable de eliminar las lesiones en todo el genoma, mientras que la segunda
es para aquellas en la cadena de transcripcion de genes activos (Scrima et al. 2008;
Lans et al. 2019). La verificacion y reparacion del dafo del ADN por NER puede
realizarse a través de: a) XPA (Xeroderma pigmentosum, grupo de complementacion A)
gue reconoce nucleétidos modificados en la hebra dafiada y, en consecuencia, facilita
el reclutamiento del factor de transcripcion FIIH (TFIIH), incluyendo XPD (Xeroderma
pigmentosum, grupo de complementacion D), XPB (Xeroderma pigmentosum, grupo de
complementacion B), y subunidades TTDA y p62 (Borsos et al. 2020).

Reparacion por recombinacion homoéloga (HR)
El mecanismo de recombinacion homéloga (HR) implica el intercambio de informacion

entre regiones homoélogas del genoma; y resulta importante cuando se ha dafiado la
doble cadena de ADN, asi como también es fundamental para la preservacion de las
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horquillas de replicacion, para el mantenimiento de los telémeros y la segregacion
cromosomica en la meiosis (San Filippo et al. 2008).

En este proceso se acercan los dos cromosomas homologos y se utiliza la region sin
dafios del homdélogo como molde para sustituir la region dafiada del cromosoma roto.
Este se inicia mediante la adhesion a los extremos de la cadena de ADN de varias
proteinas, fundamentalmente el complejo MRN, formado por MRE11, RAD50 y NSB1,
y con actividad exonucleasa, que expone los bordes y afiade unas colas de cadena
simple en sentido 3°. La recombinasa RAD51 induce entonces la union a las moléculas
de ADN homologas. La union de RAD51 a la cadena simple de ADN (ssADN) esta
favorecida y regulada por su interaccion con BRCA2 y catalizada por multiples proteinas,
como XRCC2, XRCC3, y varias isoformas de RAD51, capaces de encontrar secuencias
homologas en todo el genoma y catalizar la reaccion de intercambio formando dos
“loops” o anillos en la cadena de ADN. Una vez que estos anillos se forman, la enzima
ADN sintetasa copia la cadena molde y repara el dafio. (Joseph San Filippo 2008,
Hoeijmakers 2001) (Figura 7).

Para promover la invasién de hebras en secuencia homologa, la exonucleasa 58-38 del
complejo RAD50/ MRE11/ NBS1 expone tanto 38 timina como 30 (I) RPA facilita el
montaje de RAD51 filamento de nucleoproteina que incluye proteinas que actuan con
RAD51, XRCC3. Asi RAD52 estimula el filamento montaje (ll) Luego se utiliza la copia
intacta de la doble hebra para copiar adecuadamente los extremos rotos atreves de la
sintesis del ADN y con ello se repara el dafio (lll). Quedan ambas cadenas reparadas
(IV) (Hoeijmakers 2001).
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Figura 7. Mecanismo de reparacion de ADN por recombinacion homéloga. Figura extraida y modificada de

Hoeijmakers 2001.

Gen Xeroderma Pigmentoso D (XPD)

El gen XPD (Xeroderma Pigmentoso D), también denominado ERCC2, es un gen de
54.3kb, localizado en 19q13.32. Codifica una helicasa de 760 aminoacidos, que forma
parte del complejo TFHIIH (Factor de transcripcion HIIH). Esta enzima helicasa es
dependiente de ATP y abre la hélice de ADN en sentido 5- 3’ para que se inicie el
proceso de transcripcion (por RNA polimerasa Il) o la reparacion del ADN por escision
de nucleétidos (NER) (Fan Wang 2008).

Las mutaciones estudiadas en el gen XPD pueden conducir a sindromes con
predisposicion al cancer o sindromes que cursan con progeria, como es el caso del
Xeroderma Pigmentoso, el Sindrome de Cockayne o la Tricotiodistrofia (Lehmann
2003).

Ademas de estas mutaciones se conocen multiples polimorfismos en dicho gen. Varios
de estos cambios genéticos se localizan en regiones no codificantes, por lo cual no
produce dafio alguno, sin embargo, hay otros cambios que se expresan en regiones
codificantes (exones) y que traen como consecuencia una modificacion conformacional

de la proteina. (Monaco et al. 2009).
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Uno de los polimorfismos ubicado en el codén 751 genera un cambio de un aminoacido
Lisina (Lys) por un aminoacido Glutamina (GIn); generando un cambio conformacional
en el extremo carboxilo terminal de la proteina, al que en condiciones normales se une
p44, proteina responsable de activar su funcion helicasa de XPD dentro del complejo
TFIIH (Clarkson & Wood 2005; Monaco et al. 2009). Si bien esta alteracién no elimina
por completo la actividad de XPD, si disminuye de manera importante su actividad,
comprometiendo la reparaciéon del ADN; a causa de este hecho las células son mas
sensibles a las lesiones inducidas por exposicion a factores como los rayos UV ente
otros. Esta variante polimérfica esta presente en aproximadamente el 30-40% de la
poblacion general (Clarkson & Wood 2005) (Figura 8).
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Figura 8: Estructura del gen XPD. En la parte superior del esquema, se muestran las mutaciones han sido
asociadas so6lo con XP (cuadros negros) y con XP y Sindrome de Cockayne (cuadros rojos). En la parte
inferior, se muestran las mutaciones asociadas a TTD. Los cuadros verdes muestran los SNP’s que implican
cambios funcionales. Los nimeros romanos I-VI sefalan los siete dominios con actividad helicasa. Figura
extraida de Clarkson and Wood 2005.

Complementacion cruzada de reparacion de rayos X Grupo 3
(XRCC3)

XRCC3 es uno, de un grupo de genes originalmente identificados por su capacidad para
complementar ciertas lineas celulares de roedores mutados por hipersensibilidad a la
radiacion ionizante y otros agentes que dafan el ADN, por lo que se lo denominé
"complemento cruzado de reparacion de rayos X" (XRCC) (Brenneman et al. 2000). Mas

recientemente dicho gen, ha sido clonado, secuenciado y se ha encontrado que tiene
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homologia de secuencia con el gen de reparacion y recombinaciéon homéloga RAD51
(Brenneman et al. 2000).

El gen XRCC3 (del inglés X-ray repair cross complementation Group 3) se localiza en
14932.33 y estructuralmente es similar a RAD51, con el que interactia y juega un papel
clave en la reparacion de roturas de doble cadena de ADN (DSB) por el mecanismo de
recombinacion homaéloga (Schild et al. 2000). XRCC3 regula la activacion de RAD51 y
juntos coordinan la progresion de la horquilla de replicacion durante el recorrido de
hebras en la sintesis para la conservacion genética (Henry-Mowatt et al. 2003; Forget
et al. 2004) (Figura 9).

Cromosoma 14 @233
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Proteina XRCC3

Figura 9. Estructura del gen y proteina XRCC3. Figura extraida y modificada de Gresner et al. 2020.

Las células con mutaciones del gen XRCC3, presentan una gran sensibilidad a las
radiaciones ionizantes, asi como a los agentes alquilantes (Forget et al. 2004). La
sustitucion de Citosina (C) por Timina (T) en posicién 18067 (exon 7) de XRCC3 se
traduce en el cambio de Thronina (Thr) por Metionina (Met) en el codén 241. Este
cambio elimina un sitio de fosforilacién de la proteina, impidiendo la interaccion de
XRCC3 con otros elementos de la via de reparacion de ruptura de la doble cadena y
alterando la capacidad de reparacion celular (Matullo et al. 2001). Segun los distintos
estudios, la frecuencia del alelo Met en la poblacion general oscila entre el 22 y el 44%
de la poblacion general (Krupa et al. 2009).

A pesar de que se han identificado varios polimorfismos en XRCC3, Thr241Met es

probablemente el mas estudiado de ellos, debido a su relativamente alta frecuencia en
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la poblacion general y a que ha podido establecerse su significado biologico. (Krupa et
al. 2009, Zhan et al. 2013).

Factor de transcripcién nuclear B (NF-kB)

Este gen codifica una proteina de 105 kDa que puede sufrir un procesamiento co-
traduccional del proteasoma 26S para generar una proteina de 50 kDa. La proteina de
105 kDa es un inhibidor especifico de transcripcion y la de 50 kDa es una subunidad de
unién a ADN del complejo proteico NF-kB.

NF-kB es un factor de transcripcion que es activado por diversos estimulos intra- y
extracelulares, tales como citoquinas, radicales libres de oxigeno, radiacién UV y
productos bacterianos y virales. El complejo NF-kB activado es traslocado al nucleo
celular y estimula la expresion de genes implicados en una amplia variedad de procesos
biolégicos. Una activacion inapropiada de NF-kB se ha asociado con un cierto niumero
de enfermedades inflamatorias, mientras que una inhibicién persistente de NF-kB
conduce a un desarrollo incorrecto de células del sistema inmune o un retraso en
el crecimiento celular.

El factor de trascripcion nuclear Kappa B (NFKB) fue descrito por primera vez en 1986
y desde entonces fue tema de investigacion debido a sus mecanismos de regulacion y
Su accion sobre las vias inflamatorias y reguladoras de muerte célula (Escarcega et al.
2007).

EI NFKB es una familia de siete factores de transcripcion relacionados estructuralmente,
que desempefian un papel central en el crecimiento cardiovascular, la respuesta al
estrés, e inflamacion, controlando la expresion de la red de genes. Este se encuentra
en el citoplasma unido a proteinas inhibitorias (IKB), las cuales después de un estimulo
adecuado (estrés oxidativo, luz ultravioleta, liposacaridos bacterianos, virus, etc.) son
fosforiladas, ubiquitinizadas y degradadas por el proteosoma, permitiendo asi la
liberacion del NFKB, que se transloca al nucleo donde regula la trascripcion de genes
dianas (Gilmore 2006).

Las vias de activacion mas estudiadas del NFKB son dos, las denominadas canodnicas
o clasicas y las vias alternativas, respectivamente. El paso normativo ascendente comun
en ambas vias es la activacion de un complejo de quinasa IkB (IKK), que consta de
subunidades de quinasa catalitica (IKKa y / o IKKb) y una proteina de deteccion de
andamio llamada NF-kB modulador esencial lamado NEMO. Como tal, la activacion de
los dimeros NF-kB es el resultado de fosforilacion mediada por IKK degradacion

inducida del inhibidor kB, que permite que los dimeros NF-kB entren en el nucleo y
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activen la expresion de genes diana especificos (TD Gilmore 2006). Los genes
regulados por el NFKB incluyen los que codifican para interleucina (IL) 2. IL6, IL8, el
receptor de IL2, TNF, INF, entre otros, los que participan activamente en el proceso
inflamatorio (Escarcega 2007; Echeverri et al. 2008).

Recientemente, diversos autores han descrito el papel del NFKB en la inhibicién de la
apoptosis o muerte celular programada, la cual se lleva a cabo a través de la secrecién
de una serie de proteinas “provida celular” y anti apoptdticas, las cuales perpetuan el
ciclo celular. Por lo tanto, al ser una via ligada a la inflamacion, los factores que influyen
sobre ésta también lo hacen en la vida de las diferentes células. Como resultado, la
inflamacion cronica y la sobreestimulacion del NFKB logran causar desarrollo y
crecimiento celular incontrolado (Escarcega 2010).

En general, el NFKB actua como antagonista de los supresores tumorales p53, basado
en su habilidad para promover la sobrevida celular, inhibir muerte celular programada y
estimular la proliferacion celular. Actualmente se acepta que el control de la respuesta
inflamatoria esta directamente relacionado con el control de la sobrevida celular, a través
de la transcripcion de proteinas anti-apoptoéticas que a su vez conllevan proliferacion
celular incrementada y crecimiento tumoral. Multiples informes en las ultimas décadas
indican que la inflamacion cronica y la subsecuente activacion del NFKB puede producir
tumorogénesis (Slomiany & Solimiany 2018).

La variante mutada del gen de NFKB-519T puede presentar una expresion de proteina
IkB mas baja lo que daria lugar a una sobre activaciéon de la proteina de NFKB y como
consecuencia una perpetuacion de la célula en el ciclo, dando lugar al crecimiento y

desarrollo celular descontrolado (Shao-Cong Sun 2017).
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Figura 10. Regulacion de NFKB1 p105 / p50 de la expresion génica en el cancer. Después de una
estimulacion inflamatoria, IKK funciona como el activador clave de la via de sefalizacion NFKB1.
Fosforilaciéon y ubiquitinacion de | B libera dimeros p50: p65 que pueden impulsar la transcripcion de
promotores de tumores genes inflamatorios y genes anti-apoptoéticos y proliferativos. La fosforilacion de p50
en el sitio S329 altera la union del dimero p50: p65 al ADN, disminuyendo la expresion de Bcl-xL, lo que
conduce a un aumento de la apoptosis, obstaculizar la progresion del cancer. La fosforilacion y
ubiquitinacién de p105 conduce a su procesamiento por el Proteasoma 26S, que libera homodimeros p50.
El complejo p50: p50: HDAC1 reprime la promocion de tumores la expresion de genes inflamatorios
actuando, asi como un complejo supresor de tumores, mientras que los homodimeros p50 en complejo con
Bcl-3 0 BAG-1 puede impulsar la proliferacion. En macréfagos, homodimero p50 aberrante la represion de
CXCL10 e IL-12 conduce a una polarizacién M1 alterada. Mientras que p50: p50 represion de los
mediadores proinflamatorios y proliferativos también pueden promover la supresiéon de tumores. Figura
extraida y modificada de Concetti & Wilson 2018.
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Relacioén entre los polimorfismos seleccionados

Como anteriormente se menciond la proteina TP53 es el guardian del genoma ya que
es capaz de identificar el dafio al ADN y actuar para subsanar el mismo. Por lo cual esta
proteina activa mecanismos de reparacion de ADN como antes se mencioné o bien
conduce a las células a apoptosis (Bieging et al. 2014) (Figura 11).

Por ofra parte, esta ampliamente documentado que la inflamacion cronica esta
relacionada al desarrollo de tumores. Por lo cual proteinas el factor nuclear kB (NF-kB),
un factor de transcripcion que es esencial para las respuestas inflamatorias, y es una de
las moléculas mas importantes que vinculan la inflamacién crénica con el cancer. La
activacion de NF-kB influye sobre genes pro-proliferativos y antiapoptéticos y afecta a
muchas vias de sefalizacion, incluidas las que involucran a STAT3, AP1, factores
reguladores de interferon, NRF2, Notch, WNT-(3- catenina y p53 (Taniguchi et al. 2018)

_(, Dafio del ADN

"

\7

ATM y/o ATR

CHK1 y/o CHK2

W ) ® -

Detencion del Reparacion . Apoptosis | Senescencia
Ciclo celular del ADN :

Figura 11. Activacién y respuesta de p53. La fosforilacién de p53 ocurre en varios sitios, particularmente
en el extremo amino, como en las serinas 15 y 20. MDM2 y MDM4, reguladores negativos de p53, se unen

a los dominios de activacion transcripcional de p53. Figura extraida y modificada de Bieging et al. 2014.
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Hipotesis

La evaluacion de los caracteres genotipicos (polimorfismos) de los pacientes con cancer
bucal nos permitira el desarrollo de un modelo de predicciéon de riesgo con el fin de

mejorar su prevencion, diagndstico y tratamiento.
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Objetivos

Objetivo General

Evaluar y desarrollar modelos de prediccion de riesgo para cancer bucal a partir de
variables genotipicas (polimorfismos de genes individuales o de grupos de genes ya
identificados o nuevos) ajustadas por variables medio ambiente (exposicion laboral de

riesgo) y habitos de riesgos (tabaco, alcohol) en pacientes adultos.

Objetivos Especificos

1. Determinar patrones de biomarcadores genotipicos polimoérficos individuales y
poblacionales mediante técnicas alelo especifico y/o de secuenciacion ajustados por
variables de género, de habitos y de medio ambiente en la construccion de modelos
de prediccion de riesgo de carcinomas bucales y desoérdenes potencialmente
malignos de la mucosa bucal en pacientes adultos.

2. Evaluar la especificidad y sensibilidad de los modelos construidos con las variables
analizadas de las distintas patologias en estudio para la prediccion de la condicion
de enfermedad, mediante la comparaciéon de tasas de error de mala clasificacion
estimadas por validaciéon cruzada y del area bajo la curva ROC.

3. Construir un algoritmo de puntuaciones -scores- de factores de riesgo para
pacientes adultos con carcinomas bucales y desérdenes potencialmente malignos.
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Materiales y Métodos
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Aspectos éticos

Este estudio se realizé de acuerdo con la declaracién de Helsinki y fue aprobado por el
Comité de Investigacion y Etica del Ministerio de Salud de la provincia de Cérdoba (No.
1379-http://www.cba.gov.ar / listado-de-investigaciones-registradas /) y de la Facultad
de Odontologia UNC (ODO CAI-CIEIS N° 16T, libro de actas N°101 con fecha 09 de
mayo de 2017); todos los pacientes firmaron los formularios de consentimiento

informado (Anexo 1).

Disefno y pacientes

Se disefid un estudio transversal de 38 sujetos controles, 41 pacientes con CBCE y 61
pacientes con DPM, de ambos sexos, con edades comprendidas entre 36 y 80 afos,
que concurrieron por demanda espontanea a la Catedra A de Estomatologia de la
Facultad de Odontologia, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina, entre los afos
2014 y 2018. El tamafio de la muestra se relaciona con el numero de pacientes
atendidos en este servicio, que en promedio registra 6 y 10 pacientes por afio con CBCE

y DPM, respectivamente (Piemonte et al. 2009).

Los controles seleccionados y los pacientes con DPM / CBCE presentaron
caracteristicas biodemograficas similares como rango de edad, sexo y regién
geografica, asi como la ausencia de patologias neoplasicas.

Los criterios de exclusion de este estudio fueron: pacientes que hubieran sido tratados
con corticoides o quimioterapia; pacientes con antecedentes de diagndstico de otros
canceres; pacientes con enfermedades sistémicas como las inmunolégicas; pacientes
que fuesen alcohdlicos cronicos; pacientes consumidores de drogas y pacientes con

infeccion de VPH (Virus Papilloma Humano).

Los datos clinicos, genéticos y ambientales se registraron en una sola historia clinica
siguiendo protocolos propios (Zarate et al. 2013; Secchi et al. 2015; Secchi et al. 2019).
Se les pregunto a los pacientes sobre estilo de vida, edad, género, lugar de origen,
habito de fumar y alcohol. Las variables fueron categorizadas segun trabajos publicados
propios (Secchi et al. 2019). Ademas, se les realizé un examen clinico de la cavidad

bucal mediante inspeccion visual y palpacién de la mucosa oral.
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Se constituyeron tres grupos de estudio:

a) Carcinoma Bucal de Células Escamosas (CBCE): pacientes con diagnédstico de
carcinoma oral de células escamosas de acuerdo con los criterios CIE-10 C06-CO06;

b) Desoérdenes Orles Potencialmente Malignos (DPM): segun los criterios descritos por
Warnakulasuriya et al. 2009.

c) Control: pacientes con lesiones orales distintas de CBCE / DPM. Los controles fueron
pacientes que concurrieron al mismo lugar de atencion que los casos por razones no

relacionadas con el cancer o las lesiones precancerosas.

Aislamiento de ADN y genotipado

Las muestras de mucosa bucal normal, corroboradas por la tincién de Papanicolaou
(Anexo 2), se obtuvieron mediante cepillado y se almacenaron en tubos Eppendorf
estériles a -30°C (Anexo 2). ElI ADN se aislé como se describié previamente por Zarate
et al. 2013.

Se us6 ADN genodmico para realizar la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del
inglés Polimerase Chain Reaction) y Polimorfismos de longitud de Fragmentos de
Restriccion (RFLP del inglés restriction fragment length polymerase) especificas de
alelo. Los polimorfismos TP53 R72P, XPD Lys751GIn, XRCC3 T241M y NFKB1 -519
C> T se analizaron después de la amplificacién por PCR en geles de agarosa al 3%.
Los polimorfismos de TP53 R72P (rs 1042522; G> C) se analizaron usando los
cebadores 5-GCCAGAGGCTGCTCCCCC-3" y 5'-CGTGCAAGTCACAGACTT-3" para
Proline (177 pb) o 5-TCCCCCTTGCCGTCCCAA-3" y 5-CTGGTCCCGG- 3" para
Arginina (141 pb). Para los polimorfismos XPD Lys751GIn rs13181, XPD se amplificé
por PCR wusando Ilos cebadores 5-TCAAACATCCTGTCCCTACT-3" y 5'-
CTGCGATTAAAGGCTGTGGA-3". El producto de PCR XPD (344 pb) se digirié con Pstl
a 37 ° C durante 3 h, y los polimorfismos se determinaron como AA (234 y 110 pb), AC
(234,171,110 y 63 pb) 0 CC (171, 110 y 63 pb). Para los polimorfismos XRCC3 T241M
rs861539, XRCC3 se amplifico por PCR usando los cebadores 5'-
GGTCGAGTGACAGTCCAAAC-3" y 5-TGCAACGGCTGAGGGTCTT-3". El producto
de PCR XRCC3 (455 pb) se digirié con Nlalll a 37 ° C durante 3 h, y los polimorfismos
se determinaron como CC (315 y 140 pb), CT (315, 210, 140y 105 pb) o TT (210, 140
y 105 pb). Para los polimorfismos NFKB1-519 rs 2233408 C/ T, NFKB1 se amplificd por
PCR utilizando los cebadores 5-GCTTTCACAACTTCTACCTG-3° vy 5'-
AGAGTGGAAATGATGGCTG-3'. El producto de PCR NFKB1 (188 pb) se digirié con
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Mnll a 37 ° C durante 6 h, y los polimorfismos se determinaron como CC (188 pb) o CT
y TT (121 y 67 pb) (Anexo 3).

No fue posible determinar todos los polimorfismos en todos los sujetos. Se muestra un
gel representativo en la Figura 13 para cada polimorfismo.

La PCR se obtuvo en un volumen final de 50 pl. La amplificacion por PCR se realiz6 en
el termociclador iCycler de BioRad, utilizando el siguiente protocolo: 5 minutos a 95°C,
30 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C -55°C dependiendo del SNP, y 45 segundos
a 72°C durante 35 ciclos, con 5 minutos adicionales. a 72°C después del ultimo ciclo.
Los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 3% TBE (Tris / Borate /
EDTA) y se tifieron con bromuro de etidio. Se utilizé un marcador de DNA de 100 bp
(Cien Marker- Promega USA). EIl control negativo se realiz6 con todos los reactivos
excluyendo el ADN del paciente.

Técnica para Polimorfismos de longitud de Fragmentos de

Restriccion

A posterior de la amplificacion del SNP por PCR, el producto obtenido (50 pl) se trasvasé
a tubos eppendorf de 1,5 ml. Luego se agrego 6 pl de Acetato de Potasio (3M), y se
afnadio 2 a 4 vol. de etanol al 100%; se mezclo y se dejo 10 min a -20°C. A posterior se
centrifugé a 13.000 rpm por 15 min a 4°C. Se eliminé el sobrenadante, y luego, se lavd
el precipitado con 100 pl de etanol 70% a -20°C. Se centrifugd 5 min 13.000 rpm a 4°C
y se elimind el sobrenadante. Nuevamente se centrifugd 30 segundos 13.000 rpm a 4°C
y se eliminé el sobrenadante. Luego se secd el precipitado de 30 min a 1 h
aproximadamente a temperatura ambiente, se re-suspendié en 50ul de agua milli-Q
estéril y se tomd una alicuota 8yl para su analisis por restriccion. Finalmente se realizé
la digestidén con la enzima de restriccion adecuada segun el protocolo descripto en la

literatura para cada SNP.

Puntaje de riesgo

Para obtener un puntaje de riesgo, para cada paciente, la metodologia que se siguid

fue:

1. Se construyeron modelos logisticos para cada SNP.

2. Se estimaron los valores predichos de los diferentes SNP para cada paciente con el
modelo logistico construido.
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3. A partir de los valores predichos se estimaron las areas bajo la curva ROC
(del inglés Receiver Operating Characteristic).

4. Se asignd a cada variante de los SNPs un valor entero correspondiente de una
escala 1 a 6. Siendo el valor 1 el de menor precision y el 6 el de mayor precision
segun los valores obtenidos de A-ROC (area bajo la curva ROC). Se opté por colocar
un numero entero con el fin de simplificar su uso en las decisiones clinicas y basados
en escalas como Glasgow Outcome Scale (Lindenmann et al. 2020).

5. Se calculé el puntaje o score para cada paciente como la suma de los scores
asignados a cada variante de SNP. Un total de 10 puntos correspondié a un paciente
que presenta las variantes mutadas en los 4 genes, y 0 el que no presenta ninguna.

6. La validacion estadistica se realizé a posterior de los scores obtenidos para cada
paciente mediante la estimaron los errores de clasificacion obtenidos por analisis
discriminante logistico, basados en muestras de entrenamiento obtenidas por
boostrap (Musonda et al. 2011; Dwivedi et al. 2017). El analisis logistico
discriminante se basa en el supuesto de que las razones de probabilidad de los
grupos tienen una forma exponencial; incluye regresores binarios y continuos (Liou
& Chang, 2015).

7. Enla Figura 12 se resume el disefio metodoldgico (ANEXO 4):

Diagnéstico

Cancer oral
DOPM

Si No
7777777777 ¥ 4

| Resultado } Caso Control

""""" N/

Pap y morfometria para Citologia de
z <
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Figura 12: Disefio Metodolégico para cancer oral. Estudio transversal de pacientes adultos de ambos
géneros que concurran por demanda espontanea a la Catedra de Estomatologia “A” de la Facultad de
Odontologia, Universidad Nacional de Cérdoba. Los datos clinicos, genéticos y medio ambientales seran

registrados mediante Historia Clinica segun criterios propios (Piemonte et al., 2009; Zarate et al., 2013;
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Secchi et al., 2015). 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 excluyeron pacientes
con corticoterapias o quimioterapias que modifiquen la clinica de las lesiones bucales y/o con enfermedades
sistémicas, alcoholismo crénico, consumo de drogas, patologias sistémicas y canceres de otras

localizaciones.

Analisis Estadistico

El nivel critico para establecer la significacion estadistica se establecio en p<0,05. Los
datos categoricos se describieron por de 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 fue realizada mediante Analisis de Correspondencia Multiple
y el modelo logistico. Los datos fueron analizados por el software Infostat (Di Rienzo
J.A., Casanoves F., Balzarini M.G., Gonzalez L., Tablada M., Robledo C.W. InfoStat
version 2019. Centro de Transferencia InfoStat, FCA, Nacional de Cérdoba, Argentina.

URL http://www.infostat.com.ar) y el software R (www.r-project.org).
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Resultados
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Los aspectos bio-demograficos, clinicos y los habitos de riesgo de los sujetos se
muestran en la Tabla 1. La poblacién de estudio consistié en 53.6% mujeres (Control:
23, CBCE: 14, DPM: 38) y 46.4% hombres (Control: 15, CBCE: 27, DPM: 23). Se
observé un porcentaje significativamente mayor de hombres entre los pacientes
diagnosticados con CBCE (65,9%) (Tabla 1A). Las mujeres fueron una mayoria no
significativa en pacientes diagnosticados con DPM (62.3%) (Tabla 1B).

La lengua fue el area anatémica mas frecuente de lesiones malignas en pacientes con
CBEC (63.2%) (Tabla 1A); mientras que la mucosa yugal fue la localizacion mas
frecuente en pacientes con DPM (47.5%) (Tabla 1B).

Los bebedores de alcohol mostraron un mayor riesgo de desarrollar CBCE (OR = 3.33;
IC 95% [1.04, 10.64]) u DPM (OR = 4.62; IC 95% [1.52, 14.1]) (Tabla 1A-B), mientras
que los consumidores de tabaco mostraron un mayor riesgo de desarrollar CBCE (OR
=5.09; IC 95% [1.46, 17.77]) u DPM (OR = 45; IC 95% [10.5, 186.7]) (Tabla 1A-B).

La distribucion de frecuencias de todos los genotipos estaba en equilibrio de Hardy-
Weinberg (p> 0.05) para los sujetos control, pero el polimorfismo NFKB-519 mostré un
desequilibrio del alelo T, aunque esto puede haber sido atribuible al tamafio de la
muestra.

Los tres genotipos se detectaron en todos los SNP estudiados (TP53Arg72Pro,
XPDLys751GIn, XRCC3Thr241Met y NFKB-519) (Figura 13 A-D).
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Tabla 1. EVALUACION DE MARCADORES GENETICOS ASOCIADOS A CANCER ORAL PARA LA PREDICCION DE RIESGO: Caracteristicas de la poblacion. A) Controles
vs. CBEC divididos segun las variables analizadas género, edad, tabaco, alcohol, y clinica; B) Controles vs DPM divididos segun las variables analizadas género, edad, tabaco,
alcohol, y clinica.

IC: Intervalo de confianza. FA: Frecuencia absoluta: FR%: %frecuencia relativa. LI: limite inferior; LS: limite superior. OR. Odd ratio. P-valor<0,05 indica significacion estadistica.

A)
Poblacion Variables Punto de corte Control CBCE p-valor OR 95%CI
(n=38) (n=41) ] LS
FA (FR%) FA (FR%)
Aspectos demograficos | Género Masculino 15 (39,5) 27 (65,9) Categoria de referencia
Femenino 23 (60,5) 14 (34,1) 0,026 0,33 0,12 0.87
Edad (afios) <45 afios 11 (28,9) 5(12,2)
> 45 afios 27 (71,1) 36 (87,8) 0,0722 ‘ 2,85 | 0,92 ‘ 8.84
Habitos de riesgo Tobaco' Nunca/ex 30 (78,9) 18 (44,4) Categoria de referencia
Actual 8 (21,1) 23 (57,6) 0,0107 ‘ 5,09 | 1,46 ‘ 17.77
Alcohol? Nunca/ex 26 (68,4) 16 (39,4) Categoria de referencia
Actual 12 (31,6) 25 (60,6) 0,0438 3,33 1,04 10.64
Clinica Sitio anatémico de la | Lengua 26 (63,2)
lesion 0,0004
Mucosa Yugal 10 (23,7)
No estimado
Otros sitios 5(13,2)

Evaluacion de marcadores genéticos asociados a cancer oral para la prediccion de riesgo



Maria Fernanda Galindez Costa Pagina |56
B)
Poblacion Variables Punto de corte Control CBCE p-valor OR 95%CI
(n=38) (n=41) LI LS
FA (FR%) FA (FR%)
Aspectos demograficos | Género Masculino 15 (40,6) 23 (37,7) Categoria de referencia
Femenino 23 (59,4) 38 (62,3) 0,8218 1,1 0,46 2.67
Edad (afios) <45 afios 11 (28,9) 7(11,5)
> 45 aios 27 (71,1) 54 (88,5) 0,0303 3,43 ‘ 1,12 ‘ 10.5
Habitos de riesgo Tobaco' Nunca/ex 30(78,9) 16 (26,2) Categoria de referencia
Actual 8(21,1) 45 (73,8) 0,0001 45 | 10,5 ‘ 186.7
Alcohol? Nunca/ex 26 (68,4) 19 (31,1) Categoria de referencia
Actual 12 (31,6) 42 (68,9) 0,0066 4,62 1,52 14.1
Clinica Sitio anatémico de la | Lengua 17 (27,9)
lesion 0.0679 i
Mucosa Yugal 29 (47,5) : No estimado
Otros sitios 15 (24,6)

"Fumador: consumo actual de al menos un cigarrillo/dia durante un periodo minimo de 1 afio;

2Alcohol: consumo actual de 2 bebidas,/semana durante un periodo minimo de 1 afio.
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Figura 13. EVALUACION DE MARCADORES GENETICOS ASOCIADOS A CANCER ORAL PARA LA
PREDICCION DE RIESGO: Genotipos -PCR en gel 3% de agarosa. MW: peso molecular (del inglés
molecular weight). OL: liquen oral; OLk: leucoplasia oral; OC: cancer oral; Con: control. A.; Variante Arg72:
142bp; variante Pro72 178bp CG: heterocigota; CC y GG: homocigota. B Genotipos de XPD 751. AA: 234-
110 bp; CC: 161-110-63 bp; AC: 234-171-110-63 bp. C. Genotipos de NFKp -519, CC:188 bp; CT/TT: 121
y 67 bp. D: Genotipos de XRCC3 241, CC: 315-140 bp; CT: 315-210-140 bp; TT: 210-140 bp.

En general, las proporciones de genotipos homocigotos o heterocigotos de todos los
SNP estudiados fueron significativamente diferentes en cada grupo (Tabla 2). Sin
embargo, las proporciones de XRCC3 T241M no variaron entre homocigotos y
heterocigotos en pacientes con CBCE. NFKB-519 fue el unico SNP que no presentd un
genotipo heterocigoto en controles y pacientes con CBCE, pero el genotipo heterocigoto
se observo en pacientes con DPM (Tabla 2 y 3)

El analisis de asociacion bivariada mostré que el alelo C (GC + CC) de TP53 R72P se
correlaciona con la presencia de DPM o CBCE (p = 0.0061) (Tabla 3). Mientras que la
frecuencia de GC + CC en los controles fue de 60%, observandose un aumento
considerable en pacientes con DMP (81.8%) y en pacientes con CBCE (85.5%) (Tabla
4). Los pacientes que portaban el alelo C tenian cuatro o tres veces mas probabilidades
de desarrollar lesiones premalignas (OR: 4.67; IC del 95%: 1.65 a 13.22) o malignas
(OR: 3.14; IC del 95%: 1.09 a 9.07), respectivamente (Tabla 5). Los SNP de XPD y
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XRCC3 no estaban asociados con DPM u CBCE (Tabla 5), pero el alelo T de NFKB-519
se observo significativamente asociado con DPM (p = 0.0193) (Tabla 2). Los pacientes
que portaban el alelo T de NFKB-519 tenian nueve veces mas probabilidades de
desarrollar DPM (OR = 9,26; IC del 95% [1,13, 75,68] (Tabla 5).

Para analizar la distribucion de SNP segun el diagndstico, realizamos analisis de
correspondencia multiple (AMC). EI ACM mostré que la inercia ajustada para las dos
primeras dimensiones fue del 61,2%. La primera dimension explicé el 36,4% de la
variabilidad de los datos, y las categorias se organizaron principalmente a lo largo del
primer eje (Figura 13). Los pacientes con CBCE y DPM se asociaron con los genotipos
GC / CC de TP53 R72P, genotipos CT / TT de NFKB-519, genotipos heterocigotos de
XRCC3 T241M y XPD Lys751Gin, y la presencia de habitos de riesgo (alcohol y tabaco),
mientras que los controles estaban relacionados con el genotipo GG de TP53 R72P y

sin habitos de riesgo (Figura 14).
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Tabla 2. EVALUACION DE MARCADORES GENETICOS ASOCIADOS A CANCER ORAL PARA LA PREDICCION DE RIESGO: Genotipos de los SNPs estudiados divididos
por grupo. P-valor < 0.05 indica significacion estadistica para rechazar Ho: las proporciones en cada grupo son homogéneas. DPM: desérdenes potencialmente malignos; CBCE:

carcinoma bucal de células escamosas. * Alelo sano.

Gen-SNPs Genotipo Control DPM CBCE
(n=140) (n=61) (n=41)
N % p N % P % P

TP53Arg72Pro GG* 14 40 0,0344 10 18,18 0,0001 8 19,51 0,0002
rs1042522 GC 16 45,71 38 69,09 26 63,41

CcC 5 14,29 7 12,73 7 17,07
XPDLys751GIn AA* 14 41,18 0,0083 23 40,35 0,0001 12 31,58 0,0016
rs13181 AC 17 50 31 54,39 22 57,89

CcC 3 8,82 3 5,26 4 10,53
XRCC3Thr241Met cc* 16 50 0,0014 20 47,62 0,0015 12 41,38 0,1846
rs861539 CT 15 46,88 19 45,24 12 41,38

TT 1 3,13 3 7,14 5 17,24
NFKB C/T cc* 32 96,97 0,0001 38 77,55 0,0001 31 91,18 0,0001
rs2233408 CT 0 0,00 5 10,20 0 0,00

TT 1 3,03 6 12,24 3 8,82
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Tabla 3. EVALUACION DE MARCADORES GENETICOS ASOCIADOS A CANCER ORAL PARA LA PREDICCION DE RIESGO: Genotipos de los SNPs estudiados divididos
por grupo. Genotipos de los SNPs estudiados divididos por grupo. P-valor < 0.05 indica significacion estadistica para rechazar Ho: las proporciones en cada grupo son
homogéneas. DPM: desérdenes potencialmente malignos; CBCE: carcinoma bucal de células escamosas; OLk: leucoplasia oral; OL: liquen oral. *Alelo sano.

Gene-SNPs Genotipo Control CBCE OLk oL
(n=140) (n=38) (n=41) (n=22) (n=39)
AF RF% p AF RF% p AF RF% p AF RF% P

TP53Arg72Pro GG * 14 40 0,0344 8 19,51 0,0002 2 11,11 0.0003 8 21,62 0,0002
rs1042522 GC 16 45,71 26 63,41 14 77,78 24 64,86

cc 5 14,29 7 17,07 2 11,11 5 13,51
XPDLys751GIn AA* 14 41,18 0,0083 12 30,77 0,0036 9 45 0.6547 14 38,89 0,0009
rs13181 AC 17 50 22 56,41 11 55 20 55,56

cC 3 8,82 5 12,82 0 0 2 5,56
XRCC3Thr241Met cc* 16 50 0,0014 13 43,33 0,1496 6 54,55 0.763 13 43,33 0,0247
rs861539 CT 15 46,88 12 40 5 45,45 14 46,67

TT 1 3,13 5 16,67 0 0 3 10
NFKB-519 C/T cc* 32 96,97 0,0001 31 91,18 0,0001 11 78,87 0.0015 26 76,47 0,0001
rs 2233408 CT 0 0,00 0 0,00 1 7,14 4 11,76

TT 1 3,03 3 8,82 2 14,29 4 11,76
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Tabla 4. EVALUACION DE MARCADORES GENETICOS ASOCIADOS A CANCER ORAL PARA LA PREDICCION DE RIESGO: Genotipos de SNPs estudiados por grupo. El
valor P <0.05 indica significacion estadistica para el rechazo Ho: las proporciones de los controles para cada genotipo son proporciones iguales para DPM y CBCE. DPM:

trastornos orales potencialmente malignos; CBCE: carcinoma oral de células escamosas. * Alelo sano.

Gen SNPs Genotipo Control DPM CBCE p-valor *
N (%) N (%) N (%)

TP53Arg72Pro GG* 14 (40) 10 (18,2) 8(19,5) 0,0364
rs1042522 GC 16 (45,7) 38 (69,1) 26 (63,4)

CcC 5(14,3) 7(12,7) 7(17,1)

GC+CC 21 (60,0) 45 (81,8) 35 (85,5) 0,0061
XPDLys751GlIn AA* 14 (41,2) 23 (40,3) 12 (31,6) 0,7952
rs13181 AC 17 (50,0) 31 (54,4) 22 (57,9)

CC 3(8,8) 3(5,3) 4 (10,5)

AC +CC 20 (58,8) 34 (59,6) 26 (68,4) 0,6236
NFKB-519 C/T cc* 32 (96,9) 38 (77,6) 31(91,2) 0,0187
rs2233408 CT 0(0,0) 5(10,2) 0(0,0)

TT 1(3,0) 6 (12 2) 3(8,8)

CT+TT 1(3,0) 1(22,4) 3(8,8) 0,0193
XRCC3-Thr241Met cc* 16 (50,0) 20 (47,6) 12 (41,4) 0,4003
rs861539 CT 15 (46,9) 9 (45,2) 12 (41,4)

TT 1(3,1) 3(7,1) 5(17,2)

CT+TT 16 (50,0) 21 (50,0) 17 (58,6) 0,7851
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Tabla 5. EVALUACION DE MARCADORES GENETICOS ASOCIADOS A CANCER ORAL PARA LA PREDICCION DE RIESGO: Modelos logisticos de regresién para cada
SNP (polimorfismo de un solo nucleétido). Modelo: Logit (presencia de variante mutada) = B0 + 1 diagndstico. Ajustado por habitos de riesgo (alcohol / tabaco). OR: odd ratio;
IC: intervalo de confianza; LI: limite inferior; LS: limite superior. DPM: desérdenes potencialmente malignos; CBCE: carcinoma oral de células escamosas. El control es la
categoria de referencia.

SNP Diagndstico OR IC 95% p-valor
LI LS

TP53Arg72Pro Control 1

rs1042522 DPM 4,67 1,65 13,22 0,0037
CBCE 3,14 1,09 9,07 0,0341

XPDLys751GIn Control 1

rs13181 DPM 1,03 0,44 2,46 0,9382
CBCE 1,52 0,58 3,99 0,3984

XRCC3Thr241Met Control 1

rs861539 DPM 1,1 0,44 2,76 0,8391
CBCE 1,42 0,51 3,9 0,5004

NFKB -519 C/T Control 1

rs 2233408 DPM 9,26 1,13 75,68 0,0378
CBCE 3,1 0,31 31,4 0,3389
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Figura 14. EVALUACION DE MARCADORES GENETICOS ASOCIADOS A CANCER ORAL PARA LA PREDICCION DE RIESGO: Andlisis de correspondencia muiltiple

(proyeccion en las 2 primeras dimensiones). La inercia acumulada fue del 36,4%. Dimensién 1; 24.8%. Dimensién 2. DPM: desérdenes potencialmente malignos; CBCE: cancer
oral de células escamosas. Genotipos de XPDLys751GIn: AA-CC-AC; Genotipos de NFKp -519, CC-CT-TT,; Genotipos de XRCC3T241M, CC-CT-TT.
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Puntaje o Score

Para obtener el puntaje se establecié un rango de todos los SNP que presentaron un p-
valor significativo de su area bajo la curva ROC (A-ROC) (p=0,05). La validacion
estadistica se realizo a través del método discriminacion logistica y tasas de error por
mal clasificacion por el método leave-one-out.

En las Figuras 15 y 16 se muestran las curvas ROC y su correspondiente area bajo la
curva (A-ROC). Estas A-ROC son indicativas de la precision con la que se clasifica a un
paciente en relacion a un control; el SNP del TP53 Arg72Pro resultd ser el mas preciso
(A-ROC=0,748) y el XRCC3-Thr241Met el menos preciso (A-ROC=0,655). Las A-ROC
para los pacientes con DPM en relacion a sus controles mostraron la misma precision

que los pacientes con CEBC (Figura 15).
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Figura 15. EVALUACION DE MARCADORES GENETICOS ASOCIADOS A CANCER ORAL PARA LA
PREDICCION DE RIESGO: Curvas ROC y su correspondiente valor del area bajo la curva para clasificar

pacientes con CBCE (cancer bucal de células escamosas) en relacion a sus controles.
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Por otra parte, el valor medio (mediana) de score de los controles fue de 4,5 de los
pacientes con CEBC fue de 6 y de los pacientes con DPM fue de 5,5. El valor medio de
los scores de pacientes con CEBC o DPM fueron significativamente mayores
comparados con los controles (p-valormann whitney cBec=0,02 y p-valormann whitney-
prm=0,04).

Posteriormente, se establecio el valor de la mediana de los controles como punto de
corte para convertir la variable cuantitativa “score” en cualitativa. El 75,6% de los
pacientes con CEBC y el 64,5% de los pacientes con DPM presentaron puntajes
mayores a 4,5.

A partir de aplicar un Método Multivariado Jerarquico de clasificacion se obtuvo una tasa

de error por clasificacion cruzada del 24,39% para los pacientes con CBCE y del 36,4%
para los pacientes con DPM (Figura 16).
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Figura 16. EVALUACION DE MARCADORES GENETICOS ASOCIADOS A CANCER ORAL PARA LA
PREDICCION DE RIESGO: Curvas ROC y su correspondiente valor del area bajo la curva para clasificar

pacientes con DPM (desérdenes potencialmente malignos) en relaciéon a sus controles.
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De todos los sujetos controles 6 tuvieron una puntuacion 0 es decir no presentaron
ninguna variante genética mientras que de los CBCE solo dos tuvieron puntaje 0 y de
los PDM solo 3.

Los puntajes obtenidos fueron significativamente diferentes entre el grupo control
(mediana=8) y CBCE (median=10,5) (p-value Wilcoxon test=0,0026); y entre los
controles (mediana=7,5) y los pacientes con DPM (mediana=11) (p-value Wilcoxon
test=0,0006).

Sin embargo, cuando se compararon los valores medios de los grupos CBCE y DPM no
se observaron diferencias significativas (p-value Wilcoxon test=0,7625). Aplicando la
regresion logistica a fin de obtener una medida de asociacién se observo que los scores
obtenidos tanto para CBCE y PMD estaban asociados a la presencia de lesién maligna
(OR=1,8; 95%CI [1,1; 1,3]; p=0,003) o pre-maligna (OR=1,7; 95%CI [1,1; 1,3]; p=0,002).
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Discusion
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Las enfermedades humanas complejas como el cancer oral y sus diversas respuestas
biolégicas se han relacionado con multiples polimorfismos (Bhowmik et al. 2015). Este
trabajo estudio las frecuencias alélicas y genotipicas de polimorfismos del codon 72 de
TP53, el codon 751 de XPD, el codon 241 de XCCR3 y NFKB-519 en pacientes con
CBCE y DPM. Hasta donde sabemos, no existe literatura cientifica sobre caracterizacion
de la poblacion en Cdrdoba, Argentina, de los polimorfismos genéticos evaluados en
este estudio, o en relacion con las variaciones que se pueden observar en una poblacion

de pacientes con cancer de cavidad oral.

La poblaciéon argentina actual tiene un origen étnico heterogéneo, conferido
principalmente por oleadas de inmigrantes europeos y su integraciéon con la poblacion
nativa (Rivera 2015). Se estima que alrededor del 90% de la poblaciéon desciende de
europeos, principalmente italianos y espanoles, con un legado indigena heredado por
mas del 50% de la poblacion. Los componentes genéticos de origen africano también

se han establecido en al menos el 5% de la poblacion (Rivera 2015; Luisi et al. 2020)

TP53 R72P

La poblacion cordobesa mostré altas frecuencias del alelo G de TP53 R72P,
corroborando nuestros propios estudios previos (Zarate et al. 2017) y otros (Tsai et al.
2002; Hou et al. 2015). Los pacientes estudiados eran principalmente de la ciudad de
Cérdoba con algunos del interior de la provincia. Existe una clara tendencia en la
distribucion geografica de los alelos del codén 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 (Tsai et al. 2002). Poblaciones como la poblacién africana que vive
cerca del ecuador tienden a tener una mayor proporcién del alelo C, en comparacion
con los europeos del norte donde predomina el alelo G (Hou et al. 2015).

Un gran nuamero de estudios epidemioldgicos han relacionado al SNP 72 (R72P) TP53
y en su mayoria han asociado la variante prolina del codén 72 al riesgo de desarrollar
cancer y, también, se ha sugerido diferencias de como influye el R72P TP53 en relacion
a la especificidad de tejidos a la exposicion de diferentes carcindbgenos

medioambientales (Sarkar et al. 2014).
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XPD Lys751GIn

El XPD Lys751GIn SNP present6 proporciones significativamente diferentes en cada
grupo de estudio. La frecuencia alélica de GIn (variante genética) varid; con 10% en
pacientes con CBCE, 9% en controles y 5% en pacientes con DPM (Tabla 2). El alelo
GIn es el mas comun de los 5 polimorfismos descritos para este gen, con una frecuencia
de alelos del 22% (Kdéberle et al. 2016). Sin embargo, no se observé asociacion entre
los genotipos de XPD Lys751GIn y el caso o la condicién de control.

Los estudios en cancer colorrectal no mostraron asociacion entre la variante 751GiIn y
este cancer en pacientes polacos (Mucha et al. 2018). Sin embargo, los estudios
realizados en el tracto digestivo y el cancer de pulmén en poblaciones chinas mostraron

una asociacion entre el fenotipo GIn / GIn y el cancer (Haina et al. 2014).

XRCC3 T241M

El alelo T del polimorfismo XRCC3 T241M mostré una proporcion significativamente
baja (3%) en los grupos de control y en pacientes con DPM. Se ha observado una
proporcién similar en poblaciones de China, India y Tailandia (Mandal & Mittal, 2018).
Por otro lado, los genotipos mas prevalentes, tanto en CBCE como en DPM, fueron CC
y CT. Esto coincidié con los estudios realizados en poblaciones de descendientes de
europeos, estadounidenses e italianos en Brasil (Duarte et al. 2005; dos Santos Pereira
et al. 2016).

El polimorfismo XRCC3 T241M involucrado en la reparacion de rotura de doble cadena
(DSB) también se ha estudiado en pacientes con HNSCC con resultados contradictorios
(Farnebo et al. 2015). En relacién con la presencia del polimorfismo SNP XRCC3T241M
exon 7 y DPM / CBCE, no observamos una asociaciéon significativa entre estas
patologias y este polimorfismo. Otros autores encontraron esta asociacion en el cancer
de vejiga (Impronta et al. 2008), cancer de pulmon y colorrectal (Kietthubthew et al.
2006) y en el carcinoma de células epiteliales (Mandal et al. 2010). En un estudio sobre
varios SNP de reparacion de ADN en pacientes con HNSCC, se observé que XRCC3
T241M se correlaciona significativamente con la edad de inicio. Este SNP se relacion6
con pacientes menores de 45 afios con el alelo T (Kostrzewska-Poczekaj et al. 2013).
En nuestro estudio, la mayoria de los sujetos (80% en promedio) eran mayores de 45

anos.
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NFKB-519

En relacion con el SNP NFKB-519, se observaron proporciones significativamente
diferentes de los genotipos identificados en los pacientes con DPM, y particularmente el
genotipo heterocigoto se identificd en estos pacientes, a diferencia de los controles y los
pacientes con CBCE, donde este genotipo no se detectd. En estudios en pacientes con
carcinoma hepatocelular, se observd una asociacion significativa entre la presencia de
este polimorfismo y la patologia (He et al. 2013); sin embargo, en otro estudio, no se
observé una relacion significativa entre la presencia de este polimorfismo y HNSCC
(Brunotto et al. 2014).

Relacién de los polimorfismos estudiados

La grafica AMC mostré que los pacientes con CBCE o DPM estaban relacionados con
la presencia del alelo heterocigoto y homocigoto mutado de TP53 R72P y NFKB-519 y
genes de reparacion de ADN heterocigotos XRCC3 y XPD.

La presencia del alelo T de XRCC3 241M, que produce un cambio de aminoacidos de
treonina a metionina, tiene un impacto bioldgico en la funciéon de la enzima y/o la
interaccion con otras proteinas involucradas en el dafio y reparacion del ADN (Matullo
et al. 2001). El gen XRCC3 es uno de los genes que participan en la via de reparacion
de la escision de base (BER) del ADN, que es un mecanismo de primera linea que evita
la inestabilidad del genoma, ya que contribuye a la defensa celular contra la mayoria de
las fuentes enddgenas y exdgenas de lesiones genotoxicas. La reparacion BER en las
lesiones de la base se inicia por una glucosilasa de ADN especifica del dafo, que elimina
la base aberrante (Poletto et al. 2016). Ademas, los pacientes con CBCE estan
relacionados con la presencia del alelo C (variante genética) de TP53R72P. Se sabe
que el genotipo heterocigoto puede estar asociado con un alto riesgo de desarrollar
CBCE y DPM (Zarate et al. 2017). Esto puede deberse a que el alelo C de TP53R72P
es menos eficiente en la supresion de la transformacion celular y lleva mas tiempo
inducir la apoptosis. Sin embargo, numerosos estudios que relacionan TP53R72P con
cancer han llevado a resultados controvertidos. En un estudio realizado en Taiwan, se
informd que el fenotipo Arg / Arg aumenta el riesgo de desarrollar CBCE 2.7 veces (Bau
et al. 2007). En un estudio realizado en el norte de Iran, no encontraron una asociacién
significativa entre los genotipos TP53R72P y CBCE (Hou et al. 2015). Otros autores
hicieron observaciones similares en estudios realizados en una poblacion blanca no

hispana y en una poblacion indigena con carcinomas de cabeza y cuello (Sina et al.
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2014; Shen et al. 2002; Katiyar et al. 2003). Por otro lado, Twu et al. 2006 informé que
el genotipo heterocigoto G / C esta asociado con un mayor riesgo de carcinoma de
células escamosas hipofaringeas en una poblacion de Taiwan.

Varios estudios han relacionado p53 con mecanismos de reparacion de ADN. Estos
mostraron que el ADN no reparado por roturas de cadena sencilla desencadena una
regulacion negativa dependiente de p53 / Sp1 de APE1. Esta ultima es la endonucleasa
responsable de la incision del ADN durante la BER. Es importante tener en cuenta que,
si la funcion de p53 se ve afectada, conduce a una falla en la coordinaciéon de BER
(Poletto et al. 2016; Williams & Schumacher 2016).

Los pacientes diagnosticados con DPM se asociaron con la presencia del genotipo
heterocigoto de NFKB SNP. Las patologias como el liquen oral se han asociado con
procesos inflamatorios cronicos (Williams & Schumacher 2016; Fouad & Aanei 2017).
Del total de DPM incluidos en este estudio, el 64% eran OL. Ademas, se sabe que el
factor de transcripcion NF-kB regula mdltiples aspectos de las funciones inmunes
innatas y adaptativas y sirve como mediador fundamental de las respuestas

inflamatorias (Ganesh et al. 2018).

Nuestros resultados indican que los roles que desempefian los polimorfismos en el
cancer o el desarrollo precanceroso son diferentes en diferentes poblaciones; Por lo
tanto, es posible que las variaciones se deban a diferencias geograficas, asi como a
factores como el alcohol, el consumo de tabaco y el estilo de vida. Los datos obtenidos
en los numerosos estudios sobre polimorfismos en genes de reparacion de ADN no
siempre coinciden. Esto hecho sugiere que el equilibrio especifico entre las sefiales
apoptoticas y los efectos de la reparacion son diferente en los distintos tejidos. Las
variantes menos eficientes pueden dar lugar a sefiales de proteccion en algunos tejidos,

mientras que en otros pueden activar factores de riesgo.

Por otra parte, un aspecto relevante en la prevencion del cancer es identificar las
susceptibilidades individuales para el desarrollo del cancer a través del perfil gendmico.
Este proporciona informacién importante sobre los mecanismos que conducen al cancer
que en ultima instancia pueden facilitar nuevas vias para prevenir esta enfermedad.

Se obtuvo con un punto de corte para CBCE o DPM de 4.5; es decir que un paciente
con scores mayores a los puntos de corte establecidos tendria mas riego de presentar
CBCE/DPM. Probablemente porque las variantes mutadas generarian condiciones mas

propicias para la malignidad celular (Figura 17).
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Figura 17. Resumen de los distintos efectos biolégicos de cada uno de los SNPs

En general varios estudios, incluidos los nuestros (Zarate et al. 2017), demuestran que
el gen TP53 es un punto pivotante relacionado con procesos inflamatorios y de
reparacion de ADN (Merkel et al. 2017). Se conoce que, aproximadamente, el 90% de
los polimorfismos del TP53 estan ubicados en secuencias no codificantes. Uno de los
polimorfismos mas estudiados en poblaciones humanas, como anteriormente se
mencionod, es el SNP del codén 72 (R72P). Particularmente, se ha estudiado la
asociacion entre la presencia de este SNP y la susceptibilidad de los individuos para
desarrollar cancer. Una década atras, un estudio reporté una fuerte relacién entre la
presencia del SNP TP53 R72P en una poblacion de mujeres y el desarrollo de cancer
cervical. Este estudio mostr6é que la oncoproteina E6 del Virus del Papiloma Humano
(HPV) en la mucosa del cérvix de las mujeres causaba la degradacion de las células
con haplotipos arginina (Tommasino et al. 2003). Este estudio fue el inicio de una serie
de investigaciones acerca de la susceptibilidad de los portadores del alelo prolina para
desarrollar diferentes tipos de canceres o fenotipos malignos. Ademas, también se ha
relacionado el SNP TP53-72P al desarrollo de cancer de cabeza y cuello en personas
de edades menores a 50 afios o con peores prondsticos en el desarrollo del cancer
(Jones et al. 2004; Shen et al. 2002).

Se ha sugerido que el polimorfismo del codén 72 con mutaciones sin sentido podria
afectar las propiedades de la proteina mutante TP53. Las formas mutantes asociadas a
tumores, alterarian la conformacion de TP53, haciendo que se una al factor de
transcripcion pro-apoptético p73a y se inhiba la actividad de la proteina. Esta propiedad

nociva adquirida se potencia cuando la mutacién somatica esta en la variante genética

Evaluaciéon de marcadores genéticos asociados a cancer oral para la prediccion de riesgo



Maria Fernanda Galindez Costa Pagina |73

R72, aumentando la interrupcion de la actividad apoptética de p73a (Bergamaschi et al.
2003; Marin et al. 2000; Zawlik et al. 2008; Vikhanskaya et al. 2005; Whibley et al. 2009).
Por otra parte, la relacion entre TP53 y los otros genes que estudiamos (NF-kB, XPD y
XRCC3) ha sido investigada.

Varios estudios han establecido la existencia de una interrelacion primordial entre el NF-
kB y el TP53 para la regulacion del metabolismo celular de células cancerosas (Mauro
et al. 2011; Kawauchi et al. 2008). En las células que portan el tipo salvaje TP53, el NF-
kB estimula la respiracion mitocondrial a través de la sintesis de citocromo c oxidasa 2
(SCO2, del inglés synthesis of cytochrome c oxidase 2), contrariamente en las células
deficientes en TP53, el NF-kB suprime la fosforilacion oxidativa y promueve la glicolisis
por induccion de los genes de GLUTS3, cuyos productos estimulan en efecto Warburg
(las células cancerosas utilizan la glucdlisis para generar lactato en condiciones de
normoxia celular) (Taniguchi & Karin, 2018).

Varios autores han informado que el TP53 modula la actividad helicasa de XPB y XPD.
Experimentos in vitro demostraron que TP53 puede disminuir la actividad helicasa de
XPB y XPD (Williams & Schumacher, 2016).

Igualmente, en estudios observacionales se ha observado que la presencia de SNP de
TP53 y XRCC3 son relevantes para que los individuos caucasicos sean susceptibles de
desarrollar cancer gastrico o CBCE (Carrera-Lasfuentes et al. 2017; dos Santos Pereira
et al. 2015). Por otra parte, estudios experimentales mostraron que la variante genética
XRCC3 241M es deficiente en eliminar apoptoticamente células con defectos mitéticos,
lo cual podria incrementar la susceptibilidad de los individuos portadores de esta
variante; asimismo se ha relacionado este SNP con la regulacién del ciclo celular por el
TP53 (Lindh et al. 2006).

Sobre valores de riesgo de desarrollo de CBCE y DPM

La decisién clinica es un proceso activo, direccionado y espontaneo que se da en la
mente del clinico cuando interacciona con un paciente (Elogavan et al. 2018).
Actualmente existen herramientas que hacen que estas decisiones se basen en
literatura cientifica. Entre estos reportes cientificos se pueden mencionar los diversos
estudios realizados para encontrar valores de puntajes de identificacion temprana de
sujetos de riesgo o de seguimiento de pacientes diagnosticados con canceres de cabeza
y cuello (Reis et al. 2011; Xing et al. 2020).

La obtencién de puntajes ha sido utilizada en los diferentes tipos de canceres que

afectan al ser humano como el de cabeza y cuello (Xing et al. 2020). Ademas, varios
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autores han utilizado diferentes técnicas para obtener puntajes de riesgo orientados a
predecir diferentes situaciones que se presentan en esta patologia, como son la invasion
linfovascular, la sobrevida, la localizacién de la lesion, etc. (Xing et al. 2020; Alabi et al.
2020; Wang et al. 2020).

En esta investigacion se obtuvo, mediante valores del area bajo la curva ROC de cada
SNP estudiado, un punto de corte para CBCE o DPM de 4,5; es decir que un paciente
con puntajes o scores mayores a este punto de corte presentaria mas riego de
desarrollar CBCE o DPM. Ademas, los puntajes de riesgo de CBCE y DPM fueron
similares, indicando claramente que las lesiones pre-malignas presentan modificaciones
moleculares y celulares similares a las lesiones malignas (Gonzalez et al. 2015).

A modo de ejemplo, cabe destacar que el puntaje por si solo puede ser relevante para
identificar personas con mayor riesgo de desarrollar tumores en cavidad bucal. Por
ejemplo, el paciente /D208 con CBCE presento un puntaje de 6 puntos (mutaciones en
los genes TP53 y XPD) y factores de riesgo asociados como sexo masculino y fumar
tabaco. Contrariamente el paciente /D502 con CBCE (sexo femenino, no fumaba tabaco
ni consumia alcohol), con el maximo puntaje de riesgo (10 puntos), es decir que
presentaba la variante mutada en los 4 SNPs, pero no presentaba otros factores de
riesgo. Los puntajes para cada paciente son sugerentes de que la composicion genética
de los individuos es un aspecto importante a considerar. Otras investigaciones han
utilizado SNPs como predictores de diferentes aspectos en el desarrollo, diagndéstico,
seguimiento y sobrevida de pacientes con cancer. Por ejemplo, en una investigacion se
estudioé el poder predictivo de un clasificador basado en 6 SNP para determinar la
recurrencia de carcinoma de células renales después de la cirugia, obteniendo
resultados promisorios a ser utilizados en la clinica para la toma de decisiones de
tratamientos mas personalizados (Wei et al. 2019).

Si bien este estudio fue de corte transversal, de acuerdo a los protocolos terapéuticos y
coédigos de ética vigentes, algunos pacientes diagnosticados con DPM fueron
controlados en otros momentos después de la primera consulta y toma de muestra.
Estos pacientes (n=8), al cabo de un afio en promedio dentro del periodo de este
estudio, desarrollaron carcinoma a células escamosas, y fue notorio que algunos habian
presentado un puntaje de riesgo mayor de 4,5.

Nosotros observamos que los pacientes con leucoplasias o liquenes orales presentaban
en un 82% el alelo mutado (prolina); y en un porcentaje similar (85%) los pacientes con
diagnostico de CECB. En concordancia con nuestros resultados, estudios en muestras
de pacientes con diagnéstico anatomo-patolégico de liquen oral y CBCE mostraron que
el SNP TP53 R72P es un factor predisponente para convertir el liquen oral en CBCE
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(Tabatabaei et al. 2018). Otros estudios de pacientes con lesiones premalignas
observaron que los polimorfismos de genes NER, como el XPD, o DSB, como XRCC3,
contribuyen a que pacientes con diagnéstico de DMP sean susceptibles para desarrollar
cancer bucal (Wang et al. 2007; Yang et al. 2008).

Este trabajo muestra resultados auspiciosos que deberan ser confirmados en estudios
qgue incluyan mayor niumero de pacientes y que pertenezcan a diferentes regiones de
Argentina. Sin embargo, el clasificador basado en los cuatro SNPs estudiados podria
ser un predictor practico y confiable a implementar para la prediccion de riesgo de CBCE
y DPM; pudiendo guiar las decisiones de tratamiento o seguimiento de pacientes.

Una limitacion de este estudio puede ser el nUmero bastante pequeno de pacientes y
controles incluidos, sin embargo, los resultados del mismo coinciden con las frecuencias
alélicas de los genes TP53 R72P o XRCC3 T241M observados en muestras
poblacionales mas grandes de pacientes argentinos (Abba et al. 2003; Barbisan et al.
2011; Pérez et al. 2013).

Por otra parte, un aspecto relevante en la prevencion del cancer es identificar las
susceptibilidades individuales para el desarrollo de este a través del perfil gendmico.
Este proporciona informacion importante sobre los mecanismos que conducen al
cancer, y que en Ultima instancia pueden facilitar nuevas vias para prevenir esta
enfermedad. Los estudios gendémicos 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 (Beane et al.
2017).

Los esfuerzos que se realicen en la deteccion temprana y prevencion del cancer
redundaran en mejorar las estrategias de monitoreo o0 screening basadas en el

reconocimiento de factores ambientales y genémicos (Loomans-Kropp & Umar 2019).
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Conclusion
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Nuestros resultados nos permiten concluir:

Sobre distribucion de genotipos de los SNP estudiados

En general, la frecuencia de los alelos denominados “sanos” de los SNPs
estudiados fueron los mas frecuentes en la poblacién bajo estudio.

En relacion al SNP del codén 72 del gen TP53, la poblacion de Cérdoba mostré
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.

El alelo T (variante mutada) del polimorfismo XRCC3T241M presenté una
proporcién significativamente baja (3%) en los grupos de control y en pacientes con
DPM, con proporciones similares a las observadas en poblaciones de descendientes de
europeos, estadounidenses e italianos en Brasil.

Para el SNP NFKB-519, el genotipo heterocigoto se observé solamente en los
pacientes con DPM, probablemente porque el grupo se compuso mayoritariamente de
pacientes con Enfermedades Liquenoides que tienen una base inmunoldgica.

El SNP XPDLys751GIn mostré una frecuencia alélica de GlIn (variante genética) en
general baja (10% en pacientes con CBCE, 9% en controles y 5% en pacientes con
DMP).; este alelo es el mas comun de los 5 polimorfismos descritos para este gen y que

en general tiene una frecuencia alélica del 22%.

Sobre las asociaciones con las patologias y los controles

estudiadas

El alelo C (variante mutada) de Pro72 de TP53 esta relacionado con CBCE y DPM
principalmente por el aumento del genotipo heterocigota.

El alelo T (variante mutada) de NFKB-519 se observo relacionado con DMP tanto para
la variate homo como heterocigota.

En tanto que para los SNP de los genes de XPD y XRCC3 no se encontr6 una asociacion
significativa entre la patologia y las variantes mutadas.
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Sobre la prediccion de riesgo de CO y DPM utilizando estos
SNPs

El punto de corte para CBCE y DPM fue de 4.5. Esto se traduce en que un paciente con
scores mayores a los puntos de corte establecidos tendria mas riego de presentar
CBCE/DPM. Probablemente porque las variantes mutadas generarian condiciones mas
propicias para la malignidad celular.

Determinando este score de riesgo en los pacientes que consultan en la practica diaria
se podria incluir a estos en protocolos de seguimiento mas estrictos y se controlarian

los factores de riesgo externos como tabaco y alcohol.

Estos estudios tienen beneficios potenciales al permitir la identificacion de
biomarcadores predictivos y grupos con mayor riesgo de cancer bucal de células
escamosas Yy la implementacion de una variedad de estrategias de atencion
médica. Sin embargo, los resultados de este estudio deben confirmarse en
investigaciones adicionales que incluyan un mayor nimero de pacientes y en

diferentes regiones de Argentina.
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Anexo 2

Células epiteliales de mucosa oral sana tefiida con Papanicolau. Arriba: aumento 100x. Abajo: aumento
400x.

Evaluacién de marcadores genéticos asociados a cancer oral para la prediccion de riesgo



Maria Fernanda Galindez Costa Pagina |97

Anexo 3

TP53-cromosoma 17-exon 4

Choose placement | GRCh38.p12 ( NC_000017.11) » | See rs1042522 in Variation Viewer |
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NFkB-cromosoma 14 q13-6 exones

Genomic regions, transcripts, and products

Topa @
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Anexo 4

DATQS DE FILIACION:

o SEXO: MASCULINO o RESIDENCIA: CORDOBA CAPITAL
EDAD: 63 ANOS ( TODA SU VIDA)
ESTADO CIVIL: CASADO o OCUPACION ACTUAL: DOCENTE
o RAZA: BLANCA UNIVERSITARIO
NACIONALIDAD: ARGENTINO

MOTIVO DE CONSULTA;

o DERIVADO POR SU ODONTOLOGO (20/9/16)

(Al mes de su primer consulta con su médico)

‘ CONSULTORIO PRIVADO
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ANTECEDENTES PERSONALES

o Buen estado de salud general.

o Dieta completa y equilibrada ( Rica en frutas y verduras).
o Actividad fisica ( Dos veces por semana).

o indice de masa corporal de 22 ( Normal).

o Hipertension controlada ( Lotrial).

o Alteraciones emocionales

SE REALIZA BIOPSIA DE LOS TRES SECTORES MAS
REPRESENTATIVQS TANTO A LA INSPECCION COMOQ
PALPACION 20-09-16

( El mismo dia de su primer consulta)
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Microscopia: Los preparados histolégicos muestran secciones de una
proliferacién de células neoplasicas epiteliales atipicas, con hipercromatismo

nuclear, figuras de mitosis atipicas y queratinizacién con formacion de perlas
corneas.

La neoplasia exhibe areas ulceradas infiltra el corion subyacente

Diagndstico: CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS INVASOR, DE TIPO
DIFERENCIADO.

RESULTADO DE HISTOPATOLOGICO DE LA PIEZA QUIRURGICA

o ﬁ SOCIEDAD DE BENEFICENCIA — HOSPITAL ITALIANO
‘ ROMA 550 — TE: 0351-4106541 — CORDOBA.

SERVICIO DE ANATOMIA PATOLOGICA

N°Protocolo: . .196.688
Pacient S
63
‘Obra Social
Criado del Rio o um
Historia Clinica: 4882601 e
Material: MUCOSA YUGAL Fecha Ingreso 27/12/2016
+ MANDIBULA.
MACROSCOPIA:

TUMOR DE MANDIBULA": Se recibe un fragmento irregular de 1,5 x 1,5 cm. Al corte, blanquecino y firme.
CORTE POR CONGELACION: POSITIVO - CARCINOMA EPIDERMOIDE.

“TUMOR DE MANDIBULA": Se recibe un fragmento irregular de 0,5 x 0,2 cm, pardo claro y firme.

CORTE POR CONGELACION: POSITIVO - CARCINOMA EPIDERMOIDE.

“VACIAMIENTO CERVICAL NIVEL 1": Dos fragmentos irregulares, el mayor de 6 x 2,5 x 2 cm y el menor de 3 x 2 x 0,5
em, de los cuales se aislan cuatro formaciones ganglionares, la mayor de 3 x 1,5 x 1 cm.
Se identifica, ademds, glandula salival de 4 cm de didmetro mayor.
“VACIAMIENTO CERVICAL NIVEL 2 ¥ 3": Varios fragmentas irregulares, el mayor de 6 x 5 x 2 cm y el menor de 1 x 1 x
0,5 cm, de los cuales se aislan dieciséis ganglios linfaticos, el mayor de 1 x 1 x 1 cm, pardo c

" ESION DE MUCGSA YUGAL": Un fragmento de 3 x 3 x 1 cm, que presents una sucerﬂcxe irregular con un drea
aumentada de consistencia de 2,5 x 1,3 cm, grisacea. La pleza viene marcada con hilo en borde anterior, y opuesto al
mismo se observa un drea Ssea de 1,7 x 0,5 x 0,5 cm.

"HUESO MANDIBULAR": Tres fragmentos 6seos, el mayor de 3,5 x 1 x 0,7 cm y el menor de 1 X 0,8 x 0,5 cm.

“AMPLIACION DE MARGEN OSEO". Un fragmento éseo, de 3 x 1,5 x 0,5 cm.

~PIEZA DENTARIA": Pieza dentaria de 2 x 1 x 0,6 em de oa\ora:mn pardo clara.
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RESULTADO DE HISTOPATOLOGICO DE LA PIEZA QUIRURGICA

MICROSCOPIA:

Las muestras de "tumor de " idas cor den a una proliferacién de células neoplasicas de esttrpe
epitelial, dispuestas en nidos y cordones sdlidos QUE Iﬂﬁl!ran la estrama. Presentan signos de q inizacién
citoplasmatica, con formacion de "perlas corneas”, El material identificado como "lesién de mucosa vuga\" presenta
signos de ulceracion y carcinoma In situ.

Las muestras de "hueso mandibular presentan focos de Invasion tumoral y el material de "ampliacién de margen éseo”
se halla indemne.

Uno de los cuatro ganglios linfaticos aislados del "nivel 1" presenta compromiso metastésico.

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 V,
LO! BLES
CON CERTEZA, DADA LA FRAGMENTACION DEL MATERIAL, e

:ﬂ:ggsrs EN UN GANGLIO LINFATICO DEL "VACIAMIENTO CERVICAL NIVEL 1". VER DESCRIPCION EN

Cérdoba, 27 de enero de 2017

DR. LUIS SANTOS SPITALE
ANATOMOPATOLOGO

MEDICO CIRUJAND M P 016
DH £ MEDICINA ¥ CIRUGLA

ROFESOR TITULAR PLENARIO DE PATOGLOGIA, PACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS.
GNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA

[ smmwon v conooon Tk
MATERIAL BIOPSIA GE R OE MOLARES SUPERIOR DERECHA
PERTENECIENTE A’ SR EDAD: 64 AROS
MEDICG QUE LO ENVIA Prof DR Od. DANTE GUSTAVO SECCH!

N'DE INFORME: 59230 R7.CIBIDO: 17 DE NOVIEMBRE DE 2017

M/ CRC SCOPIs DC S FRAC VENT! SBLANG JECING 5T I T, il 'S DE CONSIS ENGIA
N ZDIAN |, AUE AID.N LI 0OS ER SORMOI 10x6 y8 Sm i CAIALNO-

Los HISTOLS oE
UNA PROLIFERACION DE CELULAS NEOPLASICAS EPITELIALES ATIPICAS. CON
ANISOCARIOSIS, HIPERCROMATISMO NUCLEAR, FIGURAS DE MITOSIS ATIPICAS
¥ GUERATINIZACION, CON FORMAGION DE ‘PERLAS CORNEAS™

NO HAY EVIDENCIAS DE AREAS ANAPLASICAS

LA NEOPLASIA EXHIBE AREAS ULCERADAS E INFILTRA EL CORION SUBYACENTE,
CON FIBROSIS REACTIVA ¥ NAPAS DE INFILTRADO INFLAMATORIO CRONICO.
LINFOPLASMOCITARIO «

™ Rotulado "biepsia de encia veslibular de region

molar superior derecha’, con lesiones vinculables a
CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS INVASOR,
DE TIPO DIFERENCIADO.-

Cérdoba. 23 Noviembre 2017 R LUIS SANT
Anatonopatoiege
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Anexo 5

A quien corresponda:

Por la presente, declaro tener conocimiento que los grupos de pacientes incluidos en el
trabajo de Tesis Doctoral titulado: “EVALUACION DE MARCADORES GENETICOS
ASOCIADOS A CANCER ORAL PARA LA PREDICCION DE RIESGO™ realizado por la Od.
Maria Fernanda Galindez Costa, Prof. Asistente de la Cétedra a mi cargo, pertenecen a individuos
que concurren a la consulta estomatolégica en las instalaciones de la Catedra de Estomatologia “A”.

Ademds, autorizo al Doctorando en cuestidn realizar el trabajo de su Tesis Doctoral ya
mencionado en las instalaciones de Estomatologia “A” disponiendo de las mismas y del
reclutamiento de los pacientes bajo estudio.

Para ser presentado, ante la autoridad que corresponda, saludo atte.

Prof. Dr. René Luis Panico

Prof. Titular de Est\matologfa “A”

FO.UNC.

Evaluacién de marcadores genéticos asociados a cancer oral para la prediccion de riesgo



	Dedicatoria 

	AGRADECIMIENTOS

	Certificado del Comité de Ética

	Índice

	Abreviaturas

	Resumen

	Abstract 

	Introducción

	Marco Teórico

	Cáncer de cabeza y cuello 

	Epidemiología 

	Factores de riesgo

	Tabaco 

	Alcohol 

	Carcinógenos Biológicos 

	Dieta 

	Carcinogénesis 

	Proteína supresora de tumores: TP53 

	Reparación del ADN 

	Reparación por escisión de base (BER)

	Reparación por escisión de nucleótidos (NER)

	Reparación por recombinación homóloga (HR)

	Gen Xeroderma Pigmentoso D (XPD)

	Complementación cruzada de reparación de rayos X Grupo 3 (XRCC3)

	Factor de transcripción nuclear B (NF-κB)

	Relación entre los polimorfismos seleccionados

	Hipótesis

	Objetivos

	Objetivo General

	Objetivos Específicos

	Materiales y Métodos

	Aspectos éticos

	Diseño y pacientes

	Aislamiento de ADN y genotipado

	Técnica para Polimorfismos de longitud de Fragmentos de Restricción  

	Puntaje de riesgo

	Análisis Estadístico

	Resultados

	Puntaje o Score 

	Discusión

	TP53 R72P 

	XPD Lys751Gln

	XRCC3 T241M

	NFKB-519

	Relación de los polimorfismos estudiados

	Sobre valores de riesgo de desarrollo de CBCE y DPM

	Conclusión

	Sobre distribución de genotipos de los SNP estudiados 

	Sobre las asociaciones con las patologías y los controles estudiadas

	Sobre la predicción de riesgo de CO y DPM utilizando estos SNPs

	Bibliografía

	Producción Científica

	Publicaciones

	Presentaciones a congresos

	Financiamiento

	Anexos


