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RESUMEN

Introduccion: Los telomeros constituyen la porcion terminal de los cromosomas eucariotas
y consisten en repeticiones hexaméricas de nucleotidos, su funcidén es critica en el
mantenimiento de la integridad del genoma. La telomerasa es una enzima transcriptasa
reversa generalmente no detectable en tejidos somaticos normales, pero altamente expresada
en células germinales, cuya funcién es la de mantener la longitud telomérica. Es detectable
en la mayoria de los canceres humanos, entre ellos, el carcinoma a células escamosas
(CCEB) vy los desordenes potencialmente malignos (DPM) de la mucosa bucal, y estaria
implicada en la carcinogénesis. Numerosos factores intervienen en la regulacion de su
actividad. Algunos estudios dan cuenta de la influencia de los habitos toxicos en la
reactivacion de la enzima. Del mismo modo, el stress oxidativo podria actuar modulando la

actividad de la enzima.

Objetivos:

-Determinar la Actividad Telomerasa (AT) en DPM y en CCEB de la mucosa bucal.
-Determinar el estrés oxidativo en DPM y cancer de la mucosa bucal a través de la utilizacion
de malondialdehido (MDA) como marcador de lipoperoxidacion tisular.

-Determinar la capacidad de defensa antioxidante a través del dosaje de la enzima superédxido
dismutasa (SOD) y de &cido Urico (AU) en pacientes con diagndstico de las patologias antes

mencionadas.

Material y métodos: se realiz6 un estudio tipo caso- control, con pacientes que asistieron a
las Céatedras de Estomatologia“A” y “B” durante el periodo 2017- 2019, apareados por sexo
y edad. EI Grupo de Estudio (GE) estuvo integrado por 50 pacientes con diagnostico de
CCE, Liquen plano bucal+Lesiones Liquenoides Orales (LP+LLO) y Leucoplasia Bucal
(LB), mientras que el Grupo Control (GC) estuvo integrado por pacientes con mucosa
clinicamente sana. Se completd Historia Clinica con factores de riesgo, se realizo la toma de
saliva basal y toma bidpsica. La biopsia se dividié en tres fragmentos: para analisis
histopatoldgico, para determinacion de AT y virus del papiloma humano (HPV) y para
determinacion de MDA tisular. A todos los pacientes se les realiz6 estudio micoldgico

directo y por cultivo. La saliva se utilizé para la determinacion de MDA salival, SOD y

13



AU.Se analizo la presencia de factores generadores de irritacion mecéanica cronica (IMC) de

la mucosa bucal.

Resultados: se observaron diferencias estadisticamente significativas en la determinacién de
AT de los pacientes del GE comparado con el GC. La AT mas intensa se detect6 en los
pacientes portadores de CCEB, seguidos por el grupo LP+ LLO vy luego el grupo LB. No
se encontrd relacion entre los héabitos de fumar, beber alcohol y tomar mate y la AT. Se
observo relacion entre la presencia de IMC vy la intensidad de AT. Los niveles de MDA
salival y tisular y de SOD se encontraron elevados en el GE comparado con GC. EI AU
disminuyd significativamente en los pacientes del GE. La AT se correlaciono con los niveles
de MDA salival y tisular, SOD y AU.

Conclusiones: la AT estaria aumentada en los pacientes con lesiones malignas y premalignas
de lamucosa bucal. Dicha actividad no estaria relacionada con la presencia de habitos toxicos
pero si con la IMC. Los marcadores de stress oxidativo analizados (MDA, SOD, AU)

modularian la AT.

14



SUMMARY

Introduction: Telomeres constitute the terminal portion of eukaryotic chromosomes and
consist of hexameric nucleotide repeats, their function is critical in genome integrity
maintenance. Telomerase is a reverse transcriptase enzyme generally not detectable in
normal somatic tissues, but highly expressed in germ cells, and its function is to maintain
telomeric length. It is detectable in most human cancers, including squamous cell carcinoma
(SCC) and potentially malignant disorders (PMD) of the oral mucosa, and would be
involved in carcinogenesis. Numerous factors are involved in the regulation of their activity.
Some studies show the influence of toxic habits on the reactivation of the enzyme. Similarly,

oxidative stress could modulate telomerase activity (TA).
Objectives:
- To determine TA in PMD and SCC of the oral mucosa.

- To determine oxidative stress in PMD and cancer of the oral mucosa through the use of

malondialdehyde (MDA) as a marker of tissue lipoperoxidation

.- To determine the antioxidant defense capacity through mesaurement of salivary superoxide
dismutase (SOD) and uric acid (UA) in patients diagnosed with the afore mentioned

pathologies.

Material and methods: a case-control study was carried out, with patients attending the
Chairs of Stomatology “A” and “B” during the 2017-2019 period, matched by sex and age.
Study Group (SG) consisted of 50 patients with a diagnosis of SCC, lichen planus+oral
lichenoid lesions (LP + LLO) and oral leucoplakia (OL), while the Control Group (GC)
was composed of patients with clinically healthy mucosa. Clinical history was completed
with risk factors, basal saliva was taken and biopsy was performed. The biopsy was divided
into three fragments: for histopathological analysis, for determination of AT and human
papiloma virus (HPV) and for determination of tissue MDA. All patients underwent direct
mycological study and culture. Saliva was used for the determination of salivary MDA, SOD
and UA. The presence of chronic mechanical irritation (CMI) of the oral mucosa was

determined.

15



Results: Statistically significant differences were observed in the TA determination of the
patients of the SG compared to the CG. The most intense TA was detected in patients with
diagnostic of SCC, followed by LP+LLO group and then OL group. No relationship was
found between the habits of smoking, drinking alcohol and drinking mate and TA.
Relationship between the presence of CMI and the intensity of TA was observed. Salivary
and tissue MDA and SOD concentration were elevated in the SG compared to CG. UA
decreased significantly in SG patients compared to CG. TA correlated with concentrations
of salivary and tissue MDA, SOD and UA.

Conclusions: TA would be increased in patients with malignant and premalignant lesions of
the oral mucosa. This reactivation would not be related to the presence of toxic habits but to
the CMI. The oxidative stress markers analyzed (MDA, SOD, UA) would modulate TA.
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TELOMEROS

Los telomeros constituyen la porcion terminal de los cromosomas eucariotas y consisten en
repeticiones hexaméricas de nucleotidos, siendo su funcion critica en el mantenimiento de la
integridad del genoma. @-® Desde hace tiempo se conoce que estan presentes en todos los
cromosomas lineales, tanto eucariotas (nucleares y mitocondriales) como procariotas. La
importancia del mantenimiento de la integridad telomérica fue enunciada en la década del
"50 por Muller y Mc Clintock, quienes describieron que los cromosomas que habian perdido
un telémero eran altamente inestables. *% La pérdida de alguno de los telémeros lleva a la
fusién cromosomica, ya sea entre dos cromosomas distintos o entre cromatidas hermanas.
Esta situacién origina cromosomas dicéntricos, los cuales sufren sucesivos ciclos de ruptura

y fusion y eventualmente se pierden en las sucesivas divisiones celulares. ©

Los cromosomas que han perdido alguno de sus dos telémeros sélo serdn mantenidos si son
“reparados” agregando un nuevo teldémero, fendmeno conocido como ‘“chromosome

healing”.
1-Estructuray funcion de los telomeros

Los telomeros estan constituidos por ADN repetitivo y proteinas asociadas. Se trata de un
gran complejo ndcleo-proteico que se encuentra en los extremos de los cromosomas, donde

su estructura es diferente del resto de la cromatina. ) (FIGURA 1).

]F Centrosome T E LO M E R E
’
%'\ Chromosome
. ’/,)’;4 :_.‘-
Cell o
%
J© T4 DNA
T 7
Telomere ‘ 2/ T ;l‘l ), 7 Telomere‘i
Guanine — /[5/ /GGGAI,T
Adenine ) /,l‘,' ’ !!j“
Thymine éwosme CCOTAA

Fig.1. Estructura de los telomeros en la especie humana. Secuencias de ADN telomérico.

18



El ADN telomérico de practicamente todos los organismos eucariotas consiste en secuencias
cortas y repetitivas de aproximadamente entre seis y veinticinco nucleotidos y se caracterizan
por ser ricas en guanina en la hebra orientada 5°3". Esta secuencia esta bastante conservada
a través de la evolucion, dado que es la misma en organismos altamente divergentes. ® No
obstante, el nimero de repeticiones en los telémeros varia ampliamente entre los diferentes
organismos y también entre los correspondientes a un mismo organismo. Para todos los

vertebrados, incluyendo los seres humanos, la secuencia repetitiva es d(TTAGGG).

El ADN telomérico estéa constituido por una region de doble cadena y un extremo 3"de ADN
simple cadena rico en guanina (overhang), ambas formadas por las repeticiones teloméricas
descriptas més arriba. El extremo monocatenario se enrolla sobre si mismo y empareja con
las repeticiones de hexameros bicatenarios formando una estructura en bucle (bucle-t). Por
otra parte, conforme la hebra rica en guanina desplaza a una de las hebras de las repeticiones,
se forma un bucle-D o de desplazamiento. Esta formacidn de bucles-t confiere a la estructura

cierta proteccion frente a las exonucleasas. © (FIGURA 2).

ADN TTAGGGCy3
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Regidén subtelomérica Region telomérica
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Fig. 2. Estructura en bucle de los telomeros y complejo asociado de proteinas teloméricas. Obtenido

de: www3.uah.es/chemevol.
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Sin embargo, en la estructura de los telémeros no sélo esta involucrada una secuencia
repetitiva de ADN, sino que existe un complejo de proteinas asociadas a los telomeros, de
gran importancia estructural y funcional. A pesar de que la funcién de los telémeros se
conserva en diferentes organismos, la arquitectura de las proteinas con las que interactGan es
muy variada y parece haber cambiado rapidamente a lo largo de la evolucion. En el ser
humano, este complejo esta formado por seis proteinas y se denomina shelterina o complejo
protector, compuesto por TRF1 Y TRF2 que a su vez interactian con RAP1, TIN2, TPP1y
POT1 para asociarse al ADN telomérico de doble y simple cadena. @? La shelterina impide
la activacion de un mecanismo de reparacion del ADN (MRA) y actda en la regulacion de la
holoenzima encargada de la extension de los telomeros, la telomerasa, en cuya estructura 'y
funcién profundizaremos mas adelante. (FIGURA 2).

La proteina TRF1 (Telomeric Repeat Binding Factor 1) regula negativamente la longitud de
los telomeros. Su sobreexpresion determina el acortamiento telomérico, mientras que su
delecion lleva al alargamiento de los mismos. TRF2 (Telomeric Repeat Binding Factor 2)
resulta esencial para la proteccion del ADN y su ausencia lleva a la activacion de la via p53,
induciéndose senescencia y apoptosis. La proteina POT1 (Protector of Telomeres 1) se
encarga de la represion del sistema de reparacion del ADN, encontrandose su sobreexpresion
desde etapas tempranas de la carcinogénesis. Finalmente, las proteinas TIN2 (TRF1-
Interacting Nuclear Factor 2) y TPP1 (Tripeptidyl-peptidase 1 Preproprotein) y RAP1
(Represor/Activator 1) se encargan de las interacciones proteina-proteina que mantienen
interconectado al complejo. 1%

Otro factor estructural que determina la funcion del telémero es la presencia de ARNS,
llamados TERRAs (Telomere Repeat Containing RNAs) 4. Estos ARN se crean a partir de
los teldmeros, y se cree que la transcripcion de TERRASs esta mediada por TRF1, a partir de
una interaccion con la ARN polimerasa Il. Funcionalmente los TERRAs estan implicados en
la formacidn de heterocromatina telomérica, la proteccién de los telémeros y la regulacion
negativa de la telomerasa.

La funcion de cobertura o “capping” que llevan adelante los teldémeros es indispensable para
la vida celular, desde el momento en que estdn implicados en el mantenimiento de la
estabilidad gendmica. Resultan esenciales tanto para la estabilidad como para la correcta

segregacion cromosémica en la mitosis y en el apareamiento y recombinacién de los
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cromosomas homologos durante la meiosis, * protegiendo los extremos cromosémicos. En
ese sentido, ofrecen mecanismos de proteccion frente a la accion de exonucleasas celulares,
proteccion frente a la unién de extremos no homologos, permiten a las células diferenciar
entre los extremos naturales de los cromosomas y el ADN dafiado y mantener la integridad
de los cromosomas permitiendo la replicacion sin pérdida de secuencias codificantes. Por
otra parte, los telémeros mantienen un registro del numero de divisiones celulares,
determinando el ciclo de vida celular y el momento de ocurrencia de la senescencia
replicativa. Y resuelve un problema fundamental de la dinamica celular molecular al
suministrar los mecanismos para replicar los extremos del ADN, como veremos mas
adelante. (516)

En sintesis, los teldémeros forman una estructura en bucle que se comporta de manera
protectora contra la fusion y degradacion de los cromosomas. El acortamiento o dafio a los
telomeros y la apertura del bucle inducen un estado “no cubierto” que desencadena una

respuesta de dafio al ADN que resulta en senescencia o apoptosis. ")

Problema asociado a la replicacion celular: el acortamiento telomérico
Hipotesis del reloj mitotico celular. El limite de Hayflick

En 1961 Hayflick demostrd que todas las células presentan una capacidad de reproduccion
limitada en el tiempo, es decir, que no son inmortales, definiendo lo que hoy se conoce como
“Limite de Hayflick”. ® En ese momento se hablaba de la existencia de un mecanismo capaz
de contar cuéntas veces una celula puede dividirse. En 1975 Hayflick y Wright demuestran
que la estructura encargada de definir la cantidad de veces que una célula se iba a dividir, era
el ntcleo. @ Para entonces ya se conocia que los telémeros eran estructuras vitales para
asegurar la estabilidad gendémica y que, no obstante eso, las ADN polimerasas eran incapaces
de replicar los extremos de las moléculas lineales de ADN. Por tanto, la longitud de los
telomeros en las células de tejidos normales se acortaria luego de cada division mitética.
Todo ello llevo a Olovnicov ?? a proponer que el acortamiento telomérico en cada ronda de
replicacion celular podria ser el mecanismo que definia el nimero de veces que la célula se
iba a dividir, determinando entonces su reloj bioldgico. Asimismo, sugiere que, dado que es

inconcebible que la célula pierda secuencias importantes de los cromosomas, los telémeros
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estarian constituidos por secuencias repetitivas que no tendrian ninguna informacion genética
relevante. Los estudios que mostraron la veracidad de esta hipotesis fueron llevados adelante

mas de quince afios despugés. -2

La tasa de acortamiento telomérico en cada replicacion no es constante y esta regulada por
factores tales como el tipo de célula, estrés oxidativo y sustancias antioxidantes, la edad del
paciente, habitos como fumar, beber alcohol, etc. Cuando los telémeros alcanzan una
longitud critica, la célula entra en estado de senescencia y pierde su potencial mitético.

No obstante, y a pesar de los avances en el campo de la Biologia Molecular en los ultimos
afios, resulta adn insuficiente el conocimiento de algunos aspectos de la dinamica de los

telémeros.

Mecanismos de replicacion telomérica

Como resultado de la incapacidad de las ADN polimerasas convencionales para copiar todas
las bases de la hebra de ADN, en cada ciclo de replicacién el cromosoma no puede ser
resintetizado por completo y en consecuencia se pierde el extremo 3". De no resolverse este
problema replicativo, el contenido genético completo no podréa transferirse de generacion en
generacion. Por esta razén, todas las especies deben tener, a nivel de las células germinales,

algun mecanismo que permita la replicacion completa de sus genomas. ©

Con este objetivo, la mayoria de los mamiferos utilizan una enzima retrotranscriptasa inversa

especifica para tal fin, denominada telomerasa.

Existen lineas celulares humanas que carecen de actividad telomerasa, pero que tienen la
capacidad de mantener o alargar sus telémeros mediante mecanismos alternativos, a los que

se denomina ALT (alternative lenthening of telomeres). ¢4

2-TELOMERASA
Estructura de la enzima telomerasa

La telomerasa es una enzima transcriptasa reversa generalmente no detectable en tejidos
somaticos normales, pero altamente expresada en células germinales. ?52% Algunos estudios

de muestras provenientes de tejidos humanos han revelado bajos niveles de Actividad
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Telomerasa (AT) en tejidos proliferativos normales con alto potencial de renovacion tales
como la médula Osea, piel, tracto gastrointestinal y testiculos, asi como en linfocitos
activados. ?-2% (FIGURAS 3ay 3b)

La holoenzima telomerasa humana considerada una ribonucleoproteina (RNP) ya que esta
compuesta por la subunidad catalitica hTERT, un componente de ARN (hRT) que actla
como molde para la adicion de la secuencia corta repetitiva d(TTAGGG) en el extremo 3‘del
ADN telomérico y, ademas, por proteinas accesorias especificas de gran importancia
funcional. Por definicion, la telomerasa es una enzima transcriptasa reversa dado que
sintetiza el ADN telomérico usando como molde la estrecha region del ARN que forma parte
de su estructura. G%3Y E| descubrimiento de esta enzima constituy6 un hito, ya que resolvié

en principio el problema de la replicacion de los extremos de las moléculas lineales de ADN.

Fig. 3.a. Estructura tridimensional de la enzima telomerasa obtenida mediante software Chimera
version 1.13.1. win 64. Fig 3.b. Estructura funcional del complejo telomerasa, integrada por la
subunidad catalitica (W"TERT), su ARN y las proteinas asociadas.

2.a- Subunidad Catalitica, TERT (Telomerase Reverse Transcriptase) o hTERT (en
humanos)
Las caracteristicas funcionales de la telomerasa difieren de otras polimerasas en que utilizan

un molde interno en lugar de un molde externo, lo cual impone limitaciones especificas para
la elongacion del iniciador y la catélisis. La telomerasa alarga el ADN iniciador por la adicion
a uno de los desoxinucledsidos trifosfatados y asi genera las repeticiones en tandem de los

telémeros. 2

Actualmente se propone la existencia de dos sitios enzimaticos independientes de interaccion
con el ADN iniciador. Uno de ellos contiene el molde de ARN vy tiene por funcion alinear el

extremo 3" del iniciador para su elongacion en el centro catalitico. El otro se une al ADN
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iniciador hacia el lado 5" del molde y de esta manera proporciona una via de salida para la
hebra en crecimiento. Por medio de este modelo se explica la adicion de varias repeticiones
sin que la enzima se disocie del ADN iniciador. Este sitio catalitico (nico debe moverse en
relacion con el ARN que sirve de molde. Esta enzima también presenta una actividad

endonucleasa que probablemente esté relacionada con una funcion de correccion. ¢

En sintesis, hTERT comprende sitios de anclaje para el ADN telomérico y también

contribuye a la catélisis de los telémeros.

Diversos estudios han encontrado una mutacién del gen que codifica para hTERT en diversos
tipos de céanceres tales como el de pulmoén, pancreas, ovario y mucosa bucal, entre otros ¢
37, Se ha reportado que la expresion de hTERT es regulada por varios factores epigenéticos,
tales como promotores de metilacion o factores remodeladores de cromatina, y por varios
factores activadores y represores tales como p53, Rb, Sp1, NF-kappaB, USF, factor CTCF y
c-myc entre otros. Sin embargo, su regulacion in vivo aun tiene aspectos controversiales y

no estudiados. 839

La localizacion subcelular de TERT es principalmente a nivel del nicleo y mitocondrias,
aungue bajo ciertas circunstancias la enzima puede translocarse también al citoplasma o

incluso estar presente a nivel de los nucleolos.
2.b- ARN, TERC, TR (Telomerase RNA) o hTERC (en seres humanos)

Los genes codificantes de esta subunidad de la telomerasa fueron identificados en méas de 50
organismos, entre ellos mamiferos y especificamente, en la especie humana. “9 La longitud
de esta molécula varia enormemente entre los distintos organismos. Cominmente la regién
de la molécula de ADN que sirve como molde para la sintesis de los telomeros corresponde

a una repeticion telomérica y media.

Este componente de la telomerasa contiene tres dominios conservados: el dominio central
con actividad catalitica que actiia como plantilla, el dominio CR4 /CR5 que se requiere para
la actividad telomerasa y el dominio H / ACA, conservados en todos los vertebrados. El
dominio central y el dominio CR4/CRS5 interactlan directamente con la subunidad hTERT.

“) (FIGURA 4). HTERC tiene localizacion nuclear y citoplasmatica.
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Sin embargo, se conoce muy poco acerca de la funcién del resto de la molécula de ARN, mas
alld de la porcion destinada a proveer el templado para la sintesis de las repeticiones
teloméricas. Ni siquiera se tiene aln un conocimiento acabado respecto de las razones por
las cuales existe la gran diversidad evolutiva en tamafio y tipo de secuencias de la molécula

entre los diferentes organismos.

ARN de la telomerasa humana

o)

templado

Hbox  ACAbox

dominio H/ACA

Fig. 4. ARN de la Telomerasa humana. Autor: Mufioz DP. Deteccién de actividad telomerasa en distintos
trypanosomdtidos: Caracterizacion bioquimica y clonado de los genes (subunidad catalitica y ARN) de la
telomerasa de Trypanosoma cruzi. www.digital.bl.fcen.uba.ar.

2.c- Complejo de Proteinas Asociadas a Telomerasa

La presencia de proteinas accesorias especificas en el complejo telomerasa, es de vital
importancia para el correcto funcionamiento de la misma. Estas proteinas, entre otras
funciones, regulan la biogénesis de la telomerasa, su localizacion subcelular y su funcion in

vivo.

Mientras que las telomerasas de los distintos organismos comparten los dos componentes
basicos explicados anteriormente, el resto de proteinas asociadas a esta enzima, difieren

notablemente entre las distintas especies. En este sentido, el analisis de la telomerasa
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purificada ha permitido identificar como componentes integrales de la telomerasa humana a
varias proteinas, entre ellas: disquerina, NHP2, NOP10, pontina/reptina, GAR1 y TCAB1.
“41-43) (FIGURA 5)

Disquerina, NHP2 y NOP10 son necesarias para la estabilidad y acumulacion in vivo del
ARN de la telomerasa humana (hTR). “Y La asociacion de las tres proteinas antes
mencionadas y GAR1 a hTR permite contar con una ribonucleoproteina biolégicamente
funcional. Pontina y reptina son dos ATPasas que interactian con hTERT en la fase S del
ciclo celular, lo que hace pensar en una regulacion dinamica de hTERT, dependiente del ciclo
celular. Se cree que estas dos proteinas jugarian un papel esencial en el ensamblado de la
telomerasa in vivo.

El modelo actual contempla a disquerina, pontina y reptina como un andamio que recluta 'y
estabilizaa hTR, y a su vez permite el ensamblado de la ribonucleoproteina telomerasa. Una
vez formado este complejo, se considera que pontina y reptina se disociarian del complejo y
liberarian la enzima cataliticamente activa. “> Asi también pontina y reptina tienen otras
multiples funciones, incluyendo la regulacion transcripcional, reparacion de dafios en el
ADN vy la actividad de la telomerasa. También pueden interactuar con los principales actores
oncogenicos tales como B-catenina y c-myc y regular su funcion oncogénica. Finalmente, la
ubicacion subcelular de la telomerasa parece estar regulada por el factor TCAB1. “®

Las células normales diploides humanas que expresan transitoriamente hTERT adquieren
AT, lo que demuestra que hTERT podria ser el componente limitante necesario para la

restauracion de la actividad de la telomerasa. 7
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Fig. 5. Complejo de proteinas asociadas a telomerasa. Obtenido de Ventura A, Pellegrini C, Cardelli L, Rocco T, Ciciarelli

V, Peris K, Fargnoli MC. Telomeres and telomerase in cutaneus squamous cell carcinoma. Int ] Mol Sci 2019 Mar 16; 20(6)

3-Funciones de la enzima telomerasa

La telomerasa es una ribonucleoproteina retrotranscriptasa especifica encargada de la
replicacion de los telomeros. Como expresamos anteriormente, su descubrimiento permitié
explicar el dilema de la replicacion de los extremos de moléculas lineales de ADN
(“problema de la replicacion final”, donde la copia de los extremos de los cromosomas se
veia comprometida al no existir un soporte estable para la unién de la polimerasa) y el
mecanismo molecular de proteccidn de los extremos cromosomales. La actividad de la misma
fue detectada por primera vez en Tetrahymena y después en otros organismos eucariotas.
148 para la actividad de la telomerasa son necesarios tanto el componente proteico con
actividad catalitica como el ARN.

Esta enzima alarga el ADN iniciador a través de la adicion uno a uno de los desoxinucleosidos
trifosfatados y asi genera las repeticiones en tandem de los telomeros. ¢? Asi hTERT
reconoce el terminal 3’ en el extremo de los cromosomas y afiade repeticiones TTAGGG
sintetizadas de novo utilizando RNA como molde.

Los organismos eucariotas unicelulares presentan cantidades ilimitadas de telomerasa y
mantienen su longitud telomérica constante, mientras tanto, la mayoria de los organismos
multicelulares, entre ellos el ser humano), poseen cantidades limitadas de telomerasa por lo
que el acortamiento telomérico se verifica acoplado a la division celular, debido a la
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incapacidad de las ADN polimerasas normales de copiar los extremos terminales de los
cromosomas. El acortamiento de los telomeros se observa en todos los tejidos humanos a
medida que transcurre la edad. Esto refleja el acimulo de divisiones celulares asociado a la
renovacion tisular. La pérdida progresiva de los telémeros es uno de los mecanismos que
impone un limite al crecimiento de células normales en cultivo, fenédmeno que se denomina
senescencia replicativa. 4%

El acortamiento de los telomeros induce la apoptosis y la parada del ciclo celular in

vivo, lo que conlleva la pérdida celular, la disfuncién tisular y la alteracion de la capacidad
regenerativa de las células madre.

El alargamiento de los telémeros por la telomerasa es un proceso multietapico. EI primer
paso consiste en la hibridacion de los nucleotidos del extremo 3" con el extremo del ARN
molde en el interior del dominio ARN del complejo telomerasa. La secuencia que sirve como
molde consta de 11 nucledtidos y es complementaria a casi dos secuencias teloméricas.
Posteriormente, la brecha en el extremo del molde se completa mediante un proceso de
sintesis, para lo cual se utilizan nucle6tidos trifosfato a nivel del sitio catalitico de la enzima
(hTERT). Finalmente, la nueva cadena sintetizada se transloca en direccion 5 con el fin de
permitir la formacion de una nueva brecha y la repeticion del ciclo. ® (FIGURA 6)

Una vez que el sustrato fue elongado, el mismo puede seguir tres caminos: 1) permanecer
unido a la telomerasa, 2) disociarse de la misma o 3) liberarse sin disociarse totalmente, y
reposicionarse para volver a ser copiado, permitiendo de esta manera que se produzca otro

ciclo de polimerizacion.

Terc Dkc1
AAUCCC
AATCCC
TTAGGGTTAGGGTTAGGG
Tert

Fig. 6. Elongacién de los telémeros por la telomerasa. De Blasco MA.The epigenetic regulation of mammalian telomeres.
Nature Rev Gen 2007; 8: 299-301. (Modificado).
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Ademas de la actividad de polimerizacion, la telomerasa tiene la capacidad de clivar los
sustratos de ADN. ComuUnmente esto genera que se vean productos de ADN que son mas
cortos que el sustrato de ADN utilizado en estudios de actividad telomerasa in vitro. Se
supone que in vivo, esta actividad estaria relacionada con funciones de correccion y que
ayudaria a procesar sustratos para mejorar su elongacion. 9

Sin embargo, mas alla de las reconocidas funciones de la telomerasa en relacion al
mantenimiento de la longitud telomérica, es reconocido el hecho de que se encarga de la
regulacién del metabolismo celular a través de diferentes mecanismos tales como: prolongar
la supervivencia, mejorar la tasa de crecimiento y proliferacion celular reduciendo la
apoptosis, la expresion de determinados genes, la biogenesis de p53, la reestructuracion de
la cromatina y reparacion de dafios en el ADN, la participacion en vias de transduccion de
sefiales intracelulares, el metabolismo mitocondrial y, en consecuencia, la respuesta frente al
stress oxidativo, entre otros mecanismos. % Estas funciones dependerian en gran medida de
la subunidad TERT de la telomerasa, tanto en su localizacion nuclear como mitocondrial, asi
como también al momento de translocarse a nivel citoplasmatico y/o nucleolar. ¢ (FIGURA
7)

En relacion al efecto de la AT sobre el crecimiento y proliferacion tisular, se ha observado
que esta enzima modularia la expresion de distintos genes promotores del crecimiento

celular, como por ejemplo EGFR (epidermal growth factor receptor) entre otros. %

Varios estudios describen una funcion reguladora de la telomerasa a través de la expresion
de los genes implicados en diversos procesos celulares tales como las diferentes fases del
ciclo, la diferenciacion y sefializacion celular, la supervivencia de las células y la
angiogénesis.®® Se ha demostrado que la expresion TERT podria promover el crecimiento y
la proliferacion celular a través de mecanismos dependientes o independientes del
alargamiento de los telémeros, induciendo o inhibiendo la expresion de genes pro y
antiproliferativos, respectivamente. De hecho, la actividad de la telomerasa aumenta en la
mayoria de los tipos de cancer, principalmente por regulacién de su subunidad catalizadora
hTERT. %
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Oh y colaboradores % demostraron que la sobreexpresion de TERT también contribuy6 a
la supresion de la apoptosis en células miocéardicas, lo que podria indicar la asociacion de la

actividad telomerasa con la proliferacion celular.

Asi también distintos reportes han dado cuenta de que la sobreexpresion de telomerasa en
queratinocitos basales estaria relacionada con un incremento en la incidencia de tumores de
piel inducidos por diferentes carcindgenos, en ratas. ®® No se encontraron estudios sobre

este comportamiento en queratinocitos de la mucosa bucal.

Alargamiento Mejora
telomérico supervivencia
celular e inhibe
apoptosis
Reparacién
del ADN

MITOCONDRIA Disminuye

concentraciones

de ROS

Organizacion de i
la cromatina Mejora la

Regulacion de .fll!lclflﬂ .
la expresion mitocondrial

genética

Fig.7. Funciones de la telomerasa. Funciones tipicas (dependientes del alargamiento telomérico) y funciones no
tipicas (no dependientes de la longitud telomérica).

Se ha demostrado experimentalmente que la telomerasa desempefia un importante papel en
la regulacion de la apoptosis. Estas observaciones sugieren una actividad proapoptotica de
hTERT en la mitocondria. En este sentido, los roles de TERT en la mitocondria son
consistentes con los informes que muestran que el estrés oxidativo desencadena la
exportacion nuclear de hTERT. ®® Otros autores refieren que la sobreexpresion de hTERT
hace que las células sean resistentes a la apoptosis. Este efecto antiapoptotico del TERT se
produce en una fase previa a su exportacion mitocondrial como paso anterior a la liberacion
de citocromo c¢ y factor inductor de apoptosis. 7
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Numerosos informes indican que la subunidad hTERT es capaz de llevar adelante una
contribucion a las vias de sefializacion celular, por ejemplo, la Wnt / B-catenina o NFkB.
Estas vias de sefializacion constituyen un control para la supervivencia y proliferacion, la
polaridad celular y la diferenciacion durante la embriogénesis. Asimismo, estarian

implicadas861 en etapas tempranas de la carcinogénesis, migracion y regeneracion tisular.
(58- 60)

Park y col. ®» han revelado que hTERT actla como un cofactor en la transcripcion del
complejo PB-catenina. Se demostré que hTERT interactuaba con BRG1, un factor de
remodelacion de la cromatina, para regular la via de sefializacion Wnt / B-catenina. Dado que
ambas, la via Wnt y la telomerasa, estdn comprometidas en el desarrollo embrionario y la
homeostasis tisular, se sugiere un vinculo entre estos dos factores.

Por otra parte, el factor nuclear de transcripcion kappa B (NF-B) regula la expresion de
multiples genes diana implicados en la inflamacion, en respuestas inmunes, proliferacion
celular, diferenciacién y apoptosis. La activacion de NF- B esta estrechamente controlada
tanto en el nucleo, como en el citoplasma. La via NF- B puede ser activada por varios
estimulos incluyendo las citocinas, la radiacion ionizante y el estrés oxidativo. Con
frecuencia, la via NF- B, se activa durante la genesis tumoral, donde regula la expresion de
genes implicados en la proliferacion, supervivencia, metastasis, angiogénesis, asi como la
resistencia a los farmacos y la radiacion. ®? Akiyama y col. © fueron los primeros en
demostrar que la proteina hTERT interactUa directamente con la subunidad p65 de NF- B.
Ellos encontraron que el factor de necrosis tumoral alfa (TNF) induce la translocacion de la
proteina hTERT unida a NF- B p65 desde el citoplasma hasta el nucleo. TNF es una citoquina
conectada a la inflamacion y se utiliza a menudo en entornos experimentales ya que también
induce la formacion de ROS (radicales libres de oxigeno).

La telomerasa también podria desempefiar un papel en la reparacion del ADN
independientemente de su funcion de alargamiento de los telémeros. Se ha demostrado
experimentalmente que la hTERT también esta asociada con primasa, ©” una proteina bien
conocida que participa en la replicacion y la reparaciéon del ADN, lo que indica un papel para
la telomerasa en la correccion de errores en el ADN. Ademas, los estudios indican que la
expresion ectopica de hTERT provoca un aumento en el nivel de expresion de los genes

involucrados en la respuesta de dafio al ADN, y esto se cree que esta asociado con una
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disminucion del dafio cromosémico espontaneo en las células G1 y una mejora en la cinética
de reparacion del ADN. ©®® También se demostr6 que hTERT est4 asociado fisicamente con
muchas proteinas reparadoras del ADN y con el telémero, lo que mejora la estabilidad del
genoma y las funciones de reparacion del ADN. ®7) Sin embargo, cada vez hay mas pruebas
que indican que el papel de la telomerasa en la respuesta al dafio del ADN no se limita a la
reparacion de roturas de doble cadena del ADN, sino que también se asocia con muchos otros
tipos de reparacion del ADN, incluso a través de la escision de nucleétidos. ¥

En relacién a la localizacién mitocondrial de hTERT, es posible que ésta pueda afectar la
sefializacion en las mitocondrias, favoreciendo la supervivencia celular sobre la muerte
celular inducida por estrés. Los datos experimentales sugieren que la sobreexpresion de
hTERT disminuye la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelular, mejora
la funcién mitocondrial e inhibe la apoptosis mediada por ROS en células cancerosas. Sin
embargo, otras funciones de la telomerasa en la funcion mitocondrial permanecen sin
dilucidar. ® (FIGURA 8)

cygokjpe

:

Cell Membrane

I

I

I

I

I . .
Nucl e gi(:;ﬁ:snve ~ Mitochondrion
ucleus S —_ o \

Nay?

hTERT /
\ranslocation /
[ protection
M \ ) y\Y/\Y/ \ {
AV/AV! @ w/ \W/\J/ \ \\JhTERT
1 Wnttarget genes 4
get g¢

e .
Tor m = | oxydative stress
h/

NF«B target genes

J DNA damage

e A

Bax Bcl-2 p53 B-gal CCND1 ABCB1 COX2 c-Myc | apoptosis rate
A drug resistance

Cell survival Cell survival Cell survival

Fig. 8. Efectos de la telomerasa en la funcion y metabolismo mitocondrial. Romasniuk A. The non-

canonical functions of telomerase: to turn off or not to turn off. Molecular Biology Reports 2019; 46: 1401- 1411.

32



Sin embargo, la subunidad hTERT no es la Gnica responsable de cumplir con funciones de la
telomerasa a las comunmente descriptas. Hace tiempo se conoce que hTERC también puede
tener cierto control sobre la expresion genética. Blackburn y col. () demostraron que la
hTERC en células de cancer de colon humano resultd en la supresion de la angiogénesis y
los genes asociados a la metastasis.

Todo lo estudiado abre el panorama en relacion a la actividad de una enzima cuyo espectro

de funciones excede ampliamente su funcién primigenia de mantener la longitud telomérica.

Actividad Telomerasa (AT) en células humanas

La actividad de la telomerasa es altamente regulada a lo largo del desarrollo humano. Los
tejidos embrionarios tempranos y células madre adultas conservan telomerasa activa, pero la
actividad de la enzima se reprime durante la diferenciacion embrionaria y estd ausente en la
mayoria de los tipos de células somaticas humanas normales con capacidad proliferativa
limitada. Sin embargo, la enzima permanece activa en algunos tejidos, como las células
germinales masculinas, las poblaciones de células madre y los linfocitos activados, y se activa
en mas del 90% de las células cancerosas a través de alteraciones genéticas y epigenéticas
durante el proceso de inmortalizacion y transformacion celular. ®® EI mantenimiento de la
longitud e integridad de los telémeros es un determinante crucial de la vida util de la célula
normal y la inmortalidad replicativa de las celulas cancerosas. La reactivacion de la

telomerasa es considerada uno de los eventos clave comunes al desarrollo del cancer. (67:68)

a-Células madre adultas

Las células madre adultas o somaticas son la fuente regeneradora de los distintos tejidos del
organismo. Se activan cuando se produce un dafo tisular y emigran desde sus nichos hasta
el lugar que tienen que reparar o restaurar. Sin embargo, si se multiplican en exceso, 0
demasiado poco, pueden ser origen de cancer o de enfermedades degenerativas,
respectivamente. El comportamiento de las células madre esta determinado por sus telémeros
y la cantidad de telomerasa que contienen. Mantener los extremos de los cromosomas en

buen estado permite que las células madre funcionen eficazmente. Los defectos en la longitud

33



de los telémeros en dichas células preceden en el tiempo a la aparicion de los primeros
sintomas visibles de envejecimiento prematuro o de cancer.
Por lo tanto, la medida de la longitud telomérica o de la AT en células madre, puede

considerarse uno de los parametros utilizables en el prondstico. %

b-Tejidos con alta capacidad replicativa

Kim y col demostraron hace varias décadas que todas las células germinales conservan AT.
Esta caracteristica es condicién suficiente para el mantenimiento de su longitud telomérica
constante a lo largo de la vida y de las generaciones. %

La telomerasa esta presente también en tejidos fetales (a las 20 semanas de desarrollo) con
excepcion del cerebro, pero la expresion de la misma es reprimida a medida que los tejidos
se van diferenciando a lo largo del desarrollo. Poco después del nacimiento no se detecta mas
en la mayoria de los tejidos somaticos y permanece en este estado en el organismo adulto ¢9).,
Como consecuencia los telomeros comienzan a acortarse desde muy temprano en la vida del
ser humano.

Las Unicas excepciones a esta regla la constituyen los tejidos que poseen una alta capacidad
replicativa, en donde la continua division celular demanda un mantenimiento de la longitud
telomérica constante. Entre ellos podemos nombrar a las células germinales masculinas y a
las células madre de la médula dsea y de la sangre periférica, como mencionamos en el
apartado anterior. "9 La actividad de esta enzima también estd presente en las células
epiteliales de la capa basal de la piel y de la mucosa bucal, "7 de las vellosidades del
intestino, tejido endometrial y en la glandula mamaria. ™) La caracteristica en comin de
todos estos tejidos es que estan continuamente sujetos a renovacion celular.

Aunque la telomerasa es detectada en estas células el nivel de actividad es mucho menor que

la que se encuentra por ejemplo en células tumorales. 7®

c- Células tumorales

Las células cancerigenas presentan AT desde estadios tempranos de la carcinogénesis, tanto
in vivo como in vitro. Kim y col. desarrollaron en el afio 1994 una técnica sumamente
sensible para la deteccion de AT, denominada TRAP (Telomeric Repeat Amplification

Protocol), la cual se basa en la extension de un oligonucle6tido no telomérico por la
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telomerasa (presente en extractos celulares) y luego estos productos son amplificados por
PCR. Con este método los autores hallaron que la telomerasa estaba presente en un 98% en
lineas celulares inmortales y aproximadamente en un 90% en tumores primarios humanos.
©8) Este fue el primer trabajo en el que se evidencié de manera sorprendente la relacion que
existe entre la presencia de AT y la inmortalidad celular.

Posteriormente, se han publicado numerosos estudios que dan cuenta de la reactivacion de
esta enzima en distintos tipos de cancer tales como el de mama, pulmon, rifién, intestino,
vejiga, piel y mucosa oral, entre otros. (782

Dado que la telomerasa parece reactivarse en etapas muy tempranas de la carcinogénesis,
esta enzima se ha convertido en un atractivo marcador para el diagnostico del cancer y como
posible blanco de ataque para nuevos tratamientos oncolédgicos. De hecho, se ha propuesto
la utilizacion de la AT para la deteccion temprana de lesiones cancerigenas, incluso en
momentos previos a la progresion maligna, ya que muchas lesiones premalignas ya
evidencian actividad de la enzima, como ocurre en el caso de algunos desordenes

potencialmente malignos de la mucosa bucal, tal como profundizaremos mas adelante.

4- Regulacién de la actividad telomerasa

El fendbmeno de la regulacion de actividad de esta enzima se lleva a cabo a varios niveles
incluyendo la transcripcion, la maduracién, modificacién, transporte y localizacion
subcelular de cada componente, el ensamble de la enzima, la accesibilidad y la funcién de la
telomerasa sobre los teldmeros. Asi también caracteristicas propias de los telomeros, tales
como su longitud, y el complejo de proteinas asociadas a los mismos, constituirian un
importante mecanismo regulador de esta enzima.

Algunos autores dan cuenta de que la regulacion de la AT in vivo es un proceso multifactorial
que involucra la regulacion de la transcripcion, interacciones proteina-proteina y también
modificaciones postranscripcionales y postraduccionales. Se trata de un proceso sumamente
complejo, pues depende de la accesibilidad al telémero y de la coordinacion con multiples

proteinas, moléculas de diversa indole y del microambiente tisular. €2
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Estos mecanismos de regulacion son capaces de modificar la actividad enzimética en
repuestas a cambios que se producen en el medio interno variando la capacidad funcional de
la enzima.

Para la actividad de la telomerasa in vitro, sus dos componentes hTERT y h TERC son
necesarios y suficientes. Sin embargo, la actividad in vivo requiere de una serie de moléculas
complementarias que desempefian un papel fundamental en la regulacion de la actividad de
esta enzima. Por ejemplo, las proteinas TRF1, TRF2, tanquirasa, TIN2, POT1 y RAP1 que
mencionaramos oportunamente, estan involucradas en la interaccion con los telomeros y
regulan la apertura y cierre de éstos, permitiendo el acceso de otros complejos proteicos tales
como la telomerasa. ® Otras proteinas que también permiten el ensamblaje de la telomerasa
y facilitan la interaccion telomerasa- telémero son HSP90, DKC1, L22, P23 y GARL.
Mientras que MR11A, NBS1, KU70, KU80, DNAPK y ATM funcionan en la deteccion de
telomeros cortos y organizan las vias de respuestas para la reparacion de las secuencias

teloméricas. ¢

Se conocen dos procesos basicos en la regulacion molecular: en primera instancia la
regulacion de la expresion genética, que modifica la cantidad de enzima a sintetizar a través
de mecanismos de induccion y represion genética, y la modificacion cualitativa, que
disminuye o aumenta la actividad enziméatica mediante mecanismos que, por ejemplo, hacen
variar el nivel de fosforilacion de la enzima. ©® Para la telomerasa en particular se han
estudiado todos los niveles de regulacidn genética. La regulacion de la actividad telomerasa
estd comunmente ligada a la regulacion de su subunidad hTERT.

Tanto en células normales como desde el comienzo de la carcinogénesis, el nivel
transcripcional es un factor determinante que regula el aumento de la actividad de la enzima
al permitir o no la expresion de los genes especificos que forman el complejo enzimatico. €7
Los reguladores descriptos de manera tipica que incrementan la transcripcion de hTERT
incluyen por ejemplo a los factores de transcripcion multifuncional c-MYC, NF-xB y
STAT3.c-MYC. Ademas, una variedad de factores regula la transcripcion de hTERT de
manera indirecta mediante la modulacion de c-MYC. Por ejemplo, p300 activa la expresion
del gen hTERT interactuando y estabilizando a c-MYC. @)

Curiosamente, varios factores de transcripcion desempefian papeles duales en la

transcripcion de hTERT; un representante es SP1. Se ha informado que SP1 puede activar la
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expresion de hTERT en células con telomerasa positiva. €Y Por el contrario, en las células
somaticas con actividad telomerasa negativa, la supresion de hTERT se debe a la unién de
SP1 a la region promotora proximal y al reclutamiento de proteinas de histona desacetilasa
(HDAC) a los sitios de union. 2 Otros factores que juegan efectos duales en la transcripcion
de hTERT incluyen la proteina activadora 1 (AP-1) 3% y el factor inducible por hipoxia 2-
alfa (HIF2a). Enel caso de hTERC, su transcripcion es inducida por Sply HIF-1y reprimida
por SP3, (95:96)

Ademas, de las formas comunes de regulacién transcripcional descritas anteriormente, las
mutaciones genéticas y / o modificaciones epigenéticas (metilacion y acetilacion)
proporcionan otros modos reguladores para alterar con precision la transcripcion de laenzima
telomerasa, afectando a sus dos subunidades componentes.

A nivel postranscripcional, se ha reportado que la expresion de hTERT puede ser regulada
por diferentes microARNs (miARNSs) y por ARNSs no codificantes de cadena larga (TERRA),
sobre todo en varios tipos de células cancerigenas. A este mismo nivel, uno de los enfoques
méas utilizado ha sido el de bloquear el funcionamiento del ARN mensajero de las
subunidades hTERT y hTERC. De hecho, el splicing (corte y empalme del ARN mensajero)
de la subunidad catalitica de la telomerasa, provoca la eliminacion de dominios importantes
para la actividad de la enzima. ©®)

En el nivel postransduccional, dos importantes mecanismos de regulacion de la enzima son
la fosforilacion y la ubicuidad de la misma. Varios estudios han revelado que el hTERT
puede ser modificado por fosforilacion. Un efecto prominente de la fosforilacion es el cambio
de localizacion celular de hTERT. Las quinasas mas reportadas que fosforilan el HTERT son
las proteinas AKT, PKC y SRC. En este sentido, la fosforilacion de la HTERT por las
isoenzimas a, B, 9, € y { de la PKC es vital para mantener la integridad de la holoproteina de
la telomerasa en las células de cancer de cabeza y cuello, que finalmente resulta en la
activacion de la telomerasa y la oncogénesis. ¢ Hay cada vez mas pruebas que demuestran
que la fosforilacion de hTERT también es importante para mantener localizacién nuclear y
la actividad de la enzima.

Hasta la fecha, solo hay pocos informes que han investigado las modificaciones de ubicuidad
de hTERT. Por ejemplo, Kim et al. muestra que romper la funcién HSP90 con geldanamicina

induce un cambio de ubicacidon y la subsiguiente degradacion de hTERT mediada por
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proteasoma. La sobreexpresion de MKRN1 podria promover la degradacion de hTERT y
disminuir la actividad de la telomerasa y la longitud del telémero. ©® Asimismo, el secuestro
de la enzima a nivel nucleolar también disminuye la actividad de la misma.

El microambiente también se relaciona a modificaciones en la ubicuidad de la subunidad
hTERT de la telomerasa. De hecho, algunos estudios demuestran de qué manera el stress
oxidativo es capaz de modificar la localizacion nuclear de la enzima hacia el citoplasma. ©®
Por otra parte, también a nivel postraduccional se ha comprobado que la actividad funcional
in vivo de la telomerasa se encuentra supeditada al ensamblaje del complejo telomérico.
Algunos constituyentes de este complejo tienen funcion reguladora intrinseca, entre ellos la
proteina tanquirasa, que facilita el ensamblaje del complejo telomérico, demostrandose que
este es uno de los principales mecanismos de regulacion postraduccional implicados no s6lo
en la regulacion de la enzima telomerasa, sino también de proteinas involucradas en la
respuesta a dafios del ADN. 9

Algunos estudios han indicado que la actividad de la enzima es modulada bajo situaciones
fisiologicas particulares durante el desarrollo y la homeostasis tisular. ° Es conocido el
hecho de que diversas sefiales intra y extracelulares tales como la radiacion UV, interferon
alfa y los estrégenos, modifican la actividad telomerasa.

Se ha observado una reactivacion de la telomerasa inducida por radiacion UV en melanomas
cutaneos, carcinomas de células basales y carcinomas de células escamosas. Esta activacion
de la enzima, podria estar relacionada con el hecho de que dicha radiacién provoca la
mutacion en el promotor del gen que codifica para hTERT. % El interferon alfa modula la
AT en diversos tejidos, se ha comprobado que puede reprimir la actividad de la enzima en
células hematopoyéticas malignas y no malignas. %2

En relacion a los estrogenos, diversos autores han demostrado la relacion entre 1os mismos y
un aumento de la actividad telomerasa, lo que podria explicar la patogénesis de diversos tipos
de céancer en células que poseen receptores para estrogenos. (1%

Asimismo, numerosos estudios dan cuenta de un incremento de la actividad de esta enzima
en presencia del virus del papiloma humano (VPH) y citomegalovirus. 104 109

La transformacion celular y la progresion del cancer se producen a través de la activacion de
varias vias oncogénicas. Algunas infecciones pueden desencadenar la activacion de estas vias

oncogénicas. Un ejemplo de esto es el virus VPH. Los tipos de VPH de alto riesgo (AR)
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estan asociados con los canceres anogenitales y orofaringeos, y los canceres asociados con
AR VPH expresan universalmente dos oncogenes virales, E6 y E7. Estos dos oncogenes
afectan a la mayoria de las vias que inducen cancer. Una ruta critica es la inmortalizacion
celular, tipicamente activada a través de la expresion de la telomerasa. La activacién de la
telomerasa es una parte clave del potencial maligno de los VPH de alto riesgo. Hace tiempo
se conoce que E6 y E7 incrementan la actividad telomerasa, lo cual estaria relacionado con
la malignizacion de lesiones producidas o sobreinfectadas por AR HPV desde estadios muy
tempranos de la carcinogénesis. % Sin embargo, VPH no es el tnico virus implicado en la
regulacién de la telomerasa. Citomegalovirus también induce la actividad telomerasa, aunque
por mecanismos no del todo dilucidados. Straat y col. %) propusieron que uno de estos
mecanismos seria la induccion de la transcripcion de hTERT, y con ello, el aumento de la
AT. Resulta interesante el hecho de que varios integrantes de la familia de los
citomegalovirus han sido asociados a distintos tipos de cancer, por lo que esta via de
activacion de la telomerasa podria contribuir explicando en parte, los mecanismos

carcinogenicos de esta familia de virus.

Inflamacidn crénica y telomerasa

La inflamacion cronica se considera uno de los factores de riesgo para la carcinogénesis.
Recientemente se informo que la telomerasa desempefia un papel importante en la induccion
de la inflamacion crénica. Asimismo, diversos autores han referido el efecto de distintas
citoquinas inflamatorias en la reactivacion de la AT y la migracion de células epiteliales en
el cancer oral. (%)

La diabetes, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, la insuficiencia renal, el cancer
(entre ellos el cancer de la mucosa bucal) y otras enfermedades crénicas, tienen como
caracteristica comun el aumento de la sintesis de citoquinas proinflamatorias y la alteracion
de la asociacion / equilibrio adecuado entre las citoquinas proinflamatorias y
antiinflamatorias. Interferon- (IFN), factor de necrosis tumoral a (TNF-a), interleucina 1y 6
(IL-1, IL-6) son solo un pufiado de las moléculas que se han encontrado elevadas en estas
condiciones. % Muchos estudios han logrado vincular la inflamacion crénica con el
deterioro de la biologia de los telomeros / telomerasas, un fenémeno que contribuye, entre

otros, al deterioro del sistema inmunitario de estos pacientes. Sin embargo, no se ha

39



dilucidado del todo si la inflamacién desencadena la disfuncion telomerasa, del telémero o
viceversa, 107

La red de estimulos pro y antiinflamatorios originados durante la inflamacién es muy
compleja y estd muy bien organizada. Las moléculas relacionadas con la inflamacion mejor
estudiadas son la interleucina 1 (IL-1), las familias de receptores de TNF, y también los
receptores de reconocimiento de patrones microbianos (TLR), que pertenecen a la familia
IL-1R. IL-1 y TNFa son citoquinas proinflamatorias que se liberan rdpidamente en caso de
lesidn o infeccidn. Uno de los siguientes pasos en el proceso inflamatorio es el reclutamiento
de proteinas de sefializacion adicionales que pertenecen a la familia TRAF y varias proteinas
quinasas, como IRAK1 e IRAK4, asi como quinasas RIP que activan muchas vias
moleculares, siendo la mas importante posiblemente la activacion de las proteinas quinasas
activadas por mitogenos (MAPK). (%8109 Algunos estudios han demostrado que hTERT
tiene la capacidad de inducir un incremento en la concentracién de ciertas citoquinas
inflamatorias, y que estas también podrian tener un efecto modulador sobre la AT. (110-112)
Esto seria particularmente importante en el caso de inflamaciones cronicas, ya que seria un
paso mas que permita explicar el nexo existente entre procesos inflamatorios de cierta
cronicidad y el cancer.

En los dltimos afios se han realizado investigaciones con el objetivo de estudiar el efecto del
stress oxidativo sobre la AT y su implicancia en el desarrollo del cancer, como

profundizaremos a continuacion.

Stress oxidativo, actividad telomerasa y cancer

El rol de las especies reactivas del oxigeno o radicales libres de oxigeno (ROS) en la
reactivacion de la telomerasa y su relacién con iniciacion, promocién y progresion de la
carcinogénesis y el efecto protector de las sustancias antioxidantes ha estado sujeto a mucha
especulacion en el pasado reciente, con reportes a veces contradictorios en la literatura.
Radical libre es aquella especie quimica que contiene uno o mas electrones desapareados en
su capa de valencia, lo que hace que los mismos sean muy reactivos. *3 En la naturaleza los
radicales libres son compuestos generalmente oxigenados y se denominan especies reactivas
de oxigeno (ROS). Debido a que los organismos se desarrollan en presencia de oxigeno, la

vida aerobia esté indefectiblemente conectada con la continua produccion de ROS. 414 Estos
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son responsables del dafio oxidativo a macromoléculas bioldgicas tales como ADN, lipidos,
proteinas y carbohidratos. Asi pues, participan en el mecanismo etiofisiopatogenico de
diversas enfermedades tales como el céancer, diabetes, patologias cardiovasculares,
neurodegenerativas, etc; estando también implicadas en fendmenos fisioldgicos tales como

el envejecimiento. 115117

Frente al dafio inducido por ROS, el organismo ha desarrollado una bateria de defensa
antioxidante, de naturaleza enzimatica y no enzimatica que evita que los radicales libres se
acumulen y ejerzan su efecto lesivo. Sin embargo, la funcion de las sustancias antioxidantes
va mas alld del efecto de barrera defensiva y se interpreta en el contexto de una fina
regulacién del estado redox celular, con importantes implicancias en la regulacion del ciclo
celular y de la muerte celular programada o apoptosis. *®) El sistema antioxidante enzimatico
estd formado por una serie de enzimas con capacidad antioxidante de origen endégeno que
constituyen la primera y principal linea de defensa contra ROS. Esté integrado por tres
enzimas fundamentales que trabajan en cadena para desactivar selectivamente radicales
libres: la enzima superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la enzima glutation

peroxidasa (GPx).

La SOD es una enzima absolutamente necesaria para mantener la vida en los organismos
aerobicos, ya que cataliza la dismutacion del O~ convirtiéndolo en H20, + O, en lo que
parece ser la reaccidén enziméatica mas rapida conocida. En consecuencia, la pérdida de la
funcion de SOD puede inducir una toxicidad oxidativa celular a través de un aumento de los

niveles de O, importante adn, en sus metabolitos derivados como el OH 0 el ONOO'.

Dentro de los antioxidantes no enzimaticos encontramos una amplia gama de productos
tales como el glutation, la vitamina C, vitamina E, el acido drico (en plasma y saliva),
estrdgenos, carotenoides y flavonoides entre otros. En casi todas las especies animales el
acido urico (AU) es metabolizado por la enzima urato oxidasa a alantoina. En el ser humano,
el AU es el producto final del metabolismo de las purinas y su concentracion es mas elevada
que en el resto de las especies, lo que podria significar una ventaja evolutiva. Su distribucién
en el organismo es ubicua, por lo que esta presente tanto dentro de las células como en la

mayoria de los fluidos corporales, lo que le permite tener funciones diversas de gran
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importancia biologica entre las que destaca la funcion antioxidante que presenta a nivel de
los liquidos corporales. Efectivamente, el AU es el antioxidante no enzimatico mas
importante del cuerpo humano, con un espectro de accion amplio, siendo capaz de quelar
radicales libres, iones metalicos tales como el hierro y el cobre, inhibir el dafio producido por
el peroxinitrito (radical libre altamente reactivo) y actuar como una sustancia oxidable capaz
de aceptar electrones. En saliva, el AU es considerado el antioxidante mas importante, ain
por encima de SOD, siendo responsable de aproximadamente el 80 % de la capacidad
antioxidante de dicho fluido. 19120

El estrés oxidativo se defini6 como la falta de equilibrio entre la aparicion de especies
reactivas de oxigeno / nitrégeno (ROS / RNS) y la capacidad del organismo para contrarrestar
su accion mediante los sistemas de proteccion antioxidante. El estrés oxidativo surge de una
generacion de ROS/RNS mejorada o de un deterioro de la capacidad protectora antioxidante,
que se caracteriza por la capacidad reducida de los sistemas enddgenos para luchar contra el
ataque oxidativo dirigido hacia las biomoléculas objetivo.

El disbalance entre sustancias oxidantes y antioxidantes resulta en una excesiva acumulacion
de sustancias reactivas de oxigeno y es definido como estrés oxidativo, el cual juega un papel
fundamental en el dafio tisular. Es decir que el stress oxidativo hace referencia a la falta de
equilibrio entre la aparicion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la capacidad del
organismo para contrarrestar su accion mediante los sistemas de proteccidon antioxidante.
Surge de una generacion de ROS / RNS mejorada o de un deterioro de la capacidad protectora
antioxidante, que se caracteriza por la capacidad reducida de los sistemas endégenos para
luchar contra el ataque oxidativo dirigido hacia las biomoléculas objetivo. 2% Por lo tanto,
el stress oxidativo es la repercusion de un aumento en la aparicion de radicales libres, pero
también de una actividad reducida del sistema de defensa antioxidante protector. Las especies
reactivas oxigenadas son principalmente responsables de las reacciones oxidativas dafinas.
También se distinguieron especies radicales que contienen nitrégeno, denominadas especies
reactivas de nitrogeno (RNS) derivadas del radical éxido nitrico, con capacidad para inducir
dafo celular. Se afirmo6 que los sistemas enzimaticos sintetizan especies reactivas no solo
para la defensa quimica o desintoxicacion, sino también para la sefializacion celular y las

reacciones biosintéticas. (122
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Evidencia sustancial ha establecido el rol carcinogénico de los ROS en la iniciacion y
promocion del cancer. Estas sustancias pueden provocar alteraciones en las bases de ADN,
rupturas de cadenas, dafios a genes supresores de tumores y una sobreexpresion de
protooncogenes. Se ha establecido que el stress oxidativo produce dafio de todos los
biocompuestos esenciales como proteinas, algunos componentes glucidicos y lipidos de
membrana, y puede provocar la muerte celular. ‘¥ Se evalu6 que las células cancerosas se
caracterizan por mayores cantidades de ROS que las células sanas, y se demostr6 que las
mismas son responsables del mantenimiento del fenotipo del cancer. 2 ROS también han

sido identificadas como estimuladores de oncogenes como los genes Jun y Fos. 2%

Ademas, algunos estudios dan cuenta del efecto que tendrian los radicales libres en la
regulacion de la activacion de la telomerasa y en la longitud de los telémeros. Nishikawa
y col. demostraron que el stress oxidativo de células in vitro eleva la actividad de la enzima
telomerasa.!?® Bajo condiciones de estrés oxidativo, la enzima se transloca del nticleo a las
mitocondrias y la AT se incrementa notablemente (en el término de 3 horas).*?”) A pesar de
que se conoce poco respecto de la implicancia fisiol6gica de esta observacion, ha sido
sugerido que la respuesta de la telomerasa frente al estrés oxidativo tiene especialmente un
efecto protector celular, en lugar de inductor de la proliferacion en células epiteliales.*?® Sin
embargo, poco se conoce acerca de la regulacion de la telomerasa in vivo.?®) Esta enzima
ofrece proteccion celular especialmente en el contexto de telémeros cortos. %9 La proteina
de core de la telomerasa, hTERT, en fibroblastos humanos protege al DNA de la radiacion
UV y de los efectos del estrés oxidativo, s6lo en células con acortamiento telomérico, a traves

de la elongacion de los telémeros. 31

Es asi como los radicales libres han sido relacionados de manera creciente con los procesos
de carcinogénesis, de forma directa por su efecto sobre las biomoléculas celulares y de forma
indirecta por su interaccion con otras sustancias implicadas en la iniciacion y/o progresion

del cancer.

Las células tumorales durante su proceso de transformacion producen altos niveles de ROS
en pacientes con cancer. Los peréxidos lipidicos pueden iniciar la peroxidacion a traves de
la sintesis de prostaglandinas, la cual es una alteracién patobiolégica en las células

cancerosas. Ademas, los productos de la lipoperoxidacion poseen propiedades citotdxicas y
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mutagénicas y son capaces de modular el crecimiento celular y la promocion tumoral

activando caminos de transduccion de sefiales intra e intercelulares. (132-135)

La suposicion basica de que los radicales libres dafian el material celular podria resultar en
la transformacion de células normales en malignas. La magnitud de este dafio es también
dependiente de los mecanismos de defensa del organismo contra radicales libres, mediado
por varios antioxidantes celulares. EI metabolismo de ROS en células cancerigenas esta
drasticamente alterado, favoreciendo al menos dos mecanismos: las células malignas
producen grandes cantidades de ROS comparadas con las células no neoplésicas y ademas

existe supresion del sistema de antioxidantes en las células cancerigenas. 36:137)

De hecho, evidencia considerable sugiere que las enzimas antioxidantes actlan para inhibir
tanto la iniciacion como la promocion de la carcinogénesis. La baja actividad de estos
mecanismos de defensa antioxidante juega un papel clave en la progresion del cancer.
Diversos estudios revelan bajas concentraciones de enzimas antioxidantes, entre ellas la

SOD, en tejido tumoral, sangre y saliva de pacientes con cancer. 3

El disbalance oxidante-antioxidante es considerado uno de los factores responsables de la

carcinogénesis y crecimiento e invasion tumoral.

Dada la importancia del dafio que el estrés oxidativo puede producir en las células y en el
organismo, se ha intentado encontrar marcadores en saliva, sangre y muestras tisulares, que
permitan determinar el dafio oxidativo de los tejidos, asi como evaluar la respuesta de los
mecanismos antioxidantes frente a los mismos. Uno de los principales objetivos de la
peroxidacion por ROS son los acidos grasos poliinsaturados en las membranas biologicas.
La descomposicién de estos lipidos lleva a la generacion de productos terminales tales como
hidroperoxidos lipidicos y malondialdehido (MDA). Los niveles de estos productos indican
la extension de la peroxidacion lipidica y sirve como un marcador del dafio celular causado
por radicales libres. 139 EI MDA reacciona con el acido tiobarbiturico (TBA), dando un

producto (MDA- TBA2) susceptible de ser medido espectrofotométricamente.

Distintos estudios han revelado que las respuestas celulares a estimulos externos, son
mediadas principalmente por la peroxidacion lipidica causada por el incremento del estrés
oxidativo y estos han sido implicados en el desarrollo del tumor. 39
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Asimismo, altas concentraciones de ROS estarian implicadas en la patogénesis del cancer
de la mucosa bucal. Se encontraron elevados niveles de MDA en sangre, saliva y muestras
de tejido tumoral de pacientes con diagndstico de carcinoma de células escamosas de la
mucosa bucal. 14149 Estos niveles elevados fueron atribuidos a los productos de
descomposicion de los acidos grasos poliinsaturados de las biomembranas. Otros trabajos
establecieron ademas que los incrementos de MDA en las muestras correspondientes a cancer
de la mucosa oral ocurren como consecuencia del dafio lipooxidativo y que esto se refleja
fielmente en el plasma, por lo que los niveles de MDA en plasma son demostrativos de la
peroxidacion lipidica tisular. 3% En relacion a los sistemas antioxidantes, existirian algunos
resultados controversiales. Mientras que algunos investigadores encontraron elevados
niveles de SOD en saliva y plasma de pacientes con cancer bucal, % 144 149 otros trabajos
revelan una disminucién de los niveles de esta enzima en sangre, en pacientes con esta
patologia. ‘45159 En algunos casos, se cree que la sobreexpresion de SOD podria ser
considerada como una respuesta adaptativa al incremento en los productos de la
lipoperoxidacion en eritrocitos y esto resulta en la dismutacion de superoxido a H2Oz. Resulta
interesante destacar que la actividad de SOD se incrementa cuando la efectividad de otras

enzimas decrece. (159

También se han estudiado marcadores de estrés oxidativo y status antioxidante en algunos
tipos de lesiones cancerizables, como las leucoplasias y el liquen plano de la mucosa bucal.
Diversos estudios evaluaron marcadores de stress oxidativo en la sangre y la saliva de
pacientes con liquen plano bucal (LP) sugiriendo que el stress oxidativo estaria implicado
en la etiofisiopatogenia de este desorden. Se han encontrado elevados niveles de MDA en
pacientes con esta patologia. Esto sugiere un incremento en la peroxidacion lipidica en el
liquen. Los factores implicados en la induccién de alteraciones histoldgicas presentes en el
liquen plano estan influenciados por el stress oxidativo. Sin embargo, no existe evidencia
suficiente que demuestre diferencias en la concentracion de radicales libres y sustancias
antioxidantes en las distintas variedades de liquen ni su relacion con otros marcadores
moleculares que favorezcan la transformacion maligna de estas lesiones. Distintos autores
reportaron altos niveles de MDA en LP, leucoplasias y cancer. (156-1)

Resulta importante profundizar el estudio de diversos aspectos relacionados con la

participacion de la enzima telomerasa en lesiones potencialmente malignas y en el cancer de
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la mucosa bucal, asi como la relacion que podria existir entre los aspectos moleculares de la
actividad de la telomerasa con factores propios del fenotipo del paciente (sexo, edad, estado
bucal, habitos, etc) y las caracteristicas clinicas e histopatoldgicas de las lesiones premalignas
de la mucosa bucal.

Se considera de gran importancia la relacion existente entre el stress oxidativo, los niveles
de sustancias antioxidantes y la AT.

Existe consenso, entre diferentes autores, al expresar que hay poca evidencia para evaluar el
nivel de la peroxidacion lipidica y la capacidad antioxidante en el tejido de especimenes con
DPM de la mucosa bucal. Asimismo, y teniendo en cuenta que los radicales libres actian
activando a la telomerasa, no disponemos de trabajos que correlacionen la actividad de esta
enzima con el nivel de estres oxidativo, el perfil antioxidante y la caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas de DPM y cancer de la mucosa bucal. Tampoco se lo ha relacionado con los
factores asociados a estas patologias (tabaco, alcohol, etc). Por ello consideramos de suma
importancia profundizar en el estudio de estas variables y su posible asociacion para evaluar
el comportamiento, pronéstico y evolucion de estas patologias. Consideramos que este punto

puede resultar uno de los principales aportes de este proyecto de tesis.

Actividad telomerasa y estilo de vida

Diversos autores concuerdan en que las disfunciones en el comportamiento del sistema
telomeros/ telomerasa puede deberse, en parte, a comportamientos poco saludables (por
ejemplo, un comportamiento mas sedentario, una dieta poco saludable, habito de fumar y/ o
uso de alcohol, abuso de sustancias, etc.).%% En consecuencia, se ha sugerido y demostrado
en varios estudios que un estilo de vida saludable con respecto a la nutricion, el manejo del
estrés, abuso de sustancias y el ejercicio puede promover telomeros mas largos %61 y una

actividad telomerasa basal estable.

Boskus y col. %2 encontraron que los niveles de telomerasa y MDA en sangre de pacientes
fumadores, eran significativamente méas elevados que en aquellos que no fumaban tabaco.
Del mismo modo, estudios realizados en células mononucleares de gemelos sanos con habito
tabaquico discordante demostré un incremento de la actividad telomerasa y de la longitud
telomérica. 53 Asimismo se han hallado niveles elevados de actividad telomerasa en tejido

proveniente de biopsias de lesiones malignas de pacientes fumadores crénicos. 64
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Con respecto al alcohol, Nahon y col. @) hallaron mutaciones de hTERT en pacientes
alcohdlicos con diagndstico de carcinoma hepatocelular, lo cual llevaria a modificar la
actividad de esta enzima. Wu 1% describi6 un incremento en la actividad telomerasa y en la
concentracion de hTERT en tejido de higado con diagndstico de enfermedad hepatica
asociada a ingesta de etanol. No obstante, otros autores como Harpas y col. 7, no hallaron
asociacion entre la actividad telomerasa y la ingesta de etanol, aunque este factor de riesgo
si influiria acortando la longitud de los telémeros. En el mismo sentido, otros estudios
muestran una falta de correlacién entre los habitos de fumar y beber alcohol con la actividad

telomerasa y el grado de severidad del carcinoma espinocelular de la mucosa bucal. 168

Hasta la fecha no se han encontrado publicaciones en la literatura cientifica que relacionen
el consumo de mate, ampliamente extendido en nuestro medio, con modificaciones de la

actividad de la enzima.

Teniendo en cuenta lo expresado en parrafos anteriores resulta interesante puntualizar que
diversas publicaciones dan cuenta de intervenciones puntuales realizadas sobre distintos
aspectos del estilo de vida del paciente mejoraria el funcionamiento del sistema telomeros/

telomerasa. (16% 170
Cancer bucal, desdrdenes potencialmente malignos (DPM) y actividad telomerasa

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es la segunda causa principal
de muerte a nivel mundial, y es responsable de un estimado de 9.6 millones de muertes en
2018. Aproximadamente 1 de cada 6 muertes se debe al cancer (WHO statistics on cancer).
@) (FIGURA 9)

Alrededor de un tercio de las muertes por cancer se deben a los 5 principales riesgos
conductuales y dietéticos: alto indice de masa corporal, baja ingesta de frutas y verduras,
falta de actividad fisica, consumo de tabaco y alcohol. EI consumo de tabaco es el factor de
riesgo mas importante para el cancer y es responsable de aproximadamente el 22% de las
muertes por esta patologia. 72

La prevencion del cancer es una de las mejores estrategias a nivel de Salud Publica ya que es
un método de bajo costo y alta efectividad en el tiempo. La deteccion precoz permite
intervenir en los estadios tempranos de la enfermedad, siendo este un momento con alto

potencial para lograr la curacion.
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Estimated age-standardized incidence rates (World) in 2018, all cancers, hoth sexes, all ages
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Fig 9. Distribucion mundial del cancer. Ferlay J, Soerjomataram I, Ervik M, Dikshit R, Eser S, Mathers C et
al. GLOBOCAN 2012 V1.0. Cancer incidence and mortality worldwide: IARC CancerBase Nro 11. 2013. Lyon,
France: International Agency for Research on Cancer.

El cancer de cabeza y cuello es uno de los seis canceres méas frecuentes en los seres humanos.
Los localizados en la cavidad bucal representan el 48% de los casos de cabeza y cuello, y el
90% de éstos son carcinomas a celulas escamosas de la mucosa bucal (CCEB). Los
carcinomas de cabeza y cuello comprenden a los de células escamosas del tracto superior
aéreo, desde los labios hasta la region esofagica incluyendo la cavidad bucal, laringe y
faringe. Estos canceres se consideran en forma conjunta, dada sus similitudes

epidemioldgicas, de tratamiento y prondstico. 73

Se trata de una enfermedad de etiologia multifactorial que en el 80 % de los casos se debe a
factores exdgenos o externos como el estilo de vida, el consumo de alcohol y habito de fumar
y en un 20% a factores enddgenos genéticos. 74 17 Los factores externos como la mala
alimentacion, las situaciones de estrés, las relaciones sexuales promiscuas, el habito de beber
alcohol en exceso, el habito de fumar, entre otros, pueden producir en las células del
organismo modificaciones moleculares en determinados genes que llevan a la generacion en
tumores. ElI comportamiento bioldgico del CCE es similar en pacientes jovenes y mayores,

aunque ciertos estudios sugieren que es mas agresivo en los pacientes jovenes. @7
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CANCER BUCAL

Epidemiologia del Cancer de Cavidad Bucal

El cancer de la mucosa bucal incluye a los canceres que afectan labio, lengua y demas
organos ubicados dentro de los limites anatdmicos de la cavidad bucal (Clasificacion OMS,
ICD 10: C 01-06). Representa un problema creciente y preocupante en ciertas areas
geograficas del mundo como regiones del sur de Asia, Latinoamérica y partes del este y

centro de Europa.

Se trata de uno de los once tipos de cancer mas comunes en el mundo, en términos del nimero
de casos. Aproximadamente por afio estos canceres producen 200.000 muertes. La tasa de
sobrevida de los pacientes con diagndéstico de CCE es de un 60% aproximadamente a los 5
afios. Mientras que la recurrencia de lesiones malignas en pacientes con cancer bucal, se
producen en el 5-50% de los pacientes diagnosticados, e influye negativamente en el
prondstico de la enfermedad. Cerca de un 50% de los pacientes con diagnostico de CCEB

presentan metastasis de nddulos linfaticos. 77+ 178)

La mayoria de los canceres de la mucosa bucal diagnosticados corresponden al tipo CCE,
clasificandose a nivel histolégico de acuerdo al grado de queratinizacion (poco, moderado o
bien diferenciado). Dentro de las variantes de estos carcinomas espinocelulares se pueden
incluir los carcinomas ulcerados, vegetantes, verrugosos, sarcomatoides y linfo-epiteliomas.
Presentan una baja prevalencia en la poblacion mundial, de 2 al 5%, sin embargo, cuenta con

altas tasa de morbilidad y mortalidad. (72180

Morelatto y col. 8, en un estudio realizado en la provincia de Cérdoba (Argentina)
observaron que en el sexo masculino la tasa de mortalidad del cancer bucal se incrementé en
un 59% entre los afios 1975 al 1995; y posteriormente, esta tasa descendio levemente hasta
el afio 2000. Contrariamente en el sexo femenino, en el mismo periodo, se produjo un
incremento gradual del 77%. La relacion masculina: femenina es de 2:1 6 15:1 dependiendo

del sitio anatomico.
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Carcinoma de células escamosas de la mucosa bucal (CCEB)

Esta entidad representa el 98% de todas las formas de cancer de cabezay cuello y en la Gltima
década presentd un incremento de su incidencia de alrededor del 50%. 82 La mayoria de los
casos se diagnostica en una fase tardia, en estadios histolégicos 111 o 1V, lo que en general
disminuye las probabilidades de sobrevida y también deteriora la calidad de vida del paciente
(183) En general todos los canceres, incluyendo el CCE de la mucosa bucal se generan a partir
de la acumulacion de cambios genéticos y epigenéticos resultando fenotipos que promueven

el desarrollo de éste.

Comunmente, el desarrollo del CCE esta precedido por desérdenes potencialmente malignos
de la mucosa bucal (DPM). La deteccion de este tipo de lesiones y estadios precoces del
cancer bucal permite realizar examenes preventivos que conduzcan a una identificacion

temprana e instauracion de tratamiento de manera oportuna. (4

Teniendo en cuenta que los DPM tales como la leucoplasia, liquen plano bucal y lesiones
liquenoides seran incorporadas al presente estudio, pasaremos a profundizar muy brevemente

en sus caracteristicas y epidemiologia.
Algunos desordenes potencialmente malignos de la mucosa bucal:
a) LEUCOPLASIA (LB):

La definicién y la terminologia de la LB ha sido tema de discusién en la literatura durante
muchas décadas. Esta discusion se centra principalmente en aspectos clinicos, pero también

esta relacionada en parte con algunos aspectos histopatolégicos.

En 1978, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) defini6 la LB como: "Un parche o
placa blanca que no puede caracterizarse clinica o patolégicamente como cualquier otra
enfermedad". “® En una nota explicativa se ha declarado explicitamente que el término
leucoplasia no esta relacionado con la ausencia o presencia de displasia epitelial. En una
monografia de la OMS, publicada en 1997, la frase: “cualquier otra enfermedad definible"
fue reemplazada por "cualquier otra lesion definible". ) En 2002, se recomend6 hacer una
distincion entre un diagndstico clinico presuntivo de LB y uno definitivo. " Se realizé un
diagnostico presuntivo cuando una lesion en el examen clinico inicial no podia diagnosticarse

claramente como leucoplasia o cualquier otra enfermedad. Se realizé un diagnostico clinico
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definitivo de leucoplasia después de la eliminacion fallida de factores etioldgicos
sospechosos o en ausencia de tales factores. En este caso, ademas, el diagnostico se confirma
cuando el examen histopatoldgico de una biopsia incisional no muestra la presencia de
ninguna otra enfermedad. En 2005, la definicién de leucoplasia se cambid en una reunion
apoyada por la OMS en: "Una placa blanca de riesgo cuestionable que ha excluido (otras)
enfermedades o trastornos conocidos que no conllevan un mayor riesgo de cancer." (189
Durante la dltima reunién, se decidi6 deliberadamente considerar la leucoplasia como una
enfermedad potencialmente maligna o premaligna de la mucosa bucal, pero que también

puede ocurrir en otros sitios en la cavidad oral o la region de la cabeza y el cuello.

Una combinacion de las definiciones de LB de 1978 y 2005 de la OMS podria dar como
resultado el siguiente texto: “Un parche o placa predominantemente blanco que no puede
caracterizarse clinica o patolégicamente como cualquier otro trastorno; la LB conlleva un
mayor riesgo de desarrollar cancer, ya sea en el &rea de la leucoplasia o cerca de ella, 0 en

cualquier otro lugar de la cavidad bucal o la regién del dolor de cabeza y el cuello”. 189

Tradicionalmente, se reconocen dos tipos clinicos principales de leucoplasia, que son el tipo
homogéneo y el no homogéneo, respectivamente. El tipo no homogéneo conllevaria un
mayor riesgo de transformacion carcinomatosa. El tipo homogéneo se caracteriza por una
apariencia blanquecina delgada, plana y homogénea. El tipo no homogéneo se subdivide en
una variedad de subtipos, como moteado o eritematoso (cambios blancos y rojos), también

conocido como eritroleucoplasia, nodular y verrugoso. 89

Un tipo de lesion que concierta cierta polémica es la leucoplasia verrugosa proliferativa
(LVP) tal como ha sido introducida en la literatura por Hansen et al. @* En la publicacion
original, LVP se ha caracterizado como una lesion de crecimiento lento, persistente e
irreversible, con alta probabilidad de malignizacion y es ademas resistente a todas las formas
de terapia, ya que la recurrencia es la regla y que suele no estar asociada a ningun factor
irritativo causal, mas frecuente en mujeres por encima de los 40- 50 afios. La LVP puede

comenzar como una queratosis simple en un extremo y un carcinoma invasivo en el otro.

Grinspan (Y utiliza un criterio clinico histopatolégico para la clasificacion de las
leucoplasias, clasificandolas en leucoplasias grado | (FIGURA 10) o maculosa, grado Il o
queratosica (FIGURA 11) y grado I11 o verrugosa (FIGURA 12).
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Fig. 10 Fig. 11 Fig. 12

Fig. 10. Leucoplasia maculosa de cara ventral de lengua y piso de boca, Fig. 11. Leucoplasia queratdtica de

mucosa yugal y Fig. 12 Leucoplasia verrugosa de mucosa yugal

Petti y col. %2 realizaron estudios de prevalencia entre 1986-2002. Las técnicas estadisticas
utilizadas en esta revision arrojaron una prevalencia mundial unificada para esta patologia de
un 2,6%. (192

En los paises desarrollados la leucoplasia suele afectar a individuos entre la cuarta y séptima
década de la vida. En paises emergentes, estas lesiones suelen adelantarse entre 5-10 afios a
la aparicion del carcinoma. La distribucion por sexos, puede unificarse en un 3:1 mas
frecuentemente en hombres que en mujeres.

El consumo de tabaco es el factor predisponente mas comun en el desarrollo de LB, aunque
una cierta proporcion de ellas (entre 4.2 y 26 %) no se asocian con una causa conocida
(leucoplasias idiopaticas). La importancia del consumo de alcohol en la etiologia de la LB
pareceria ser en funcion de su efecto sinérgico con el tabaco. %%

El porcentaje estimado de transformacién maligna varia en funcidon del pais en donde se haya
realizado el estudio y del tipo de muestra. Sin embargo, el rango de transformacion maligna
de la leucoplasia oscila entre el 0,13% y el 17,5%. %
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LIQUEN PLANO (LP) Y LESIONES LIQUENOIDES (LLO) DE LA MUCOSA
BUCAL

La variante bucal del liquen plano es una enfermedad inflamatoria crénica de mecanismo
inmunitario que afecta la mucosa bucal con brotes y remisiones caracteristicas. Mientras que
las lesiones cutaneas de LP pueden ser autolimitadas y pruriginosas, las lesiones bucales son
comunmente cronicas, no remisivas y pueden ser una fuente de morbilidad. °®

El diagnostico de LP generalmente se realiza mediante exdmenes clinicos e histoldgicos. Sin
embargo, en las lesiones clasicas (patron reticular bilateral), es posible hacer un diagnéstico
basado solo en la apariencia clinica. %

La prevalencia estimada de LP en la poblacion adulta general es de 0,5 a 2%. La proporcién
de sexo femenino / masculino reportada es de 2 a 1 y la edad de inicio es generalmente entre
30y 60 afios. %) Sin embargo, ha habido informes de casos de LP en nifios. 17
Clinicamente, hay diferentes subtipos clinicos de LP que se pueden ver individualmente o en
combinacion. Los mismos pueden agruparse en dos variedades: liqguenes maculosos o
reticulares y no maculosos (atrofico, ampollar, erosivo / ulcerativo, anular, queratdsico y
pseudovegetante) (FIGURA 13). Los mas comunes son los subtipos reticulares, erosivo /
ulcerativo y en forma de placa queratdtica o leucoplasiforme. 19199 | as |esiones reticulares,
la forma maés reconocida de LP, a menudo son asintomaticas y aparecen como multiples
papulas con una red de lesiones pequefias, elevadas, de color gris blanquecino, de encaje,
llamadas estrias de Wickham. @%) En ausencia del patron reticular cléasico en las superficies
de la mucosa bucal, es dificil diagnosticar clinicamente LP. % Por lo tanto, se requiere
confirmacion histolégica del diagnostico. La forma erosiva de LP puede presentarse con
eritema causado por inflamacion o adelgazamiento epitelial y también se puede ver
ulceracion / formacién de pseudomembranas, con la periferia de la lesion rodeada de estrias
queratéticas reticulares. %%V Las lesiones atroficas y erosivas / ulcerativas de LP producen
diversos grados de incomodidad y sintomatologia dolorosa. La irritacion mecanica cronica
de la mucosa bucal, la acumulacion de placa y calculo dental suelen empeorar las
manifestaciones y sintomatologia de esta patologia.

Estas lesiones particulares casi nunca remiten espontaneamente y pueden llevar a la
confusion con otras enfermedades que comparten caracteristicas clinicas similares, por lo

que se refiere un diagnostico diferencial exhaustivo. Con el objetivo de definir mejor los
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criterios para el diagndstico de LP, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) disefié un
conjunto de criterios clinico -patoldgicos en 1978. Sin embargo, estos criterios carecian de
consenso con respecto a un diagndstico clinico e histologico de LP, por lo que se propusieron

modificaciones a los criterios de la OMS en 2003 (Tabla 1), lo que resulté en un aumento

sustancial en el consenso y correlacion clinico- patoldgica.

LPB Maculoso LPB Ampollar LPB Erosivo

LPB Queratotico LPB Atrofico LPB Pseudovegetante

Fig 13. Algunas variedades de LP de diferente localizacion.

En cuanto a la potencial transformacion carcinomatosa del LP, numerosos estudios han
intentado abordar este problema. Varios autores acordaron una frecuencia de transformacion
maligna entre 0.4% y 5%, durante periodos de observacién de 0.5 a mas de 20 afios con una
tasa anual entre 0.2 y 0.5% %), En 1985, Krutchkoff y Eisenberg % acufiaron el término
“displasia liquenoide” (DL) para describir lesiones que se parecen a LP histolégicamente
pero que ademas muestran caracteristicas de displasia.

Van der Meij y col. ®¥ propusieron la designacion “lesiones liquenoides orales” (LLO) para

casos que son clinicamente caracteristicos e histologicamente compatibles, clinicamente
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compatibles e histolégicamente caracteristicos, o clinicamente e histolégicamente
compatibles con LP (TABLA 1).

Tabla 1 Criterios de diagnéstico modificados para OLP y OLL (2003)

Criterios de diagnoéstico modificados para LPB y LLO (OMS)

Criterio clinico

- Presencia de lesiones bilaterales, mas o menos simétricas.

- Presencia de una red en forma de cordon de lineas gris-blancas ligeramente elevadas (patron reticular)

- Las lesiones erosivas, atroficas, ampollosasy de tipo placa solo se aceptan como un subtipo en presencia de lesiones reticulares en otras
partes de la mucosa oral.

En todas las demas lesiones que se asemejan a OLP pero no completan los criterios antes mencionados, se debe usar el término
"clinicamente compatible con®.

Criterios histopatologicos.

- Presencia de una zona de infiltracion celular bien definida, en forma de banda, confinada a la parte superficial del tejido conectivo, que
consiste principalmente de linfocitos

- Signos de degeneracion de licuefaccion en la capa celular basal

- Ausencia de displasia epitelial.

Cuando las caracteristicas histopatologicas son menos obvias, se debe usar el término "histopatolégicamente compatible con®

Diagnéstico final de OLP u OLL
Para lograr un diagnéstico final, se deben incluir criterios clinicos e histopatolégicos

OoLP
Un diagnéstico de OLP requiere el cumplimiento de criterios clinicos e histopatoldgicos.

OLL

El término OLL se utilizara en las siguientes condiciones:

1. Clinicamente tipico de OLP pero histopatolégicamente solo compatible con OLP.
2. Histopatolégicamentetipico de OLP pero clinicamente solo compatible con OLP.
3. Clinicamente compatible con OLP e histopatolégicamente compatible con OLP.

Tablal. Referencia: van der Meij EH, van der Waal I. Lack of clinicopathologic correlation in the diagnosis of
oral lichen planus based on the presently available diagnostic criteria and suggestions for modifications. | Oral
Pathol 2003 Med 32:507-512. Con modificaciones.

Actualmente algunos proponen que el potencial para malignizar de la LLO es igual o incluso
mayor que el del LP. (204205

Los mecanismos y factores de riesgo que tratan de explicar la transformacion maligna de LP
son variados. Un enfoque interesante es recordar que la inflamacion crénica esta asociada
con varios tipos de cancer, ?%) y P como condicion inflamatoria fue propuesta por algunos

autores para representan un modelo para tal asociacion. %7
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Cambios moleculares en el carcinoma a células escamosas de la mucosa bucal

El CCE es una neoplasia maligna del estrato escamoso del epitelio de la mucosa bucal; se
produce en diversos sitios de la cavidad bucal, frecuentemente se encuentra en labios, bordes
de lengua y piso de boca. La incidencia de CCE se incrementa con la edad; se ha observado
que la mayoria de ellos se observa en pacientes mayores de 40 afios. %)

Es conocido que genes asociados a proliferacion o apoptosis celular participan en el
desarrollo de la enfermedad y pueden servir como marcadores de recurrencia o0 progresion
de la patologia en pacientes con CCE. En la carcinogénesis se sobre estimula o reprime la
expresion de algunos proto-oncogenes. cuando se acumula un namero critico de mutaciones
(usualmente entre 5 a 6) las células salen de su patrén de crecimiento normal y puede iniciarse
la tumorogénesis. En casi todos los casos examinados, la formacion del tumor es generado a
partir de una sola célula, por lo cual se dice que es monoclonal. Los alelos mutados de los
proto-oncogenes son llamados oncogenes y corresponden a alelos dominantes y se relacionan
con la estimulacidn del ciclo celular. Los genes supresores de tumores, codificados por alelos
recesivos, son los relacionados a la inhibicion del ciclo celular. Las oncoproteinas,
codificadas por estos genes, actuan regulando el ciclo celular en diferentes niveles actuando
como: a) factores de crecimiento; b) receptores de los factores de crecimiento; c)
transductores de sefales intracelulares; d) factores de transcripcion nuclear. %)

Numerosos oncogenes se han observado involucrados en la carcinogénesis oral. Dentro de
estos se mencionan: el factor de crecimiento epidermal (EGFR/c-erb 1) y miembros de la
familia de genes ras, c-myc, int-2/Fgf-3 (factor de crecimiento de fibroblastos), hst-1/HSTF1
(factor de transformaciéon de union de la heparina secretoria), PRAD-1 (adenomatosis

paratiroidea) y bcl-1(leucemia a células B/ linfomas). ¢10:211)

Entre los genes supresores de tumores se puede mencionar a la proteina p53. La modificacion
molecular del gen p53 es una de las alteraciones mas frecuentes en los carcinomas,

observandose aproximadamente en el 70% de los CCE. (?12213)

Mas alld de los mecanismos mencionados, desde hace algunos afios se le da una gran
importancia a la reactivacion de la actividad de la enzima telomerasa desde etapas tempranas

de la carcinogénesis, encontrandose intimamente relacionada con este proceso.
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Actividad telomerasa en el carcinoma a células escamosas de la mucosa bucal

Los primeros estudios demostraron que las células sin telomerasa presentaban un
acortamiento de los telémeros en relacién directa con el aumento de divisiones celulares.
Esto sugirio que la pérdida de los telémeros podria explicar la senescencia celular después
de un determinado ndmero de duplicaciones in vitro. Se ha propuesto que la pérdida de
repeticiones teloméricas, al alcanzar una longitud telomérica critica, induce una sefial de dafio
en el ADN que resulta en la salida del ciclo celular y la senescencia replicativa. De acuerdo
con este modelo, los telémeros actian como un reloj mitético que determina la vida

replicativa de una célula. ¢4

La detencién del ciclo celular que se impone en estas células se mantiene por medio de
sefiales que activan las vias de los genes supresores de tumores p53 y Rb. Este limite en la
etapa de mortalidad (M1) podria ser alterado por la transformacion con agentes virales tales
como SV40 o el antigeno T que inactivan los genes p53 o Rb y permiten a las células sufrir
otras divisiones celulares adicionales. Estas células, sin embargo, no pueden dividirse
indefinidamente y no se consideran inmortales, ya que va seguido por la erosion telomérica
ulterior, las células alcanzan una segunda etapa de la mortalidad (M2), con los telomeros
criticamente cortos. La progresion mas alla de este punto es un evento muy raro que requiere
la alteracion por la mutacidn de oncogenes adicionales y genes supresores de tumores. Sin
embargo, las células que tienen éxito en la superacion de M2 se correlacionan fuertemente
con la reactivacion de la actividad de la telomerasa, la estabilizacion de los telémeros y la
adquisicion de un fenotipo inmortal. Por otro lado, la telomerasa esta activa en la mayoria de
lineas celulares inmortalizadas y en 85-90% de los tumores humanos. En un estudio en
células en cultivo (representando 18 tipos de tejidos humanos), se encontrd que el 98% de
células inmortales presentaban actividad telomerasa positiva, mientras que fue negativa en el
100% de las poblaciones de células mortales. ?*> En general, se ha aceptado que el
acortamiento telomérico es responsable de limitar la vida media de las células humanas
normales, asi como la expresion de la telomerasa en las células es suficiente para superar la
senescencia replicativa para otorgarle la inmortalidad. Aunque los mecanismos implicados
en la regulacion de la telomerasa no se han resuelto por completo, su comprension progresiva
es la base necesaria para comprender aun mejor la manera en la que desarrolla la

carcinogénesis.
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Algunos estudios han detectado AT elevada en el CCE de la mucosa bucal y en ciertos DPM
como LB, LP y displasia fibrosa de la submucosa, varios de ellos con resultados
controversiales. Los estudios citados analizan solamente los aspectos moleculares de la
actividad de esta enzima, sin profundizar en diferencias clinicas y anatomopatoldgicas de las
lesiones antes mencionadas, lo cual es sumamente importante al momento de determinar su
comportamiento y progresion, y que constituye uno de los objetivos principales del presente
trabajo.

En este sentido, Correa Abrahao y col.?'® estudiaron la expresion inmunohistoquimica de
p53, pl6 y la subunidad catalitica de la enzima telomerasa (hnTERT), que indirectamente
sefialaria la actividad de esta enzima, sin determinar la AT de manera directa. Para ello,
analizaron 50 tacos de biopsias obtenidas del archivo del Departamento de la Universidad
Federal Fluminense (Rio de Janeiro), evaluando la edad y sexo de los pacientes y la
localizacion de las lesiones orales.

Entre las muestras analizadas se incluyeron 15 lesiones potencialmente malignas (LB y
eritroplasias), con displasia leve, moderada o grave; 30 CCE (bien diferenciados y
pobremente diferenciados) y 5 hiperplasias benignas, sobre las que se aplico el protocolo
standard de estreptavidina- biotina para la determinacioén inmunohistoquimica de hTERT.
No se consideraron en este estudio las caracteristicas semiograficas, las variedades clinicas
de las lesiones ni tampoco los antecedentes sistémicos de los pacientes, asi como los
eventuales factores de riesgo a los que pudieran estar expuestos (habito de fumar, de beber
alcohol, irritacion mecénica crénica de la mucosa, sobreinfecciones, etc), y que se conoce
que tiene la capacidad de modular la actividad de la enzima. Por otra parte, dentro de los
desordenes potencialmente malignos so6lo se incluyeron de manera genérica y sin brindar
mayores precisiones clinicas, LB y eritroplasias, sin considerar otras lesiones premalignas de
importancia y frecuencia en la clinica estomatoldgica. Los resultados de dicha investigacion
demostraron que todas las muestras analizadas eran positivas para la expresion de hTERT,
sin encontrar correlacion entre los niveles de hTERT y el grado de displasia de las lesiones.
En este mismo sentido, Palani y col.?” analizaron por medio de técnicas
inmunohistoquimicas la presencia de hTERT en tacos de biopsias del archivo del
Departamento de Patologia Oral y Maxilofacial (Ragas Dental College and Hospital,

Chennai), con diagnostico previo de LB con diversos grados de displasia (n= 15), fibrosis
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submucosa oral (n= 15) y cancer bucal con diferentes grados de diferenciacion (n= 30),
utilizando como grupo control mucosa bucal clinica e histolégicamente normal obtenida
durante la exodoncia de terceros molares retenidos( n=10). Como resultado de su estudio
concluyeron que hubo una expresion incrementada de hTERT en LB y céanceres, pero no
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grados de displasia y
diferenciacion de las lesiones y la expresion de hTERT. Por otra parte, resulta interesante
destacar que Palani y col. consideran la necesidad de realizar futuras investigaciones de la
actividad de la enzima telomerasa en los queratinocitos orales normales por medio de la
técnica TRAP (metodologia sugerida para la evaluacion de la AT en el presente proyecto),
dadas las limitaciones que en este sentido presenta la técnica inmunohistoquimica.

Tal como en el caso anterior, en este estudio se procedio exclusivamente a la evaluacion de
aspectos moleculares de las lesiones sin considerar aspectos clinicos del paciente que resultan
de gran importancia a la hora de considerar el pronéstico, evolucion y posible progresion de
las lesiones, lo cual se constituye en uno de los objetivos principales de este proyecto.

Los resultados expuestos anteriormente se contraponen con los hallazgos de otros autores,
quienes refieren correlacion positiva entre el grado de displasia de distintas lesiones orales y
el incremento de la actividad de la enzima telomerasa. Tal es el caso de Kim y col, @)
quienes analizaron los niveles de hTERT en especimenes con mucosa oral normal (n= 20),
en tejidos con displasia leve (n= 7), moderada (n=5) y severa (n=3), y en muestras de CCE
de la mucosa bucal (n=18) a partir de biopsias archivadas en la Seccién de Patologia Oral
(Universidad de California, Los Angeles), a través de las técnicas de real time RT- PCR e in
situ PCR. Entre sus resultados podemos destacar la existencia de correlacion entre el grado
de displasia y la expresion de hTERT. En este estudio, sin embargo, tampoco se evaluaron
las caracteristicas clinicas y fenotipicas de los pacientes, los factores de riesgo asociados, el
nivel de estrés oxidativo ni la capacidad de defensa antioxidante de los tejidos que podrian
estar modulando la actividad de la enzima telomerasa.

La existencia de esta controversia en cuanto a la posible correlacidn entre el incremento de
la actividad de la enzima telomerasa, los diferentes grados de displasia de los DPM y los
distintos estadios de diferenciacion del CCE de la mucosa bucal, motiva nuevas
investigaciones al respecto.

59



Rai y col. ®? realizaron una cuantificacion de la actividad telomerasa mediante técnica TRAP
en muestras de biopsias con diagnostico de CCE de la mucosa bucal, encontrando que un
89% de las muestras eran positivas para AT contra un 5% de las muestras procedentes de
tejidos sanos. En este caso, no encontraron correlacion entre los niveles de actividad
telomerasa y la localizacion, estadio, sexo o habitos del paciente; aunque si con la edad. Una
edad mas avanzada estaba en estos casos relacionada con un incremento de la actividad
telomerasa. Por lo que los autores concluyen que la reactivacion de la actividad de la enzima
es un evento frecuente en los casos de CCE.

Utilizando el mismo tipo de técnica molecular, Zhong ?*¥ encontr6 un incremento en la
actividad telomerasa en saliva de pacientes portadores de CCE comparados con pacientes
sanos. Sin embargo, en este caso no hallé correlacion entre el grado de actividad telomerasa
y la edad de los pacientes. De este modo, estos autores postulan la utilidad de la
determinacidn de esta enzima en saliva como marcador en este tipo de patologia.

Yao y Wu®? estudiaron la actividad telomerasa en DPM y CCE de la mucosa bucal, para lo
cual llevaron adelante un estudio molecular utilizando la técnica TRAP sobre tacos de biopsia
con diagnostico previo de LP (n= 20), LB (n=10) y céancer bucal (n=20), encontrando
diferencias estadisticamente significativas en la expresion de la AT entre las lesiones
premalignas y malignas pero sin correlacionar esos niveles de expresion con las diferentes
variedades clinicas de LP y LB, algo que se pretende a traves de nuestro estudio. Por otra
parte la determinacion de la actividad telomerasa, se llevo adelante en tacos de biopsia
procedentes de pacientes pertenecientes a grupos poblacionales asiaticos (pacientes chinos),
por lo que consideramos que los resultados no pueden transferirse directamente a nuestro
medio, teniendo en cuenta que numerosos autores plantean que los genes que regulan la
expresion de la actividad telomerasa presentan polimorfismo y que la actividad de esta
enzima presenta variaciones de acuerdo al grupo étnico del individuo. #2225

Consideramos que no existe evidencia suficiente que explique la relacidn existente entre la
exposicion aislada o en asociacion a factores de riesgo y factores clinicos del paciente y de
sus lesiones orales con la actividad de la enzima telomerasa. En relacion a este aspecto, Liao
y colaboradores %) analizaron la correlacion entre la masticacion de betel, consumo de
tabaco y alcohol, la actividad telomerasa y la severidad del cancer bucal. Para ello se

realizaron biopsias de CCE de la mucosa bucal (n=154), cuyos estadios clinicos y sitios de
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localizacion fueron clasificados de acuerdo al sistema de la American Joint Committee on
Cancer (AJCC). Los pacientes fueron divididos en tres categorias de acuerdo a sus habitos:
masticador diario de betel, fumador diario y alcoholista diario. No se tuvo en cuenta a los ex
fumadores o ex bebedores de alcohol, asi como tampoco a los fumadores o bebedores
ocasionales, a pesar de que es reconocido el hecho de que el dafio producido por estas
sustancias tiene caracter acumulativo. Para la evaluacion de la actividad telomerasa se utilizo
PCR-ELISA. Los resultados demostraron una elevada actividad telomerasa en el tejido
perteneciente a lesiones malignas, pero no se encontrd correlacion entre el uso de las
sustancias antes mencionadas con el estadio clinico del cancer. Segin estos autores, esto
podria hacer presuponer que dichos factores no estarian involucrados en la progresion tardia
del cancer, sino que podrian estar involucrados en los estadios tempranos de la carcinogénesis
oral. De alli otro de los objetivos de este proyecto de tesis que radica en la evaluacion de la
actividad telomerasa no solo en el CCE sino también en DPM, las cuales no fueron evaluadas
en el trabajo de Liao y col.

Ademas, es muy interesante la conclusion de Liao al expresar que la exposicion a diferentes
tipos de sustancias carcinogénicas sumada a posibles predisposiciones genéticas, puede
resultar en distintos caminos (pathways) en la carcinogénesis oral, teéricamente resultando
en diferentes niveles de AT expresados en los diferentes grupos poblacionales. Su trabajo se
desarroll6 en pacientes del Servicio de Otorrinolaringologia del Gang Gung Hospital de
Taiwan, por lo que podrian existir algunas diferencias con respecto a nuestra poblacién de
estudio, fundamentalmente en relacion a los habitos y factores de riesgo implicados, ya que,
en nuestro medio, por ejemplo, es practicamente inexistente el habito de masticacion de betel,
aunque si incluimos (a diferencia de lo que ocurre en Taiwan y otras regiones), el consumo
de mate. Una vez mas, entonces, planteamos las diferencias que pueden existir en la
cuantificacion de la actividad telomerasa y en el comportamiento de los telomeros teniendo

en cuenta la etnia de la poblacion de estudio, tal como fuese explicado en parrafos anteriores.

Resulta importante profundizar el estudio de diversos aspectos relacionados con la
participacion de la enzima telomerasa en DPM vy en el cancer de la mucosa bucal, asi como
la relacion que podria existir entre los aspectos moleculares de la actividad de la telomerasa
con factores propios del fenotipo del paciente (sexo, edad, estado bucal, habitos, etc) y las

caracteristicas clinicas e histopatoldgicas de las lesiones premalignas de la mucosa bucal.
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Se considera de gran importancia la relacion existente entre el stress oxidativo, los niveles

de sustancias antioxidantes y la actividad telomerasa.

De hecho, existe entre diferentes autores consenso al expresar que hay poca evidencia para
evaluar el nivel de la peroxidacion lipidica y la capacidad antioxidante en el tejido de
especimenes con DPM de la mucosa bucal. Asimismo, y teniendo en cuenta que los radicales
libres actlan activando a la telomerasa, no disponemos de trabajos que correlacionen la
actividad de esta enzima con el nivel de estrés oxidativo, el perfil antioxidante y la
caracteristicas clinicas e histopatoldgicas de lesiones potencialmente malignas y cancer de la
mucosa oral. Tampoco se lo ha relacionado con los factores asociados a estas patologias
(tabaco, alcohol, etc). Por ello consideramos de suma importancia profundizar en el estudio
de estas variables y su posible asociacion para evaluar el comportamiento, prondstico y
evolucion de dichas patologias. Consideramos que este punto puede resultar uno de los

principales aportes de este trabajo.
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HIPOTESIS DE TRABAJO:

-La Actividad Telomerasa (AT) se encuentra aumentada en los desordenes potencialmente

malignos (DPM) y en el carcinoma a células escamosas (CCEB) de la mucosa bucal.

-La actividad de esta enzima esta relacionada con la variedad clinica e histopatoldgica de las
lesiones estudiadas y con la presencia de ciertos factores de riesgo como el tabaco, el
consumo de alcohol y mate y la presencia de irritacién mecénica crénica (IMC) de la mucosa
bucal.

-Los niveles de MDA, como marcador de lipoperoxidacion, y de SOD y AU salivales (para
evaluar los sistemas de defensa antioxidante), se correlacionan con la AT y con las

caracteristicas clinicas e histopatologicas de los DPM y del cancer de la mucosa bucal.

OBJETIVOS:
OBJETIVO GENERAL.:
-Determinar la AT en DPM y en CCE de la mucosa bucal.

-Determinar la concentracion de MDA tisular y salival en DPM y CCE de la mucosa bucal,

como marcador de lipoperoxidacion.

-Evaluar la capacidad de defensa antioxidante a través del dosaje de la enzima SOD y de AU

en saliva de pacientes con diagnostico de las patologias antes mencionadas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1-Describir la poblacion estudiada en funcion de sus caracteristicas clinicas y sus habitos y
factores de riesgo (sexo, edad, consumo de tabaco, drogas, alcohol, mate y presencia de
factores que generen irritacidon mecanica cronica de la mucosa bucal).

2-Determinar la AT en muestras tisulares de DPM, carcinomas de la mucosa bucal y mucosa
clinicamente sana.

3-Determinar la AT en muestras tisulares de DPM, carcinomas de la mucosa bucal y mucosa

clinicamente sana.
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4-Determinar la concentracion de MDA en muestras de tejido procedentes de pacientes con
diagnostico de DPM y carcinomas de la mucosa bucal, y compararla con los valores hallados
en muestras de mucosa clinicamente sana.

5-Determinar las concentraciones de MDA y AU vy la actividad de SOD en la saliva de los
pacientes con diagnostico de DPM y céncer de la mucosa bucal y compararla con los valores
hallados en saliva de pacientes con mucosa bucal clinicamente sana.

6- Correlacionar las concentraciones de MDA halladas en muestras de tejido y en saliva basal,
asi como con la concentracion de AU salival y la actividad de SOD.

7-Correlacionar la actividad de SOD con la concentracion de AU salival de los pacientes
incluidos en este estudio.

8-Correlacionar los valores de AT obtenidos en tejidos con las concentraciones de MDA

tisular y salival, AU salival y la actividad de SOD salival.

64



MATERIAL Y METODOS
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El presente trabajo fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion en Salud (CIEIS)
de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional de Cordoba (Proy. Res. N°
76/2015). Los individuos seleccionados fueron informados sobre los objetivos y la
caracteristica del estudio y luego invitados a participar. Antes de ser incluidos firmaron el
consentimiento informado. (ANEXO 1).

Poblacién

El presente estudio de tipo caso-control se llevd a cabo en la provincia de Cérdoba
(Argentina) en pacientes de ambos sexos, mayores de 18 afios, que concurrieron por demanda
espontanea o por derivacion a las Catedras de Estomatologia “A” y “B” de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Nacional de Cérdoba entre los afios 2017-2019. Se incluyeron
100 pacientes: 50 casos denominados Grupo de estudio (GE) y 50 controles, apareados por

sexo y edad, denominados Grupo control (GC).

GRUPO DE ESTUDIO (GE)

En el GE se incluyeron 50 pacientes de ambos sexos mayores de 18 afios, con diagnéstico
clinico-histopatoldgico de carcinoma a células escamosas (CCEB) o con desérdenes
potencialmente malignos (DPM) de la mucosa bucal, como la Leucoplasia bucal (LB) y el
Liquen Plano (LP) o las Lesiones liquenoides orales (LLO).

El GE se subdividio en dos subgrupos:

1) Pacientes con diagnostico de los siguientes DPM:

a) 10 muestras de Leucoplasia Bucal (LB), segin criterios diagnosticos de la OMS (188.189),

(Subgrupo LB).

b) 20 muestras de lesiones liquenoides orales (LLO), segun criterios de van der Meij y van
der Wal @y Liquen plano (LP), segln criterios diagndsticos de la OMS. ?% (Subgrupo
LP+LLO).

2) 20 muestras de carcinomas a células escamosas bucales (CCEB) en cualquiera de sus
variedades reconocidas de presentacion. Se siguieron los criterios de la OMS. ?%) (Subgrupo
CCEB).
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Para los pacientes del GE se valoro la presencia de infiltrado, el grado de displasia en los

informes histopatologicos y en el caso de los carcinomas bucales, el grado de diferenciacion.
- El grado de infiltrado de las lesiones se caracterizo de la siguiente manera:

* 0: Ausencia de infiltrado.
* 1: Infiltrado escaso.

* 2: Infiltrado moderado.

* 3: Infiltrado abundante.

- Para la caracterizacion del grado de displasia epitelial, se siguieron los criterios de
clasificacion de la OMS, @)y se clasifico en los siguientes grados:

* 0: sin displasia epitelial.

* 1: displasia leve.

* 2: displasia moderada.

* 3: displasia severa.

- En el caso del grado de diferenciacion de los carcinomas orales, se utilizé la siguiente
clasificacion: ¢29

* GX: no es posible asignar un grado (Grado indeterminado).

* G1: Bien diferenciado (Grado bajo).

* G2: Semidiferenciado (Grado intermedio)

* G3: Indiferenciado (Grado alto)

GRUPO CONTROL (GC)

El GC incluyé a 50 pacientes apareados por sexo y edad con los pacientes del GE. Se obtuvo
un sector de mucosa clinica e histopatologicamente normal del borde de lesiones extirpadas
con diagndstico clinico e histopatoldgico de lesiones benignas de naturaleza no inflamatoria
de la mucosa bucal (LBNI), tales como: quistes mucoides, hiperplasias paraprotéticas e
hiperplasia fibro-epiteliales sin componente inflamatorio y /o pacientes con mucosa

clinicamente sana (MCS). Las muestras de mucosa clinicamente sana procedieron de
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pacientes a los que se les practicaron exodoncias de terceros molares retenidos y de la mucosa

clinicamente sana y sin signos inflamatorios, que se elimina al colocar implantes dentarios.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluyeron de este estudio a pacientes embarazadas, a menores de 18 afios, asi como a
pacientes que — segun la literatura actual- cursen con patologias sistémicas que pudieran
modificar los niveles de ROS o de sustancias antioxidantes como los pacientes con patologias
cronicas y/o alteraciones del sistema inmune tales como diabetes e hipertension no
compensadas, lupus eritematoso, artritis en todas sus variedades, sindrome metabdlico,
sindrome de Cushing , o con diagnostico de cualquier condicidén que suponga un proceso
inflamatorio cronico sistémico subyacente, %232 etc . También se excluyeron a aquellos
pacientes que durante el Gltimo afio hubiesen estado bajo tratamiento, de manera regular, con
antiinflamatorios no esteroideos o glucocorticoides. No se incluyeron pacientes con
diagnostico de fibrosis quistica u otras enfermedades pulmonares crénicas, por posibles
alteraciones sistémicas en la fisiologia del sistema telomerasa/ telémeros. @3 Por el mismo
motivo se excluyo del estudio a pacientes con diagndstico previo o al momento de la consulta
de céancer de cualquier otra localizacion que no sea la bucal, ®** pacientes con trastornos
neurodegenerativos o bajo tratamiento psiquiatrico @) y a pacientes con cualquier tipo de

patologia mielodistrofica. %0

Del mismo modo, no se reclutaron pacientes que hubiesen recibido previamente radioterapia

de cabeza y cuello.

Desde el punto de vista del estado bucal, se excluyeron de este estudio pacientes con
enfermedad periodontal crénica moderada o severa, dado que la literatura refiere cambios en
la expresion de la enzima telomerasa y en las concentraciones de los marcadores de stress

oxidativo y bateria antioxidante en dichos pacientes. ¢37-23)
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METODOLOGIA Y PROTOCOLO DE TRABAJO

Luego la firma del consentimiento informado (ANEXO 1), se completd la historia clinica
odonto-estomatoldgica donde se consignaron datos filiatorios, sexo, edad, antecedentes
personales sistémicos y patoldgicos, antecedentes heredofamiliares y estado de salud bucal.
En la anamnesis, se hizo especial énfasis sobre habitos tales como el consumo de tabaco,
drogas, alcohol y mate, y sobre la presencia de factores irritativos mecénicos crénicos de la
mucosa bucal. (ANEXO 2).

El examen clinico estomatoldgico de la cavidad bucal fue realizado por un odont6logo-
estomatologo, mediante inspeccion visual y palpacion de la mucosa bucal, lengua, labio,
mejilla, paladar entre otros tejidos blandos, siguiendo la metodologia de examen
estomatoldgico de Grinspan y col, % para luego proceder a la descripcion de las lesiones

estomatoldgicas observadas.

Se identificd como irritacidon mecanica cronica (IMC) o trauma crénico de la mucosa bucal
a lesiones asociadas a una condicion traumatizante como son: eritema, atrofia, pérdida de
sustancia, queratosis, hiperplasia, leucoedema, de mas de un mes de evolucion, sin tendencia
a la reparacion; y en relacion a cualquier agente fisico dentario, protético o de cualquier otro
origen, de existencia previa a la lesion, que contacte directamente con la misma, ya sea por
decubito o durante movimientos funcionales y/o para-funcionales. Entre los habitos
traumatizantes se tuvo en cuenta la deglucion atipica, interposicién lingual,
mordisqueamiento o succion de mucosa bucal, estabilizacion de protesis por presion de zonas

moviles de mucosa bucal, masticacion unilateral, etc. segun criterios de Piemonte y col. 39

Durante el examen de la mucosa bucal se evalud si las lesiones estomatoldgicas que
presentaban los pacientes estaban relacionadas con algin factor que generara IMC. La

variable IMC se categoriz6 de la siguiente manera:

* IMC 0: Ausencia de signos de irritacion mecanica cronica de la mucosa bucal.
* IMC 1: irritacion mecanica cronica de origen dentario.

* IMC 2: irritacion mecéanica cronica de origen protetico.

* IMC 3: irritacion mecénica crénica de origen dentario y protético.

* IMC 4: irritacion mecanica cronica de origen funcional.
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Se realiz6 toma de muestra del sitio de la lesion para evaluacién de Candida sp. a través de
técnica de frotis para examen directo y de hisopado para cultivo micoldgico. Para el examen
directo se utiliz6 la coloracion de Gram con microscopio MOTIC Mod. DMBA-210 con
camara MotiCAM 3 para observacion de levaduras y/o hifas. El cultivo se realiz6 en agar
Sabouraud glucosado con cloranfenicol por 24-48 hs en condiciones de aerofilia a 37°C. Las
muestras fueron procesadas en el laboratorio de la Catedra de Quimica Biologica “B” de la
Facultad de Odontologia de la UNC. Se consider6 diagndstico positivo de candidiasis crénica
cuando hubo lesion clinica compatible con diagnostico de esta patologia y se pudo confirmar

la presencia de Candida sp. por examen microscépico directo y/o su desarrollo en cultivo.
(240)

Se procedid a la caracterizacion y categorizacion de los factores de riesgo de la siguiente

manera:

Consumo de tabaco: se considero el tipo de tabaco (rubio o negro), la cantidad de unidades
fumadas por dia y la cantidad de afios durante los que se consumid. Con esto se obtuvo un
total estimativo de tabaco consumido por el paciente a lo largo de su vida, segun el método
de Biondi y col, ®*Y multiplicando el nimero de unidades de tabaco fumadas / dia por 365 y
por el nimero de afios que fumod. Luego se categorizo segun la intensidad del habito segun
TABLA 2.

Tabla 2. Categorizacion de Tabaco segln intensidad de consumo

Categoria Cigarrillos consumidos

TO Nunca fumo
T1 <100.000

T2 100.000- 200.000
T3 >200.000
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Consumo de alcohol: De acuerdo con Pentenaro y col, ?*? se consider6 como
exposicién al alcohol, una unidad de alcohol al dia. Se estimé la ingesta total de alcohol
en gramos por dia y el consumo aproximado de alcohol por afios de vida utilizando la

TABLA 3, propuesta por Caciva y col, ®* resultando la siguiente categorizacion:

Tabla 3. Equivalencia en gramos de alcohol segun tipo de bebida, en Cérdoba capital
(Argentina)

Bebida Alcohol % Gramos por litro  Equivalente a un
(Rango) Mediana en g/L vaso /medida
Vino tinto 12-14,5 130 150 ml:19,5 g
Vino blanco 8-13 125 150ml:19 g
Cerveza 3,5-5,2 49 330ml: 16 g
Fernet 39- 40 395 100ml: 39 g
Whisky 39-40 400 40ml:16 g

Tabla 4. Categorizacion del Alcohol segun intensidad de consumo

Categorias Consumo de Alcoholen g

A0 No bebe alcohol
Al <200.000

A2 200.000- 400000
A3 >400.000
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Consumo de mate: se registro la temperatura del agua (caliente o tibia), el promedio de
consumo diario (en cc) por dia y el tiempo de consumo segiin Goldenberg y col 2002. %44 Se

categorizd segun la intensidad del habito, como se expresa en las TABLAS 5y 6.

Tabla 5. Categorizacion de mate tibio segun cc/ dia consumidos

| Categorfas (Tibio) =~ Consumo de mate en cc/dia
1 0-1000
2 1000- 1500
3 > 1500

Tabla 6. Categorizacion de mate caliente segin cc/ dia consumidos

Categorias (Caliente) Consumo de mate en cc/dia

1 0-500
2 500- 750
3 > 750

Posteriormente, se procedioé a la recoleccion de saliva basal a los pacientes del GE y del
GC, para la posterior determinacion de MDA y antioxidantes salivales (AU y SOD salival).

- Recoleccion de saliva basal:

A los pacientes en ayunas o durante la primera o segunda hora después del desayuno,
relajados, sentados y en silencio, se les pidio que se enjuagaran la boca con agua destilada.
Durante 5 minutos, la saliva que se formo y acumul6 en la cavidad bucal se recolectd en un
tubo de pléastico conico centrifugo desechable previamente pesado. El material obtenido se
transport6 en un contenedor herméticamente cerrado con gel de congelacién, a -4 ° C°. Luego
se peso, se centrifugd, se determind su pH y se conservo a -18 ° C para su posterior analisis

bioguimico. 49
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- Toma bidpsica:

Posteriormente se procedi6 a la toma bidpsica. La muestra de tejido obtenido se dividié en
tres fragmentos: para diagndstico histopatologico (fragmento A), para determinacion de AT

y VPH (fragmento B) y para determinacion de MDA tisular (fragmento C).
- Determinacion de la AT y de VPH

El procesamiento, almacenamiento y determinacion de AT y de VPH se llevé adelante en el
Instituto Virologico “José M. Vanella” dependiente de la Facultad de Ciencias Médicas de la
Universidad Nacional de Cérdoba (UNC).

- Determinacion de AT

Se obtuvieron finos cortes a partir del tejido congelado para proceder al procesamiento de las
muestras. Para ello se colocaron las muestras en placas de Petri desechables y se utilizé un
bisturi con hojas descartables para obtener finas ldminas de tejido que luego fueron
transferidas a tubos de homogenizacién que contenian 200 ul de buffer para lograr lisis
celular a baja temperatura. Luego se homogenizo en hielo hasta lograr una consistencia
uniforme y se incub6 en hielo durante 30 minutos para después centrifugar el lisado celular
a 16.000 x g durante 20 minutos desde 2 hasta 8 grados. Se procedié a remover el
sobrenadante y transferirlo a un nuevo tubo, ?*® tras lo cual se midi6 la concentracion de
proteinas del extracto a través del método de Bradford. ?*” Posteriormente el extracto tisular
se distribuyd en alicuotas que inmediatamente fueron conservadas a -80° C hasta la

determinacion de la AT en las muestras.

La metodologia utilizada para determinar la actividad de la enzima estuvo basada en la
técnica TRAP (Telomerase Repeat Amplification Protocol), originalmente descripta por
Kim y col. en 1994. ¢®

En el presente estudio utilizamos una modificacion de la técnica original de Kim y col,
denominada TRAP- ELISA (Telomerase Repeat Amplification Protocol- Enzyme Linked
ImmunoabSorbent Assay), que permite la deteccidn y la determinacion de la actividad de la

enzima telomerasa en tejidos y células aisladas por medio de un método no radiactivo. 4%
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Para llevar adelante esta técnica se utilizé el Kit TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA
plus, versién 15.0 (Roche, Germany, Cat. No. 12013789001) que consiste en un
inmunoensayo enzimatico fotométrico para la determinacion no radiactiva de la actividad de
la telomerasa, utilizando el protocolo de amplificacion de repeticiones teloméricas (TRAP),

seguido por el método ELISA.

Latécnica TRAP para determinacion de AT se basa en la adicion de repeticiones teloméricas
a un cebador por parte de la enzima telomerasa (contenida en las muestras) y la subsecuente

amplificacion de los productos teloméricos por PCR.
Los principios del test pueden resumirse en dos pasos:

a) Primer paso: Elongacion/ amplificacion: en el primer paso, la enzima telomerasa
(presente en las muestras), agrega repeticiones teloméricas (TTAGGG) al extremo 3’ del
cebador sintético P1-TS marcado con biotina. Estos productos de elongacion, tanto como el
Estandard Interno (ES) incluido en la misma reaccién, son amplificados por medio de la

técnica de PCR usando los cebadores P1-TS y el cebador de anclaje P2.

Los productos de la PCR derivados de la elongacion mediada por telomerasa en el primer
paso, contienen un incremento de los 6 nucleotidos especificamente agregados por esta

enzima, mientras que el Standard Interno genera productos de PCR de 216 bp.

b) Segundo paso: Deteccion por ELISA: los productos de PCR se alicuotan en dos, y luego
son desnaturalizados e hibridados por separado a sondas de deteccion marcadas con
digoxigenina, especificas para las repeticiones teloméricas (P3-T) y para el Estandard Interno
(EIl) (P3- Std), respectivamente. Los productos resultantes se inmovilizan a través del marcador
de biotina a una microplaca recubierta con estreptavidina. Los productos inmovilizados se
evidencian con un anticuerpo contra digoxigenina que esta conjugado con peroxidasa y el
sustrato sensible a peroxidasa, tal como se representa en el siguiente gréafico. (FIGURAS 14
y 15).
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Figuras 14 y 15. Obtenidas https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/roche/11854666910

Esta técnica nos permitio determinar de la AT. Esta variable se categorizd segin puede
observarse en la TABLA 7.

Tabla 7. Categorizacion de la Actividad Telomerasa (AT)

ATO NEGATIVA
AT1 POSITIVA (Débil)
AT2 POSITIVA (Intensa)

- Deteccidn de VPH:

El ADN viral se extrajo con el kit comercial de extraccion de ADN AccuPrepGenomic-
Bioneer, siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego, la region genémica del HPV L1
(450 pb) se amplifico con los cebadores degenerados MY09 y MY 11 siguiendo el protocolo
descrito previamente por Manos y col. ?*9 Las muestras positivas para ADN de HPV se

tipificaron mediante el método de polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion
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(RFLP), utilizando siete enzimas de restriccion diferentes (BamHI, Ddel, Haelll, Hinfl, Pstl,
Rsal y Sau3Alll). %0

-Analisis bioquimico de las muestras:

Las mismas fueron procesadas y analizadas en el laboratorio de la Céatedra de Fisiologia,

Facultad de Odontologia (Universidad Nacional de Cordoba, Argentina).

La determinacion de MDA se llevo adelante a través del método TBARS de Ohkawa y col.
25D E| MDA es estimado como sustancias reactivas de 4cido tiobarbitrico. MDA reacciona
con &cido tiobarbiturico a 100° en medio &cido, para formar un compuesto coloreado (color
rosa), que es posible medir espectrofotométricamente a 535 nm. La concentracion de MDA
es calculada usando el coeficiente de extincion molar del complejo MDA- TBA (1,5 x10°
mol? /cm™). El resultado se expresé como nMol/ mg de tejido. Para muestras de saliva, el

resultado se expres6 en nMol/ mL de saliva.

Para determinar la SOD salival se utilizé un kit RANDOX (RANSOD Superédxido Dismutasa
Manual) basado en el método de Mc Cord y Fridovich. 52 Este método utiliza xantina y
xantina oxidasa para generar radicales superéxido que reaccionan con 2-(4- iodofenil)-3-(4-
nitrofenol)-5- clorhidrato de feniltetrazolio (INT) para generar un pigmento de color rojo
usado como detector. SOD inhibe la formacion del pigmento rojo, por lo que su actividad es
medida como porcentaje de inhibicién comparada con una curva de calibracion que utiliza
SOD purificada. Es decir que la actividad de la enzima es medida por el grado de inhibicién
de esta reaccion. El producto final se midio espectrofotométricamente a 500 nm. El resultado
se expreso en Unidades SOD / mL de saliva. (Unid. SOD/mL).

Para la determinacion de AU se utilizo el método enzimatico colorimétrico UOD/PAP
Trinder Color (Wiener Lab). En este caso, el AU de la muestra es oxidado a alantoina por
accion de la uricasa. El peréxido de hidrégeno producido en presencia de peroxidasa y
sustancias cromdgenas forma quinoneiminas con un pico de absorcion de 510 nm. La
intensidad de color es proporcional a la concentracion de &cido Grico de la muestra. @53 Los

resultados se expresaron en mg/dL de saliva.
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- Analisis estadistico de los datos:

Los datos cuantitativos se describieron utilizando valores medios, y los datos cualitativos se

expresaron Como porcentajes.

La informacion se proceso utilizando la prueba de Chi-cuadrado, el Test “T” de Student para

datos apareados y ANAVA. Se establecié un p <0.05 para diferencias significativas.

Todos los anélisis estadisticos se realizaron con Infostat Profesional (v. 2018,
http://www.infostat.com.ar).®4
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RESULTADOS
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- Descripcion de la poblacion estudiada

El presente estudio se llevo a cabo en la provincia de Cérdoba (Argentina) en pacientes que
concurrieron a la Catedras de Estomatologia “A” y “B” de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Nacional de Cérdoba entre los afios 2017-2019. Se incluyeron 100 pacientes: 50
casos y 50 controles, apareados por sexo y edad.

Del total de sujetos del GE, el 60% (n=30) eran de sexo femenino, con un rango etario de 27
a 91 y una media de 59,5 afios, mientras que el rango etario de los pacientes del GC fue de

25 a 88 afios y una media de 59,3 afos.
- Caracteristicas clinicas de los pacientes
- Distribucion de patologias estomatolégicas segun grupo

El GE estuvo conformado por un 40% (n=20) de pacientes con diagnéstico de CCEB de la
mucosa bucal. Otro 40% (n=20) estuvo representado por pacientes con diagndstico LP y
LLO vy el restante 20% correspondié a pacientes con diagnostico de LB. Algunas
caracteristicas de los pacientes que conformaron el GE y el GC pueden analizarse en la
TABLA 8.

En cuanto al grado de diferenciacién histoldgica, de los pacientes con diagnéstico de CCEB,
el 85% (n=17) correspondio a lesiones semidiferenciadas o0 Grado 2 de Broders y el 15 %
restante (n=3) resultaron lesiones diferenciadas o Grado 1. Con respecto a la localizacion
de las lesiones en el caso de los pacientes con diagnostico de CCEB, un 75% (n= 15) se
ubico en la lengua, seguido por un 15% (n= 3) en mucosa yugal y un 5 % (n=1) en reborde
alveolar superior extendiéndose hacia paladar blando. (FIGURA 16). El unico CV

(Carcinoma Verrugoso) de la muestra fue de ubicacién gingival.

Al aplicar la prueba de Chi- cuadrado no se encontré relacion entre la localizacion de las

lesiones y el grado de diferenciacion de las mismas.
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Figura 16. Grupo de Estudio: Caracteristicas clinicas de pacientes con diagnéstico de CCE.

Paciente: VMR
Edad: 61 afos
Diagnoéstico CCE, Semidiferenciado

Lesion exofitica, Ulcerovegetante, de reborde alveolar que se extiende hacia paladar.

Expuesta a agroquimicos, no tabaco ni alcohol.

Padiente: MC
Edad: 62 afios
Diagnéstico CCE, Semidiferenciado

Lesidn endofitica, Ulcerovegetante, de borde lingual que se extiende hacia cara ventral y

piso de boca. Paciente fumador y bebedor de alcohol.
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Paciente: DFE
Edad: 42 afios
Diagnéstico CCE, Semidiferenciado

Lesion endofitica, ulcerada, de bordes elevados y evertidos, localizada en mucosa yugal derecho,
asociada a IMC por tercer molar superior derecho. Paciente no fumador ni bebedor.

En el caso de los 20 casos del subgrupo LP + LLO el 90 % (n=18) correspondio a LLO y
el 10 % restante (n=2) a LP en sus variedades queratético y erosivo respectivamente. En
cuanto a la localizacion de los sitios de biopsia, un 55% correspondié a mucosa yugal,
seguido por lengua y otras localizaciones (TABLA 8 y FIGURAS 17y 18).

Figura 17. Grupo de Estudio (GE): Distribucién de
LP y LLO seguin sitio de Biopsia
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Figura 18. Grupo de Estudio: Caracteristicas clinicas de pacientes con diagndstico de LP y LLO.

Paciente: PM
Edad: 54 afios
Diagndstico LPB erosivo

Lesion bilateral con patron reticular, sectores atréficos, erosivos y queratoticos.

Paciente: NN
Edad: 67 anos
Diagnéstico LLO

Lesion erosiva rodeada por mancha blanca y sector querat6tico, acompafiada de multiples
lesiones blancas intrabucales con patrén de red.
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Padiente:RV
Edad: 65
Diagnéstico LLO

En dorso lingual se observa atrofia de papilas que alterna con sectores de mancha blancay
sectores queratéticos, acompafada demfiultiples lesiones blancas intrabucales con patrén

de red.

Mientras que en el caso de las LB un 30% (n= 3) de los casos correspondié a LVP (dos de
ellas localizadas en lengua y la tercera en mucosa yugal), y el resto a leucoplasias
homogéneas de pacientes fumadores. Estas Ultimas, de acuerdo a la clasificacion clinico-
histopatolégica de Grinspan*®?, correspondian a leucoplasias grado Il o queratdticas (40%)

y el restante (30%) a leucoplasias grado Il o verrugosas.

Figura 19. Grupo de Estudio: Caracteristicas clinicas de pacientes con diagndstico de LB.

Paciente: MC
Edad: 50 afios
Diagnéstico LB grado II

Lesion queratdtica, color blanco seco, de aspecto parqueteado, ubicada en retrocomisura y

tercio anterior de mucosa yugal derecha.
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Padiente: CL
Edad: 71 anos
Diagnostico LB grado II

Lesion blanca, de aspecto queratético, ubicada en semimucosa y mucosa labial inferior.

Paciente: SB
Edad: 77 afnos
Diagnéstico LB de lengua

Lesién blanca en forma de placa localizada en borde y cara ventral de lengua.

El GC estuvo conformado en un 62% (n=31) por muestras de mucosa clinicamente sana
(MCS) y el 38% restante (n=19) por muestras de mucosa normal obtenida del borde lesiones

benignas no inflamatorias de la mucosa bucal (LBNI) entre las que encontramos quistes
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mucoides, pseudopapilomas e hiperplasias focales de la mucosa. Algunas caracteristicas

clinicas adicionales del GC se muestran en la TABLA 8.

TABLA 8. Caracteristicas clinicas generales de los Grupos de Estudio y control

GE/LP+LLO

Caracteristicas Total GE/ CCE

n (%) n (%) n (%)

Género
10 (50)

29 (58) 15 (75) 05 (50) 29 (58)

Femenino

: 31(42) 10 (50) 05 (25) 05 (50) 31 (42)

Masculino

Edad media 59,41 63,9 56,2 57,2 59,3

Variedad CCE 20 (100) LP erosivo 01 (5) LBII 04 (40) MCS 31 (62)
LP queratdtico 01 (5) LBII 03(30) LBNI19(38)
LLO 18(90)  LVP 03 (30)

Ubicacion

Labio - 03 (15) 02 (20) 11 (22)

Lengua 15 (75) 05 (25) 02 (20) 02 (4)

Mucosa Yugal 03 (15) 11 (55) 06 (60) 04 (8)

Paladar - 01 (5) - 01 (2)

Encia 01 (5) — -- 32 (64)

Reborde 01 (5) - == =

Total 100 20 20 10 50

*GE/CCE: Grupo de Estudio/ Subgrupo Carcinoma a Células Escamosas. GE/ LP+LLO: Grupo de Estudio/
Subgrupo Liquen Plano + Lesiones Liquenoides Orales. GE/LB: Grupo de Estudio/ Leucoplasias Bucales. GC:
Grupo Control
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- Caracterizacion de la muestra segun habitos y factores de riesgo

- Consumo de tabaco:

El 70% (n=35) de los pacientes del GE eran fumadores. El 60% de los pacientes fumadores
del GE habia consumido mas de 100.000 cigarrillos en toda su vida.

(FIGURA 20). En cuanto al GC, el 50% (n=25) de los pacientes eran fumadores. Del total
de los pacientes fumadores del GC, el 40% de los mismos habia consumido mas de 100.000
cigarrillos en toda su vida. (FIGURA 21).

La intensidad del consumo de tabaco en el GE y GC se analiza en la TABLA 9.

Figura 20. Distribucién del GE seguin consumo de Tabaco

Fumadores

No Fumadores

Sélo 2 pacientes del GE refirieron consumir marihuana de manera regular, ademas de tabaco.
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Figura 21. Distribucion del GC seguin consumo de tabaco

0,
Fumadores

No Fumadores

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p = 0,04) en el consumo de tabaco
entre el GE y el GC. (FIGURA 22).

Figura 22. Distribucion de la muestra segun total de
cigarrillos consumidos.

200000+

150000+

100000+

$0000-

Total de Tabaco Consumudo

GC GE

GC: Grupo Control. GE: Grupo de Estudio.
22 (p=0,04)
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- Consumo de Alcohol

El 50% de los pacientes del GE bebia alcohol. EI 28% de ellos habia consumido mas de
200.000 gramos. (FIGURA 23). En el GC solo el 42% de los pacientes consumia alcohol,
de los cuales el 14% habia consumido méas de 200.000 gramos. (FIGURA 24).

La intensidad del consumo de alcohol en el GE y GC se analiza en la TABLA 9.

Figura 23. Distribucion del GE segiin Consumo de Alcohol

M Bebedores

H No bebedores

Figura 24. Distribucion del GC segiin Consumo de Alcohol

M Bebedores

M No bebedores
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No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las categorias Bebedores

/No bebedores en los grupos estudiados (p= 0,83).

- Consumo de mate:

El habito de consumir de mate en ambos grupos puede observarse en las FIGURAS 25 Y

26. La intensidad del consumo de mate en el GE y GC se analizaen la TABLA 9.

Figura 25. Distribucion del GE segun Consumo de Mate

n=11

Bebedores de mate

No bebedores de mate

Figura 26. Distribucion del GC segiin Consumo de Mate

n=19

Bebedores de mate

No bebedores de mate

89



No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p= 0,08) en relacion al
consumo de mate entre el GE y el GC.

- Irritacién mecéanica crénica (IMC):
En el GE pudimos observar un mayor porcentaje de pacientes con algun tipo de IMC de la

mucosa bucal (70%). En el GC solo un 44% de los pacientes presentd evidencias clinicas de
IMC. (FIGURAS 27 Y 28).

La frecuencia y tipo de IMC presentes en el GE y GC se analizan en la TABLA 9.

Figura 27. Distribucion del GE segiin presencia de IMC

m Con IMC
m Sin IMC
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Figura 28. Distribucion del GC segtin presencia o no de IMC

m Con IMC
m Sin IMC

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la presencia de IMC

entre GE y GC (p=0,008).
- Determinaciones Microbioldgicas

- Estudios Micoldgicos:

En el GE se encontraron un 52% (n=26) de muestras positivas para Candida sp, mientras
que el GC solo presentd un 12% (n= 6) de resultados positivos. (FIGURAS 28ay 28b).

Figura 28a.

Figura 28b.

Estudio Micolégico en GE

Estudio Micolégicoen GC

NEGATIVO
» POSITIVO
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Se observaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la presencia de Candida

sp. entre los pacientes del GE y el GC (p= 0,003).

- Estudios viroldgicos:

Solamente 3 pacientes (1,5%) del GE resultaron positivos para VPH. Todos los pacientes del
GC resultaron negativos para el virus, por lo cual se desestimo este factor como variable
confundente que motive la activacion de AT.
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TABLA 9. Distribucion de los Grupos de Estudio y Control segtin intensidad de los habitos.

HABITO GC GE p valor
n (%) n (%)
TABACO 25 (50) 35 (70)
T1 15 (60) 14 (40)
T2 07 (28) 12 (34) 0,04
T3 3(12) 9 (26)
ALCOHOL 21 (42) 25 (50)
Al 18 (86) 18 (72)
A2 3 (14) 2(8) 0,83
A3 0 5 (20)
31 (62) 39 (78)
28 (90) 12 (31)
03 (10) 10 (26) 0,08
- 17 (43)
22 (44) 35 (70)
13 (59) 19 (54)
01 (5) 11 (32) 0,008
08 (36) 04 (12)
- 01 (2)
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- Determinacion de la AT

El 82% (n= 41) de las muestras del GE resultaron AT positiva, mientras que en el GC s6lo
el 24% (n= 12) mostraron actividad de la enzima, siendo estas diferencias estadisticamente

significativas con un p< 0,0001.

Se observaron también diferencias en la categorizacion de la AT segun intensidad (ATO,
ATl y AT2), entre GE y GC. Estas diferencias fueron sobre todo evidentes para ATO
encontrdndose mayor cantidad de casos de AT negativa en el GC con respecto al GE; y para
AT2 donde los casos de AT intensa estuvieron mas presentes en el GE que en el GC.
(FIGURA 29).

Figura 29. Distribucion de la AT categorizada en GE y GC

22
19
9 8
I 4
T _I'I' _-T - 1
ATO ATl

AT2

AT Categorizada
B cc | GE

N°de Casos: Casos que mostraron AT positiva en cada grupo. GE:
Grupo de Estudio. GC: Grupo Control 2% (p < 0,0001).
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Considerando los diferentes subgrupos del GE, la AT resulto positiva en un 90 % de las
muestras procedentes de los pacientes diagnosticados con CCEB (n= 18), seguidos por un
80 % de las muestras con diagndstico de LP+LLO (n=16) y finalmente un 70% (n=7) de las
muestras de LB positivas para AT. (FIGURA 30).

Figura 30. Actividad Telomerasa positiva segun Diagnostico Estomatoldgico

& C EB LP*I_LO
GE segun Diagnéstico Estomal:olégxco

N°de casos: Casos que mostraron AT positiva en cada patologia.

GE: Grupo de Estudio. CCE: Carcinoma a células escamosas bucales.
LP+LLO: Liquen plano + Lesiones liquenoides orales. LB: Leucoplasia bucal

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las diferentes categorias de la
AT entre las distintas patologias que integraron el GE, con un p= 0,004; tal como puede
observarse en la TABLA 10.
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TABLA 10. Categorizacion de AT segtin patologias del GE

AT CCE LP LB
n (%) n (%) n (%)

2 4 3
4 13 5
14 3 2

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre la AT, el sexo y la edad de

los pacientes.
Relacion entre AT, habitos tdxicos y factores de riesgo

No se encontrd relacion entre los habitos de fumar, beber alcohol y consumir mate y la AT.
No obstante, resulta interesante destacar que el 47% (n=18) de los pacientes del GC que
resultaron ATO eran pacientes no fumadores y no bebian alcohol, mientras que solo 2
pacientes fumadores de este grupo demostraron actividad intensa de la enzima (AT2).En
contraposicion a lo observado en el GE, donde solamente el 10% (n=5) de los pacientes eran

no fumadores y resultaron ATO.

Se pudo observar relacion entre la AT y la presencia de IMC tanto en los pacientes de GE
(p= 0,0006), como en los de GC (p= 0,0001). Asimismo, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre IMC y la categorizacion segun intensidad de AT, tanto
en GE (p=0,0004) como en GC (p=0,0006) (FIGURAS 38y 39).
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Figura 38. Grupo de Estudio: Presencia de IMC y
categorizacion segtin intensidad de AT.
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N° de Casos: Casos discriminados segun categorizacion por
intensidad de AT seguin existencia de factores irritativos cronicos
en el GE. (p=0,0004)

Figura 39. Grupo Control: Presencia de IMC y
categorizacion AT segun intensidad.
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Sin IMC Con IMC
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N° de Casos: Casos discriminados segiin categorizacion por
intensidad de AT segtin existencia de factores irritativos cronicos
en el GE. (p=0,0006)
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- Relacion entre AT y parametros histopatoldgicos (grado de displasia y presencia de

infiltrado):

No se observo asociacion entre la AT y el grado de diferenciacion de las lesiones, pero si

con la presencia de displasia (%2p= 0,03) y la presencia del infiltrado (%2p= 0,01) en las

lesiones pertenecientes al GE.

- Determinacion de marcadores de stress oxidativo y sustancias antioxidantes

Las medidas resumen que resultaron de la determinacion de MDA salival y tisular, SOD y

AU salivales pueden observarse en la TABLA 11.

TABLA 11. Medidas resumen de marcadores de stress oxidativo y sustancias antioxidantes

Variable

(nM/mL saliva) *3)
:
(nM/ mg tejido) Ee3)
3
(Unid. SOD/mL (1)
(mg/dL) (£ 0,6)

1,3 0,0001
(*0,6)
0,5 0,0001
#*0,2)
1,2 0,0001
(x0,2)
4 0,0001
(=1)

GE: Grupo de Estudio. GC: Grupo Control. X: Media. (+): Desviacién Standard
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- Determinacion de la concentracion de MDA salival y tisular

Se observaron mayores valores en la concentracion de MDA salival en el GE (7 nM/mL * 3)
comparado con el GC (1,3 nM/mL + 0,6) . Esta diferencia resulté estadisticamente
significativa, con un p= 0,0001. (FIGURA 40).

Figura 40. Concentracién de MDA en saliva, en Grupo de Estudio y
Grupo Control.
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GE: Grupo de Estudio. GC: Grupo Control. Test “T” de Student ( p< 0,0001).
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Del mismo modo, la concentracion de MDA tisular en el GE (6 nM/ mg + 3) resulté elevado
con respecto a los valores hallados en el GC (0,5 nM/mg + 0,2), resultado estadisticamente

significativo con un p= 0,0001. (FIGURA 41).

Figura 41. Concentracion de MDA tisular en Grupo de Estudio y Grupo Control.
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GE: Grupo de Estudio. GC: Grupo Control. Test “T” de Student ( p< 0,0001).

Estos valores estarian expresando una mayor lipoperoxidacion tanto a nivel de los tejidos

biopsiados como en la saliva de los pacientes con lesiones estomatoldgicas.
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- Determinacion de la actividad de SOD salival

Se observé mayor actividad de SOD en los pacientes del GE (3 Unid. SOD/mL #1)
comparado con los del GC (1,2 U/ml £ 0,2), con una diferencia estadisticamente significativa
y un p< 0,0001. (FIGURA 42).

Figura 42. Determinacion de la actividad de SOD salival en Grupo de Estudio y
Grupo Control.
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GE: Grupo de Estudio. GC: Grupo Control. Test “T” de Student (p <0,0001).
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- Determinacion de la concentracion de AU salival

Se encontr6 una menor concentracion AU salival en el GE (1,8 mg/dL + 0,6) comparado con
el GC (4 mg/ dL £ 1), con un p= 0,0001. (FIGURA 43).

Figura 43. Concentracién de AU salival en Grupo de Estudio y Grupo Control.
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GE: Grupo de Estudio. GC: Grupo Control. Test “T” de Student (p <0,0001).
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- Correlacién entre la concentracion de MDA salival y tisular

A traves del célculo de coeficiente de relacion de Pearson se encontrd correlacion entre las
concentraciones de MDA salival y tisular. Es decir que en el GE, el incremento de la
concentracion de MDA tisular se acompafio por un aumento en la concentracion de MDA
salival. (FIGURA 44).

Figura 44. Correlacion entre las concentraciones de MDA salival y
tisular
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GE: Grupo de Estudio. GC: Grupo Control
Coeficiente de correlacion de Pearson p<< 0,05 r = 0,82
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- Correlacion entre la concentracion de MDA tisular y salival y la actividad de SOD
salival

Del mismo modo, se comprob6 por medio del coeficiente de Pearson, una correlacion entre
la concentracion de MDA salival y tisular y la actividad de SOD en saliva. A medida que se
produjo un incremento en la concentracion de MDA , se observo un aumento en la actividad
de SOD en la saliva de estos pacientes. (FIGURA 45).

Figura 45. Correlacion entre las concentraciones de MDA y la actividad de
SOD salival.
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- Correlacion entre las concentraciones de MDA Y AU salival

Se observo una correlacion inversa entre las concentraciones de MDA tisular y salival y AU
salival. A medida que aumenté la concentracion de MDA, se produjo una marcada
disminucion de la concentracion de AU salival. Los datos se obtuvieron calculando el
coeficiente de correlacion de Pearson. (FIGURA 46).

Figura 46. Correlacion entre las concentraciones de MDA y AU salivales
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p<<0,05r=-0,85

Correlacion entre la actividad de SOD y la concentracion de AU a nivel salival

De manera similar al caso anterior, a través del calculo de coeficiente de correlacion de
Pearson se observd una correlacion inversa entre la actividad de la enzima SOD vy las
concentraciones de AU en saliva. El aumento de los niveles de SOD se correlacion6 con una

disminucion de la concentracion de AU salival. (FIGURA 47).
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Figura 47. Correlacion entre la actividad de SOD vy las concentraciones
de AU anivel salival.
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Relacion entre la AT y las concentraciones de MDA salival y tisular

En ambos grupos se pudo comprobar la relacion existente entre los valores de MDA salival
y tisular y los distintos niveles de AT. Se observé que mayores valores de MDA se asociaron
a mayor categoria de la AT, en ambos casos con un p= 0,0001, obtenido mediante ANOVA
y posterior comprobacion con Test “T” de Student para variables independientes.

(FIGURAS 48 y 49).

Figura 48. Concentracion de MDA salival segun la categorizacion
de AT en GE y GC.
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Figura 49. Concentraciéon de MDA tisular segun categoria de AT en

GEy GC.
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Relacion entre la AT y la actividad de SOD salival

Del mismo modo, se hall6é asociacion entre la AT y la concentracion de SOD salival. A
mayor AT, la actividad de SOD salival también aument6., con un p< 0,0001. (FIGURA 50).

Figura 50. Actividad de SOD salival segun intensidad de AT en GE
y GC.

<
5
=
®
%
%
&
2
-
0
®
n

ATO ATl AT2
AT Categorizada

B cc B GE

ANAVA. p< 0,0001.

109



- Relacidn entre la AT y la concentracion de AU salival

Finalmente, se observaron diferencias entre las concentraciones de AU salival en relacion a
la categoria de AT. El aumento en la AT de los pacientes se correlacioné con una marcada
disminucidn de la concentracion de AU salival (p< 0,0001). (FIGURA 51).

Figura 51. Concentracion de AU salival segtin la categoria de AT en GE y GC
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Relacién entre los marcadores de stress oxidativo y sustancias antioxidantes y la

presencia de factores de riesgo.
- Consumo de Tabaco:

Los valores de MDA salival y tisular tuvieron valores mas altos en fumadores, siendo mas
evidente en el GC, por lo que la mayor concentracion de este marcador en el GE podria estar

mas relacionado con la lesién estomatoldgica en si que con el habito de fumar. TABLA 12.

TABLA 12. Concentraciones de MDA salival y tisular en pacientes fumadores y no
fumadores

MDA salival (nM/mL y MDA Fumadores No fumadores

tisular (nM/mg de tejido) X

MDA salival en ambos grupos
MDA salival GE

La actividad de SOD salival fue mayor en fumadores del GC y el AU salival fue menor en
fumadores, en especial en el GC. TABLAS 13 Y 14.

TABLA 13. Actividad de SOD salival en vacientes fumadores v no fumadores

SOD salival Fumadores No Fumadores

(Unid. SOD/mL) X X

SOD salival en ambos grupos

SOD salival GE

SOD salival GC
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TABLA 14. Concentraciones AU salival en pacientes fumadores y no fumadores

AU salival Fumadores No Fumadores
(mg/dL) X X

AU salival ambos grupos

AU salival GE
AU salival GC

- Consumo de alcohol:

Las concentraciones de MDA salival y tisular y la actividad de SOD salival fueron mayores
en pacientes consumidores de alcohol, pero sin diferencias significativas. La concentracion
de AU salival fue menor en consumidores de alcohol (p= 0,05). TABLAS 15, 16 Y 17.

TABLA 15. Concentraciones de MDA salival y tisular en pacientes bebedores y no
bebedores de alcohol

MDA salival (nMoles/mL y MDA Bebedores de No Bebedores de p valor
tisular (nMoles/mg) alcohol alcohol

X X

TABLA 16. Actividad de SOD salival en pacientes bebedores y no bebedores de alcohol

Bebedores de No Bebedores
SOD salival (Unid . SOD/ mL) alcihol de al_cohol
X X

SOD salival en ambos grupos
SOD salival GE
SOD salival GC
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TABLA 17. Concentracion de AU salival en pacientes bebedores y no bebedores de

alcohol
Bebedores de No bebedores
AU salival alcohol de alcohol
(mg/dL) X X

AU salival ambos grupos

AU salival GE
AU salival GC

- Consumo de mate:

Las concentraciones de MDA salival y tisular fueron mayores en consumidores de mate del
GE, tendencia que no se evidencié en el GC.

La actividad de SOD salival fue mayor en consumidores de mate y particularmente en el GE,
mientras que las concentraciones de AU salival fueron menores también en pacientes no
consumidores de mate del GE. TABLAS 18, 19y 20.

TABLA 18. Concentraciones de MDA salival y tisular en pacientes bebedores y no
bebedores de mate.

MDA salival (nMoles/mL y Bebedor de mate No Bebedor de mate p valor

MDA tisular (nMoles/mg) X X

MDA salival en ambos grupos 4,6 2,3 <<0,05
MDA salival GE 7,2 4 <0,05
MDA salival GC 1,4 1,3 > 0,05
MDA tisular en ambos grupos 3,7 1,8 <<0,05
MDA tisular GE 6,1 43 > 0,05
MDA tisular GC 0,5 04 >>0,05

TABLA 19. Actividad de SOD salival en pacientes bebedores y no bebedores de mate.

SOD salival Bebedor Mate No Bebe_dor Mate
(Unid. SOD/mL) X X

SOD salival en ambos grupos
SOD salival GE
SOD salival GC

113



TABLA 20. Concentracion de AU salival en pacientes bebedores y no bebedores de
mate.

Bebedores de = No Bebedores
AU salival Mate de Mate
(mg/dL) X X
25 3,1 <0,05
AU salival GE 1,7 2,2 <0,05
AU salival GC 3,5 3,7 >> (0,05

- Irritacion mecanica crénica:

Las concentraciones de MDA salival y tisular y la actividad de SOD salival, fueron mayores
en pacientes con IMC, siendo muy evidente en ambos grupos. Mientras que las
concentraciones de AU salival fueron menores en pacientes con IMC, en ambos grupos.
TABLAS 21,22 Y 23.

TABLA 21. Concentraciones de MDA salival y tisular en pacientes con y sin IMC.

MDA salival (nMoles/mL y IMC Si IMC No p valor
MDA tisular (nMoles/mg) X X

MDA salival ambos grupos 53 2 <<0,05
MDA salival GE 7,6 3,8 <<0,05
MDA salival GC 1,6 1 <<0,05
MDA tisular ambos grupos 44 1,4 <<0,05
MDA tisular GE 6,7 3,4 <<0,05
MDA tisular GC 0,6 0,4 << 0,05

TABLA 22. Actividad de SOD salival en pacientes con y sin IMC

SOD salival
(Unid. SOD/mL)

SOD salival en ambos grupos

SOD salival GE
SOD salival GC
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TABLA 23. Concentraciones de AU salival en pacientes con y sin IMC.

AU salival
(mg/dL)

AU salival en ambos grupos

AU salival GE

AU salival GC
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DISCUSION
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El cancer oral afecta aproximadamente a 400.000 personas por afio a nivel mundial. @) La
mayor parte de los CCE de la mucosa bucal asientan sobre diferentes DPM previamente
desarrollados sobre la misma.

Teniendo en cuenta la creciente incidencia del cancer de cabeza y cuello, los problemas
asociados con el diagnostico tardio y el complejo problema de salud publica que representan,
pareceria logico enfocar los esfuerzos en generar estrategias para contribuir a la deteccién
precoz de las lesiones premalignas y malignas, asi como al estudio de los fenémenos y
factores de riesgo asociados a ellas. El diagndstico temprano permitiria enfoques terapéuticos
conservadores con una mejor recuperacién y un pronostico mas favorable. Uno de los
aspectos de la investigacion del cancer que ha intrigado a la mayoria de los cientificos es la
adquisicion del potencial proliferativo ilimitado de las células cancerosas. En el proceso de
transformacion de una célula del estado normal al maligno, uno de los pasos clave es la
inmortalizacion de las células. La evidencia reciente indica que la telomerasa juega un papel
importante en la inmortalizacion celular. La pérdida de la AT se ha correlacionado con la
senescencia celular, mientras que su reactivacion parece ser un requisito previo para el
desarrollo de células tumorales malignas a partir de células somaticas. %9

Mas del 85% de las células cancerosas humanas expresan AT. ?® Fujita y col. ?*® hallaron
AT mas alta en el CCE, mientras que los DPM mostraron una AT relativamente mas baja.
Por lo tanto, estos autores consideran a la AT como un posible marcador diagndstico de
malignidad. Ademas, se ha encontrado que la telomerasa esta regulada también segin la
progresion del tumor y, por lo tanto, puede servir como un indicador pronéstico Gtil para
identificar a los pacientes que necesitan un seguimiento cercano y un tratamiento adyuvante
vigoroso. ?572%8) En consecuencia, esta enzima se ha convertido en un objetivo importante
para el disefio de agentes terapéuticos que podrian tener efectos secundarios minimos.

Rai y col. ®? |levaron adelante un estudio con el objetivo de cuantificar la AT en pacientes
de la India con diagndstico de CCE y compararla con los valores obtenidos en mucosa sana.
Para hacerlo, utilizaron la técnica TRAP, también utilizada en nuestro estudio. El ensayo de
TRAP (basado en PCR) es altamente sensible y proporciona los medios para analizar AT en
una amplia variedad de tejidos. Este método permite detectar la AT en un ndmero muy
pequefio de células, lo cual es una gran ventaja para examinar muestras clinicas. La

prevalencia general del 85% entre mas de 3000 muestras de tumores humanos analizadas

117



mediante TRAP hace que la AT sea el marcador méas universal para los canceres humanos.
En su protocolo de trabajo, el grupo de estudio comprendié 45 casos con diagnostico
histopatoldgico de CCE y el grupo control comprendié 20 muestras normales de la mucosa
bucal obtenidas de individuos sanos que se sometieron a exodoncia de terceros molares
retenidos. Los resultados del presente estudio mostraron AT en el 89% de CCE y el 5% de la
mucosa oral normal.

De manera similar, en nuestro trabajo encontramos que un 82% de las muestras del GE
mostraron AT positiva, mientras que esta actividad se demostro en un 24% de las muestras
del GC. Ahora bien, el GE estuvo integrado por CCEB, LPB+LLO y LB, por lo que si
consideramos solamente los casos de CCEB (n=20), el 90% de las muestras procedentes de
pacientes con esta patologia demostraron AT positiva. Mientras tanto, el GC estuvo
constituido por pacientes con mucosa clinicamente sana (procedente de exodoncias de
terceros molares retenidos y de cicatrizales de implantes dentales) y por muestras de lesiones
benignas no inflamatorias de la mucosa bucal. Si consideramos por separado las muestras de
mucosa clinicamente sana, s6lo un 5% de las mismas resulté con AT positiva. En sintesis, en
nuestro estudio encontramos AT positiva en el 90% de las muestras de CCE y en un 5% de
las muestras de mucosa clinicamente sana.

Estos hallazgos estan de acuerdo con estudios previos en los que la AT detectada en el CCE
de cabeza y cuello ha oscilado entre 75% y 100% de las muestras investigadas. En este
sentido Califano y col. @9, Liaoy col ?®9_, Mao y col %, Curran y col 52 han demostrado
en sus estudios AT positiva en por encima del 75% de las muestras de CCE estudiadas.
Thurnher y otros 53 detectaron AT en el 100% de las muestras de cancer bucal en su estudio.
Estos resultados sugieren que la telomerasa se activa en el CCE y esto estd de acuerdo con
el concepto de que la enzima desempefia un papel clave en el mantenimiento de los telémeros
en la carcinogénesis. Sin embargo, resulta interesante puntualizar que la reactivacion de la
AT no seria una via Unica y obligada para la carcinogénesis oral ya que en el 25 % de las
muestras de pacientes con carcinoma de nuestro trabajo se obtuvieron resultados negativos
para la actividad de esta enzima. Esto podria deberse a que estas muestras exhiban un

mecanismo de alargamiento alternativo de mantenimiento de los telémeros.
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Por otra parte, detectamos AT en el 5% de las muestras de mucosa clinicamente sana,
correspondientes al GC. Cabe destacar que la AT detectada en los casos de mucosa
clinicamente sana se trat6 de actividad débil de la enzima.

En este sentido, la literatura previa sobre este tema ha mostrado resultados contradictorios.
Mientras que algunos autores tales como Sumida y col. ?4, Chang y col. ?%® y Miyoshi y
col. @5 no han reportado AT detectable en tejidos normales; Mao Z y col. ?®7, Yayima'y
col @8 Xiany col. ®9 y Rai y col. ® han observado la presencia de AT débil en muestras
normales. Las tasas de positividad de la telomerasa en estos casos han oscilado entre 2.78%
y 100% para muestras normales.

Una de las razones que explicaria la AT positiva débil en las muestras de mucosa sana en
nuestro estudio, podria estar relacionada con las caracteristicas histologicas y fisioldgicas del
epitelio de la mucosa bucal, en relacion a su estratificacion y a su complejo proceso de
maduracién y diferenciacion .El epitelio escamoso de la mucosa bucal tiene una tasa de
renovacion celular muy alta, y la pérdida constante de células superficiales por el proceso de
descamacion se reemplaza por una division continua en las células basales. Por lo tanto, es
probable que haya mas células madre en el epitelio escamoso para el proceso de
autorrenovacion activa ¢, Como en el caso de las células inmortalizadas, se ha demostrado
que las células madre del tejido hematopoyético humano poseen AT. @™V Existe cierta
similitud entre los patrones de proliferacion del CCEB y de las células madre
hematopoyéticas. Por lo tanto, la deteccion de AT en la mucosa bucal sana podria deberse a
la capacidad de autogeneracion y proliferacion de las células de la capa basal epitelial, las
cuales tendrian un comportamiento similar al de células madre. Teniendo en cuenta que las
muestras de tejido sano se obtuvieron mediante el procedimiento de biopsia incisional (y no
a partir de citologia exfoliativa de células de capas mas superficiales) es de suponer que la
AT positiva podria estar relacionada con la presencia y actividad normal de dichas células
basales.

Algunos autores han estudiado la actividad telomerasa en DPM. Yao y col. ??? analizaron
la AT en pacientes con diagnostico de CCEB, LP y LB, encontrando los niveles mas elevados
en pacientes con el diagndstico de cancer, seguidos por los casos de LB y finalmente LP, no
encontrado diferencias estadisticamente significativas en los valores de AT entre estas dos

Gltimas entidades.
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Ries y col. @™ [levaron adelante una investigacion con el objeto de estudiar la AT mediante
TRAP en CCEB y compararla con los niveles obtenidos en LB y mucosa clinicamente sana
ubicada en los margenes libres de las lesiones malignas de los mismos pacientes
diagnosticados con CCEB. Para ello utilizaron 46 muestras de pacientes con diagnostico de
CCEB, 8 muestras de LB y 13 muestras de mucosa adyacente al tumor (clinicamente sana).
Encontraron AT positiva en el 46 % de las muestras de CCEB y sélo en el 50% de las
muestras de LB. Solo el 2% de los tejidos de control resultaron positivos para AT. Los autores
concluyen que la reactivacion de la actividad de la enzima puede ser un método novedoso
para la deteccion de clones celulares inmortalizados y de células malignas en el epiltelio
bucal que aun no ha sufrido transformacion carcinomatosa.

Del mismo modo, Shimamoto H @™ encontrd AT positiva en el 50% de las LB estudiadas,
utilizando la técnica TRAP para deteccidn de la actividad de la enzima, por lo que recomienda
que la misma podria ser utilizada como un marcador temprano en DPM y en el cancer bucal.
Mientras que Liao y col. @5 |levaron a cabo un estudio sobre tumores orales y
maxilofaciales, incluyendo también muestras de pacientes con diagnéstico de LB para
estudio de la AT mediante técnica TRAP y concluyeron que la actividad de la enzima tiene
cierta correlacion con la progresion de la carcinogénesis desde etapas tempranas de este
proceso. De hecho, encontraron AT positiva en mas del 80% de las muestras tumorales y en
el 58% de los tejidos con diagnostico de LB.

La AT en el LP de la mucosa bucal también ha sido estudiada. Zhang y col. ¢ resultan de
los pocos autores que ademas de medir la actividad de la enzima lo correlacionan con algunos
parametros clinicos. Sin embargo, ellos llevan adelante su estudio no sobre las lesiones
propiamente dichas sino en sangre periférica.  Teniendo en cuenta el mecanismo
inmunoldgico que media la fisiopatogenia del LP, el objetivo de su investigacion fue el de
determinar los niveles de hTERT mediante real- time PCR en los linfocitos CD4 y CD8 de
pacientes con esta patologia y relacionar dichos niveles con la variedad clinica de LP
(maculoso, atréfico y erosivo). Observaron una disminucion de los niveles de hTERT en
linfocitos CD4 de sangre periférica, sin hallar modificaciones en los niveles de este
componente en las células CD 8. No hallaron correlacion entre estos niveles y la variedad o
severidad del liquen ni con el sexo, aunque si con la edad de los pacientes (a mayor edad,

menor presencia del componente proteico de la enzima). Concluyen postulando que la
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disminucion de hTERT en los linfocitos CD4 podria estar relacionada con la disfuncion del
sistema inmune propia de esta patologia. Por el contrario, Tohngprasom y col. @™ hallaron
elevada AT en muestras procedentes de pacientes con diagnostico de LP, considerando que
la reactivacion de la enzima es un hallazgo frecuente en lesiones propias de esta patologia.
En nuestro estudio, encontramos AT positiva en ambos DPM analizados (LP+LLO y LB).
De hecho, la mayor AT se encontrd en los pacientes con diagnostico de CCE (90% de las
muestras), seguida por las muestras procedentes de pacientes con LLO+ LP (80% de los
casos) y finalmente por los casos de LB (70 % de las muestras con resultado positivo). No
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre LLO+LP Y LB. Coincidiendo
con algunos autores citados anteriormente, consideramos que la reactivacion de la enzima
telomerasa y su deteccion y cuantificacion mediante TRAP PCR se comporta como un
marcador importante en los casos de CCEB y de DPM, estando la misma implicada desde
estadios muy tempranos de la carcinogénesis bucal.

Diversos estudios dan cuenta de la relacion existente entre el estilo de vida y la existencia de
habitos toxicos, la AT y la longitud de los telémeros. (158 162166) | 3 mayoria de ellos
establecen una relacion entre la AT y diversas patologias, incluso céncer, de diversas
localizaciones. Sin embargo, es poco lo publicado respecto de la posible influencia de estos
factores en la AT en el caso del CCEB de la mucosa bucal y los DPM, sobre todo
considerando que histéricamente han sido considerados como factores iniciadores y/o
promotores de carcinogénesis bucal. La mayor parte de dichos estudios contemplan s6lo
aspectos biomoleculares y los pocos que correlacionan la AT en mucosa bucal con habitos
toxicos del paciente, lo hacen en paises tales como India, Pakistan, China, Japon y otras
culturas con una idiosincrasia completamente diferente a la nuestra, donde los tipos de
habitos (y el método para llevar adelante los mismos) difiere absolutamente de lo que ocurre
en Sudamérica y, particularmente en Argentina. Como ejemplo de ello, basta recordar el
ejemplo de la masticacion del betel, que en India es considerado como un factor de primer
orden de importancia en la carcinogénesis bucal, habito inexistente en nuestro medio. En
contraposicion, el habito de tomar mate es propio de paises latinoamericanos. De hecho,
hasta el momento no tenemos conocimiento de publicaciones de grupos de estudios de
procedencia sudamericana que hayan analizado estos aspectos en funcién de la actividad de

la enzima.
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Esto se convierte en un elemento a tener en cuenta, sobre todo cuando algunos autores
plantean que los genes que regulan la expresion de la actividad telomerasa presentan
polimorfismo y que la actividad de esta enzima presenta variaciones de acuerdo al grupo
étnico del individuo. & 39 Otros autores consideran que las diferencias en la AT no se
deberian tanto a cuestiones relacionadas con el grupo étnico del paciente, sino que sus
estudios han demostrado diferencias de AT y longitud telomérica entre diferentes grupos
poblacionales, lo cual podria atribuirse a cuestiones ambientales y no tanto genéticas (6% 276
21 En este sentido, consideramos que los aportes de nuestro trabajo pueden resultar
interesantes para comprender algunos aspectos de la influencia de los habitos toxicos y
factores de riesgo presentes en nuestro medio en la reactivacion de la enzima telomerasa en
lesiones malignas y DPM de la mucosa bucal.

Un estudio llevado adelante por Liao y col. en Taiwan analizd la relacion existente entre
hébitos tales como masticar betel, fumar tabaco y beber alcohol y la AT en 154 muestras
biopsicas de pacientes con diagnostico de CCEB de la mucosa bucal comparadas con
muestras de mucosa clinicamente sana. No hallaron asociacion de estos factores con la
severidad del CCEB ni con el nivel de AT determinado. 67 Por el contrario, algunos autores
tales como Patel y col. *® consideran que la agresion continua generada por el tabaco a las
células de la mucosa bucal contribuiria a la reactivacion de la enzima telomerasa, aun en el
caso de muestras procedentes de mucosa clinicamente sana de pacientes fumadores. Eso en
parte, también contribuiria a explicar la presencia de AT positiva en algunas muestras de
mucosa bucal sana en pacientes de nuestro GC.

Hasta el momento no conocemos publicaciones que den cuenta de la relacion entre el
consumo de mate y la AT. En nuestro trabajo, no hemos encontrado asociacion entre los
habitos de fumar, beber alcohol y consumir mate y la AT. Sin embargo, teniendo en cuenta
la complejidad de la fisiopatogenia del cancer bucal y la importancia que en el origen y
desarrollo del mismo revisten factores genéticos (entre los que hallamos la reactivacion de la
enzima telomerasa, entre muchos otros) y los factores de riesgo antes mencionados, creemos
gue es necesario continuar con investigaciones al respecto.

En el presente trabajo de tesis encontramos relacion entre la AT y la presencia de IMC de la
mucosa oral. Hasta el presente, no conocemos trabajos que den cuenta de esta relacion, por

lo cual este punto podria resultar un aporte de especial interés al intentar explicar una de las
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vias posibles por las cuales el trauma crénico de la mucosa bucal participa de modo activo
en el desarrollo de la carcinogénesis oral.

La mucosa oral podria albergar muchas lesiones originadas por IMC. Las lesiones méas
comunes de IMC son mordeduras de lengua / mejilla (morsicatio buccarum), queratosis
friccional, Ulcera traumatica crénica, hiperplasia papilar, hiperplasia fibrosa inducida por
restauraciones protéticas e hiperplasia fibrosa focal. Ademas, la IMC podria empeorar las
lesiones orales preexistentes, tales como patologias ampollares, liquen plano, leucoplasia, 0
estomatitis aftosa. ?®? La IMC se produce a través de la accion de baja intensidad, sostenida
y repetida de un agente nocivo bucal y en los ultimos afios se ha propuesto como factor de
riesgo para el cancer oral. ?® La IMC per se puede no ser capaz de producir mutaciones
genéticas, pero puede provocar cambios epigenéticos que finalmente inhiben la reparacion
del ADN vy la apoptosis. ?® Esto sugiere que IMC podria desempefiar un papel como
promotor y progresor en la carcinogénesis oral. Sin embargo, los mecanismos por los cuales
la IMC estaria implicada en la carcinogenesis oral no estan del todo dilucidados. En relacion
a nuestro tema de estudio, cabe considerar que el trauma sostenido y a largo plazo de la
mucosa bucal genera un proceso inflamatorio crénico en la misma, con liberacion de
mediadores quimicos y distintas sustancias que llevan a la produccién de ROS induciendo
un incremento de la lipoperoxidacion tisular que, si va acompafiado de una disminucion de
la bateria antioxidante propia de la piel y las mucosas, puede llevar a un stress oxidativo que,
entre otros mecanismos, reactiva a la enzima telomerasa, aumentando la actividad de ésta.
Sin embargo, desde ya que la complejidad de este proceso multietdpico y multifactorial,
requiere de estudios mas profundos que permitan explicar mas detalladamente los
mecanismos a través de los cuales la irritacion mecanica cronica de la mucosa puede incidir
y favorecer la activacion de la telomerasa y, de esta manera, incidir en la iniciacion y la
progresion del cancer de la mucosa bucal.

La relacién de la AT con algunos parametros histolégicos propios del CCE y de los DPM de
la mucosa bucal muestra algunos resultados contradictorios en la bibliografia. Mientras que
Kunicka y col. @57 en un estudio llevado adelante en 58 muestras de CCE analizadas por
medio de técnica TRAP hallaron correlacion entre los grados de diferenciacion del tumor y
la AT, otros autores tales como Miyoshi y col. no hallaron diferencias estadisticamente
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significativas en la AT y los diferentes grados de diferenciacion del CCE de la mucosa bucal.
(285)

En su estudio, Rai y col. @™ analizaron AT en mucosa de pacientes con diagnostico de CCE
y en secciones de tejido inmediatamente adyacente a las lesiones tumorales. Usando esta
técnica, pudieron comparar AT en tumores y tejidos adyacentes con sus caracteristicas
histologicas precisas. El grado de AT en CCE se relacioné con la diferenciacion histolégica
y con la edad del paciente, aunque no con la localizacion del tumor, el sexo o los habitos del
paciente. Un mayor grado histoldgico de malignidad en la clasificacion de la OMS se asocid
con un mayor nivel de AT. Se ha informado que los CCE de Grado | de la OMS son de
crecimiento lento, en comparacion con los de Grado 11 y 111, que también son de naturaleza
mas agresiva. Segun estos autores, es probable que un CCE menos diferenciado (Grados 11y
I11) pueda contener mas células inmortales que el tipo histolégico més diferenciado (Grado
I) y por lo tanto, la AT también seria mas intensa. De manera similar, un analisis
semicuantitativo realizado por Kannan y col. 8 revel6 niveles altos de AT en 10 (29.4%)
de 34 lesiones de CCE bien diferenciadas y 7 (100%) de 7 lesiones CCE moderadamente a
pobremente diferenciadas, lo que sugiere que un grado histolégico de diferenciacién mas
bajo se asocia con una AT mas alta. Por el contrario, Patel y col. ?®® y Fujita y col. ®* no
hallaron correlacion entre el grado de diferenciacion del tumor y la AT.

En cuanto a la relacion existente entre la localizacion del CCE y el grado de AT, la
bibliografia también muestra resultados controversiales. Un estudio realizado por Miyazaki
y col. ™V encontré diferencias estadisticamente significativas en la concentracion de hTERT
del CCE de diferentes localizaciones de la mucosa bucal. Asi, el CCE de lengua mostrd
mayor hTERT comparado con el de localizacién gingival. Por el contrario, Koscielny y col.
287) no hallaron diferencias entre la AT v las diferentes localizaciones del CCE de la mucosa
bucal.

En nuestras muestras encontramos diferencias estadisticamente significativas entre la AT y
la presencia de displasia y de inflitrado en las lesiones del GE. Sin embargo, no hallamos la

asociacion entre la AT y el grado de diferenciacion de la lesiones y sitio de biopsia.
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Como hemos venido destacando, el desarrollo del cancer en seres humanos es un proceso
complejo y multifactorial. Involucra, entre otros procesos, alteraciones moleculares y
celulares que contribuyen a la carcinogénesis. Todo este proceso es mediado por una serie de
estimulos enddgenos y exdgenos que llevan, entre otras consecuencias, a la generacién de
elevadas concentraciones de ROS. Varios autores han documentado que un incremento en la
concentracion de productos de la lipoperoxidacion se relaciona con el desarrollo del cancer.
(288-2%0) E| stress oxidativo puede modificar ciertas funciones en las células cancerigenas y en
los tejidos, que van desde la proliferaciéon celular, promocion de mutaciones, invasion y
metastasis. De hecho, Rai y col. #% han reportado que altas concentraciones de ROS no s6lo
actan durante la iniciacion sino también en la promocidn de la carcinogénesis.

Distintos estudios han revelado que las respuestas celulares a estimulos externos son
mediadas principalmente por la peroxidacion lipidica causada por el incremento del estres
oxidativo, y sus subproductos (especialmente el MDA) han sido implicados en el desarrollo
de la tumorogénesis®®*-2°2 MDA ha sido reportado como un potente promotor y agente co-
carcinogénico debido a su elevada citotoxicidad. ?°® De hecho, el dafio de los radicales libres
sobre los lipidos se ha visto reflejado en elevadas concentraciones de MDA sérico en
pacientes oncologicos. %®® Estos resultados demuestran que, en el cancer, los procesos de
peroxidacion estan significativamente intensificados en relacion a pacientes sanos.
Asimismo, altas concentraciones de ROS y/o MDA estarian implicadas en la patogenesis
del cancer de la mucosa oral, desde estadios tempranos. En el caso de pacientes con este tipo
de céancer, Kaur y col. (293) encontraron elevados niveles de MDA salival en un estudio
realizado en India en pacientes con carcinoma a células escamosas, liquen plano oral, fibrosis
submucosa y leucoplasia. Mientras que Aly y col hallaron similares resultados en sangre y
muestras de tejido procedentes de pacientes con diagndstico de LP. ?®¥ Este estudio incluyd
a 45 pacientes egipcios, con un rango etario de 23 a 65 afios, con diagndstico de LP en
diferentes variedades y a 45 voluntarios sanos. Se tomaron biopsias y muestras de sangre
periférica, hallandose en los pacientes del grupo de estudio niveles més elevados de MDA y
SOD tanto a nivel tisular como en sangre comparados con los pacientes del grupo control.
De esta manera se interpreta un incremento en los niveles de lipoperoxidacién muestras

provenientes de pacientes con este diagnostico, lo cual puede en parte explicar el rol del stress
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oxidativo en la modulacién de los mecanismos inmunologicos que median la fisiopatogenia
del LPy, por qué no, su posible transformacion carcinomatosa.

Reznick y col. @%) reportaron niveles elevados de MDA en precancer oral, y no solamente
en lesiones malignas. En este sentido, Ergun y col hallaron concentraciones
significativamente mas elevadas de MDA en saliva de pacientes con LP bucal en
comparacion a controles sanos.

Coincidiendo con estos autores, nuestro equipo encontrd concentraciones elevadas de MDA
tanto a nivel tisular como saliva en los pacientes del GE comparados con el GC, lo cual nos
estaria indicando una mayor lipoperoxidacion en el caso de las lesiones malignas y
premalignas analizadas.

Ademas, se hallo una correlacion entre los niveles de MDA salival y tisular, ya que un
incremento en la concentracion del MDA a nivel del tejido biopsiado fue acompafiado de una
aumento en los niveles de este mismo subproducto en la saliva de pacientes con CCE y DPM
de la mucosa bucal. Por lo que resultan particularmente interesantes los resultados obtenidos
en saliva, ya que si se correlacionan con lo hallado en tejido, la técnica para la recoleccion
de la muestra para determinacion de los niveles MDA salival resulta minimamente invasiva,
de gran comodidad para el paciente y de facil almacenamiento y transporte con respecto a la
técnica quirdrgica para la obtencion de tejido que permita evaluar el mismo producto de la
lipoperoxidacion. En este caso, coincidimos con Kaur y col. @% en que los diagndsticos
basados en saliva son no invasivos y ofrecen herramientas de deteccion rentables como
posibles sustitutos a tecnologias de diagndstico basadas en sangre, suero y, en algunos casos,
tejido.

En relacidn a los niveles de antioxidantes hallados en saliva y tejidos de pacientes con DPM
y cancer de la mucosa bucal, la literatura internacional también refiere resultados
controversiales.

Autores como Fu y col. ?®® hallaron niveles elevados de SOD en tejidos de pacientes con
diagnostico de CCE de mucosa yugal, comparados con tejidos provenientes de pacientes con
mucosa clinicamente sana.

Las modificaciones de los niveles de SOD afectan el comportamiento de las células malignas,
lo que sugiere que es importante para el desarrollo y el prondstico del cancer. Varios estudios

han demostrado que SOD tiene efectos antiproliferativos y supresores de tumores, incluida
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la inhibicién de la transformacién neoplasica, la reversion del fenotipo maligno al tipo de
célula no maligna, la disminucion del potencial metastasico y la tasa de proliferacion en
celulas de cultivo.

Jain y col. ©%®) observaron un incremento de los niveles de MDA y SOD en muestras de
tejido y en plasma de pacientes portadores de LB comparados con los valores hallados en
controles. Para ello realizaron en India un estudio prospectivo en el que incluyeron a 40
pacientes con diagndstico de LB y 10 controles apareados por sexo y edad. Se evaluaron tres
enzimas: lipoperoxidasa, catalasa y superdxido dimutasa. Los niveles de lipoperoxidasa y
SOD se encontraron elevados y la catalasa disminuida en los pacientes del grupo de estudio
comparados con los del grupo control. Los autores interpretan este aumento de SOD como
una respuesta frente a la injuria generada por el tabaco y los posibles mecanismos
carcinogénicos que se estarian llevando adelante en el tejido enfermo.

Asimismo niveles elevados de esta enzima han sido descriptos en los eritrocitos de pacientes
con DPM y CCE de la mucosa bucal. Sezer y col. @*) hallaron niveles elevados de MDA y
SOD en eritrocitos de sangre periférica de pacientes con diagnostico de LP.

Mientras tanto, Giebultowics y col. ¢ describieron niveles elevados de SOD en saliva de
pacientes con CCE de la mucosa bucal. Para ello llevaron adelante un estudio clinico con el
objetivo de comparar el status de defensa antioxidante en la saliva de pacientes con
diagnostico de CCE (n=12), quistes odontogénicos (n=18) y controles sanos (n= 19). Los
pacientes con CCE y quistes odontogénicos mostraron una concentracién mayor de SOD en
saliva y una disminucion de lipoperoxidasa y AU.

Sin embargo, existen varios estudios que refieren una disminucién de la actividad de SOD
en pacientes con lesiones estomatoldgicas. En un estudio realizado por Patel y col. ® sobre
52 pacientes con cancer bucal, se encontrd disminuida la concentracion de SOD en
eritrocitos, mientras los niveles de otras enzimas tales como glutation peroxidasa y catalasa
se hallaron aumentados. Esto coincide en parte con los estudios llevados a cabo por Gokul y
col. @38 quien describid niveles disminuidos de SOD en tejido tumoral de pacientes con CCE
oral, mientras que los niveles de SOD en sangre de estos mismos pacientes estaban elevados.
Para ello analizaron las muestras procedentes de 18 pacientes con diagndstico clinico e
histolégico de CCE, todos ellos fumadores o masticadores de tabaco. El grupo control estuvo

constituido por 25 pacientes sanos sin habitos toxicos.
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Subaprayida y col ©%) también encontraron disminuida la concentracion de SOD y catalasa
en sangre y tejidos de pacientes con dicha patologia.

Esta controversia se extiende a los desordenes potencialmente malignos, ya que en
contraposicion a los resultados expresados en parrafos anteriores, Guradath y col. G0
describieron una disminucién en los niveles de SOD en la sangre de pacientes con LB y
fibrosis submucosa, sin encontrar diferencias estadisticamente significativas en las diferentes
localizaciones de la lesion. De todas formas, resulta un tanto dificil comparar los resultados
hallados por estos autores en su muestra (llevadas adelante en India) a los de nuestro trabajo,
ya que la etiologia de las LB esta en ese caso asociada a habitos que no existen en nuestro
medio (masticacion de betel o de tabaco, ingesta oral de nuez de areca, etc). Sin embargo, no
se han publicado estudios llevados adelante en nuestro pais ni en Sudamérica que puedan dar
cuenta del status oxidativo y antioxidante en pacientes con lesiones malignas y premalignas
de la mucosa bucal.

Con respecto a las determinaciones en saliva, Rasool 4V describi6 el hallazgo de niveles
elevados de MDA vy 4acido sialico en pacientes con CCE, mientras que los niveles de SOD
resultaron significativamente disminuidos. En este sentido, un estudio llevado a cabo por
Vlkova y col. 152 coincidio al describir una disminucion de los niveles de SOD en la saliva
de pacientes con DPM de la mucosa oral (LB, LP y eritroplasia).

Nuestros resultados refieren un incremento estadisticamente signficativo de los niveles de
SOD en la saliva de pacientes portadores de DPM y CCE de la mucosa bucal comparados
con los pacientes del GC. Ademas, estos niveles se correlacionarian con el incremento de la
lipoperoxidacién expresada por el aumento de los niveles de MDA tisular y salival. Una
posible explicacién para este resultado es que la elevacion de los niveles de SOD podria
deberse a un mecanismo defensivo o bien a un mecanismo compensatorio de adaptacion para
contrarrestar los peréxidos lipidicos acumulados en lesiones malignas y premalignas de la
mucosa bucal. Diversos estudios mostraron que la actividad de la enzima SOD aumenta
cuando disminuye la efectividad de otras enzimas. Se ha informado que la SOD es la primera
enzima inducida frente a la injuria representada por la produccion de ROS. %) Por lo que
resultaria interesante en futuras investigaciones evaluar conjuntamente con SOD los niveles
de catalasa y peroxidasa en saliva de pacientes con CCE y DPM de la mucosa bucal y

correlacionarlos con los niveles de MDA y la AT observada.
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El AU es uno de los principales antioxidantes en los fluidos corporales y el principal
antioxidante en la saliva, ya que representa méas del 85% de la capacidad antioxidante salival
total de la saliva en reposo y estimulada, tanto en pacientes sanos como de sujetos
comprometidos periodontalmente '8, Se ha propuesto que la acumulacion de urato en
humanos y primates superiores tiene ventajas evolutivas. Al igual que la vitamina C, el urato
es un potente antioxidante ©%),

En el presente trabajo, encontramos una disminucion de los niveles de AU salival en los
pacientes del GE comparados con los del GC. Estos niveles se correlacionaron de manera
inversa tanto con los niveles de MDA saliva y tisular como con los niveles de SOD, ya que
al aumentar el MDA y la SOD se comprobd una disminucion significativa del AU.
Coincidiendo con nuestros resultados, Battino y col. @ refirieron una disminucion
significativa del &cido Urico saliva en un grupo de 20 pacientes con diagndstico de LP bucal.
Giebultowics €% encontré bajos niveles de AU salival en pacientes con CCE de la mucosa
bucal.

Con todo esto, la disminucion del principal antioxidante salival nos da cuenta de la posible
disfuncién de la bateria de defensa antioxidante que podria estar desarrollandose en los
pacientes con las patologias estudiadas.

No hemos encontrado hasta el momento estudios que describan la posible correlacion entre
la reactivacion de la AT, el aumento de la lipoperoxidacién (medida por medio de la
concentracion de MDA) y las modificaciones en los niveles de SOD y AU (tal como lo hemos
descripto en el capitulo correspondiente) en DPM y CCE de la mucosa bucal, por lo que
creemos que este punto resulta de especial interés y representan una pequefia contribucion
por parte de nuestro equipo de trabajo al estudio de los mecanismos moleculares, bioquimicos

y clinicos que inciden en el desarrollo del cancer bucal.
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CONCLUSIONES
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- Teniendo en cuenta los resultados analizados en capitulos anteriores, podemos concluir que
la expresion de la AT difiere entre las muestras del GE comparadas con las del GC. El 82%
de las muestras del GE resultaron AT positivas, contra un 24% de las muestras del GC.
Asimismo, resulta interesante destacar que encontramos diferencias estadisticamente
significativas en la determinacién de AT dependientes del tipo de patologia del GE. Asi el
90% de las muestras correspondientes a pacientes con diagnodstico de CCE de la mucosa
bucal resultaron positivas para AT, seguidas por un 80% de AT positiva para los pacientes
del subgrupo LP+LLO y un 70% de las muestras de pacientes con LB.

- No encontramos relacion entre la AT, el sexo y la edad de los pacientes. Tampoco hallamos
relacion entre la activacion de la enzima y habitos toxicos del paciente tales como fumar,
beber alcohol ni consumir mate.

- No encontramos asociacion entre la AT y los grados de diferenciacion de las muestras de
CCEB de la mucosa bucal, como asi tampoco con la localizacion de las lesiones malignas ni
premalignas orales. Sin embargo, si se encontrd relacion entre la AT y la presencia de
displasia (aunque no con el grado de la misma) y de infiltrado presente en las lesiones
estomatoldgicas.

- Se observd una fuerte asociacion entre la presencia de IMC de la mucosa bucal con la
intensidad de la AT en las distintas patologias del GE. El trauma sostenido y a largo plazo de
la mucosa bucal generaria un proceso inflamatorio cronico en la misma, lo que llevaria a la
producciéon de ROS induciendo un incremento de la lipoperoxidacion tisular que, si va
acompafado de una disminucion de la bateria antioxidante propia de la piel y las mucosas,
puede llevar a un estrés oxidativo que, entre otros mecanismos, reactiva a la enzima
telomerasa, aumentando a actividad de ésta. Sin embargo, la complejidad de estos fendmenos
requiere de estudios mas profundos que permitan explicar mas detalladamente los
mecanismos a través de los cuales la irritacion mecanica crénica de la mucosa puede estar

involucrada en la carcinogénesis oral a través de una via de reactivacion de la telomerasa.
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- El aumento de la concentracién de MDA saliva y tisular podria interpretarse como un
marcador de lipoperoxidacion a nivel de los pacientes del GE.

- El incremento de la actividad de la SOD salival podria considerarse como un mecanismo
defensivo frente a la injuria tisular que representa el aumento de la lipoperoxidacién en
pacientes con lesiones malignas y premalignas de la mucosa bucal. Estos factores, a su vez,
influirian en la marcada disminucion de los niveles de AU, el principal antioxidante de la
saliva en los pacientes con diagnostico de CCEB y DPM de la mucosa bucal.

- El incremento en la concentracion de MDA salival se correlacionaria con el aumento de
MDA tisular, SOD salival y la disminucion de AU en los pacientes del GE.

- La AT resultaria modificada por las concentraciones de MDA en saliva y en tejido, y por la
actividad de SOD y AU salivales, por lo que estos marcadores de estrés oxidativo regularian
por medio de mecanismos aun no dilucidados del todo la reactivacion de la enzima, tanto en
DPM como desde etapas tempranas de la carcinogénesis oral.

A la luz de los resultados obtenidos, los marcadores salivales y tisulares analizados en el
presente trabajo podrian estar implicados en el desarrollo y progresion de las lesiones
premalignas y malignas de la mucosa bucal, por lo que se requieren estudios de mayor
profundidad al respecto.
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ANEXO I: Consentimiento Informado

Informacidn y formulario de consentimiento para el paciente del estudio

INFORMACION Y FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO PARA EL PACIENTE
DEL ESTUDIO

TITULO: Correlacion de la Actividad Telomerasa (AT) con marcadores de
peroxidacion lipidica y sustancias antioxidantes en lesiones potencialmente malignas
(LPM) y carcinomas de la mucosa oral.

(Este estudio es parte de la Tesis Doctoral de la Od. Evelin Bachmeier)

Investigadores responsables del estudio:

- Prof. Dra. Silvia Adriana Lopez de Blanc

- Od. Evelin Bachmeier

NUmeros de teléfono: 351-155937036, 351-156214725, 351-156633620, 3548- 424041.
INVITACION PARA PARTICIPAR

Se lo invita a participar de un estudio de investigacién, éste es gratuito, no conlleva ningun
beneficio adicional a su tratamiento ni sera pagado por el mismo. Este formulario describe el
estudio para ayudarlo a que decida si desea participar. Antes de decidir si desea participar en
el estudio, es importante que entienda por qué se realiza la investigacion, coémo se utilizara
la informacion sobre usted, los posibles beneficios, riesgos e inconvenientes que implica. Lea
atentamente la informacion de este cuestionario; también puede leer la informacion
disponible en el Ministerio de Salud.

Disponible en el sitio web: http://www.cba.gov.ar/vercanal.jsp?idCanal=65473. 159
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O bien solicitar leer el protocolo de investigacion y los datos de los profesionales
involucrados en el estudio.

¢Por qué se esté haciendo este estudio?

Se ha descripto en la literatura cientifica que la presencia de una proteina denominada
telomerasa y su relacion con otras sustancias (tales como el malondialdehido) en distintas
lesiones de la mucosa bucal, favoreceria (junto con otros factores tales como el cigarrillo y
el alcohol) el desarrollo de cancer bucal. Por otra parte, nuestro cuerpo genera en respuesta
al dafio que sufren nuestras células, diversos sistemas defensivos (tales como la enzima
superdxido dismutasa y el acido Urico). Si decide participar en nuestro estudio, estas
sustancias (telomerasa, malondialdehido, superoxidodismutasa y acido Urico) seran
medidos en tejidos de su cavidad bucal.

El cancer bucal tiene muchas causas (clinicas, genéticas, bioquimicas y socio culturales) y
en ocasiones no permite un diagndstico temprano y/o preciso. El objetivo de este estudio es
obtener informacion que nos brinde una herramienta mas para ayudar a preveniry a
diagnosticar mejor o mas tempranamente esta enfermedad; y permitir que se establezcan las
pautas adecuadas de tratamiento, que conduzcan a mejorar la calidad de vida de los
pacientes afectados por estas patologias.

¢ Qué se pedira que haga?

En caso de lesiones que sus lesiones necesiten biopsias para llegar a un diagndstico de
certeza estomatoldgico, parte del tejido extirpado que presenta lesion y el sector de mucosa
sana adyacente al sitio de la misma, se utilizaran para medir las sustancias antes
mencionadas por medio de técnicas de biologia molecular (PCR, reaccién en cadena de la
polimerasa).

La biopsia es un procedimiento diagnostico de rutina, las mismas seran realizadas por la
Od. Evelin Bachmeier, la Dra Silvia Lopez de Blanc, el Od. Gerardo Gilligan o el Od.
Dante Gustavo Secchi.

Las complicaciones como dolor, hinchazén, minimo sangrado, son pocos frecuentes y

posibles en toda cirugia menor. Ud. sera informado de los resultados del estudio 160
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de sus muestras una vez que hayan sido analizadas y controlado clinicamente a las 48 horas
y a los 7 dias para retiro de los puntos de sutura.

El comienzo de la investigacion estimado serd en Marzo de 2017.. Las muestras biologicas
seran almacenadas en freezer de -80° hasta el momento de de ser procesadas; tanto el
almacenaje como el procesamiento serd en el Instituto Virologico “J. M. Vanella” de la
Facultad de Ciencias Médicas (Universidad Nacional de Cérdoba).

Los resultados de las muestras pueden ser utilizados con fines educativos para capacitar a
otros profesionales en la identificacion temprana de signos y sintomas de las patologias
bajo estudio.

Cabe aclarar que el procesamiento de las muestras produce que éstas se destruyan por el
mismo, pero si ocasionalmente hubiera sobrantes éstos seran conservados por seis meses
bajo las condiciones anteriormente citadas (congeladas a -80 grados centigrados) hasta su
eliminacién. Para la eliminacion de dichos sobrantes se seguiran los lineamientos del
Protocolo de Eliminacidn de Residuos Patdlogicos del Centro de Investigaciones en
Bioguimica Clinica e Inmunologia (CIBICI-CONICET) dependiente de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Cdrdoba (vigencia desde 10/2009),
acorde a la Ley Nacional 24051: Residuos peligrosos y documentos complementarios
(Secretaria de Ambiente y Desarrollo sustentable) y a la Resolucion HCD 336/05: Gestidn
de Residuos Peligrosos FCQ. Segun dicho protocolo, en primera instancia se procedera al
tratamiento de los sobrantes de las muestras con desinfectantes quimicos para su fijacion
(formol/formalina) y luego colocados en bolsas rojas de polietileno de 200 micras de
espesor que contengan el rotulo “Residuos Patogenos” y que deberan ser llenadas hasta un
80% como méaximo de su capacidad, que luego seran recogidas de la Institucién por
empresas autorizadas de recoleccion de residuos patégenos.

Participacién y compensacion:

Todos los procedimientos realizados durante el estudio, son gratuitos para usted, que es
participante del mismo. Por su participacion no recibird compensacion econdmica alguna.
161
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Responsabilidad:

Los efectos colaterales o dafio son posibles en cualquier programa de investigacion, a pesar
de utilizar elevados estandares de calidad y pueden ocurrir ain sin falta o falla suya o de los
investigadores. Pero si existiera algo eventual, se le proveera la atencion médica que
corresponda en tiempo y forma sin que signifique ningun gasto para ud.

Este trabajo forma parte de la Tesis Doctoral de la Od. Evelin Bachmeier (M.P. 6794),
quien se desempefia como investigadora principal de este estudio y cuenta con seguro de
responsabilidad civil profesional médica con cobertura estipulada en la resolucion namero
35.467 de la Superintendencia de Seguros de la Nacion, a cargo de San Cristobal Seguros
Generales, segun pdliza 03-11-010236896/5.

En caso de cualquier emergencia llame a la Od. Evelin Bachmeier (teléfono
351155937036) durante las 24 horas o concurra al servicio de Clinica Estomatolgica de la
Facultad de Odontologia direccion Haya de la Torre s/n- Pabellon Argentina, 2° piso, los
dias lunes, miércoles y viernes de 9 a 17 hs y martes y jueves de 9 a 13.00 hs o al Servicio
de guardias del Hospital Nacional de Clinicas Santa Rosa 1546 durante las 24 hs
(dependiente de la Universidad Nacional de Coérdoba).

¢ Como se usardn mis datos personales?

Se le informa que los datos obtenidos durante su atencion seran confidenciales,
asegurandose su privacidad. Su nombre no figurard en ningin momento, ya que sera
reemplazado por un codigo.

Al firmar este formulario de consentimiento informado, usted autoriza al profesional del
estudio y al personal auxiliar a recolectar y utilizar su informacién personal. La
confidencialidad de los archivos en los que se identifique al participante sera resguardada,
asignandole un N° a cada historia clinica y encuesta y a los datos del participante
(“c6digo”), eliminando nombres y direcciones. El responsable del estudio o cualquier
persona asignada por éste tendra control de acceso al codigo, el cual es necesario para
relacionar los datos del estudio con UD. Asimismo, todos sus datos estan protegidos por la
Ley Federal de Proteccion de Datos N°25.326 y reglamentaciones vigentes.

Si se le presenta alguna duda en relacion al estudio en el que consiente participar Ud. puede

comunicarse con: 162
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Comité Institucional de Etica en Investigaciones en Salud.

Facultad de Odontologia. Universidad Nacional de Cordoba.

Persona de contacto: Coordinadora del CIEIS Prof. Dra. Lidia Levin

Dias martes de 12 a 14 hs.

La firma de este consentimiento no significa la pérdida de los derechos que le corresponden
de acuerdo a las leyes vigentes en el territorio nacional.

La Od. Evelin Bachmeier y demas investigadores y profesionales colaboradores en este
estudio se comprometen a cumplir con los requisitos éticos para investigaciones médicas en
seres humanos promulgados por la Asociacion Médica Mundial (AAM) en su Declaracién
de Helsinski (1965) y sus subsiguientes modificaciones (Japon 1975, Italia 1983, Hong
Kong 1989, Sudafrica 1996,Escocia 2000, EEUU 2002, Japon 2004 y Korea 2008) asi
como aquellos promulgados en la Ley 9694/09 de la provincia de Cordoba; y demas
resoluciones pertinentes vigentes en el territorio de la Republica Argentina.
DECLARACION DE CONSENTIMIENTO Y AUTORIZACION DEL PACIENTE
He recibido informacion verbal acerca del estudio mencionado y he leido la informacién
adjunta. He tenido la posibilidad de hablar acerca del estudio y hacer preguntas. Doy mi
consentimiento voluntario para participar en el estudio. Acepto voluntariamente permitir
que el personal del estudio recopile, use y comparta mis datos de salud segln se especifica
en este formulario y autorizar el acceso por parte de cualquier persona designada por el
responsable de este estudio. Comprendo que yo o mi representante legal, si corresponde,
recibiremos un original firmado y fechado de esta informacion y este formulario de
consentimiento y de cualquier otra informacidn que se me proporcione. Al firmar este
formulario, no renuncio a ninguno de mis derechos, como participante de la investigacion.
Esto incluye aquellos vigentes en la legislacion de la Republica Argentina y de la Provincia
de Coérdoba, referidas a normas bioéticas para investigacion con personas. Ademas, este

estudio fue aprobado por un Comité de Etica, en acuerdo 163
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con las Declaraciones de Niiremberg, Helsinki, y la de Tokio de la Asociacion Médica
Mundial. El participante es libre de negarse a participar.

Entiendo que si acepto ingresar al estudio y luego decido retirarme, puedo hacerlo sin que
ello represente una pérdida de mis derechos como paciente, pudiendo continuar con los

controles habituales establecidos por otros profesionales.

Firma del paciente Fecha y hora de la firma
Nombre del paciente con letra imprenta

(manuscrito):

DNI del paciente:

Certifico que el participante mencionado anteriormente tuvo suficiente tiempo para
considerar esta informacion, tuvo oportunidad de hacer preguntas y acepto,

voluntariamente, participar en este estudio.

Firma del investigador o persona delegada que lleva a cabo el proceso de consentimiento
informado
Nombre del investigador o persona delegada que lleva a cabo el consentimiento informado

con letra de imprenta (manuscrito):

DNI y numero de matricula del investigador o persona delegada que lleva a cabo el

consentimiento informado: 164
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Segun la disposicion 06/2008 emitida por la Direccion Nacional de Proteccidn de Datos
Personales (DNPDP), usted podria ser contactado para dar informacion sobre el proceso de

consentimiento informado

Firma

del testigo imparcial (si corresponde) Fecha y Hora de la firma
Nombre del testigo imparcial (si

corresponde):

DNI y domicilio del testigo (si

corresponde):

Pdliza de seguro n°: San Cristobal seguros.-numero 03-11-01023696/5 165
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