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Abreviaturas

ADN: acido desoxirribonucleico

ARNmM: &cido ribonucleico mensajero

ALEP: Alteraciones Epigenéticas

CEB: Carcinoma de Células Escamosas Bucal

CIEX: Citologia Exfoliativa

CpG: islas ricas en Citosina-Guanina

DPM: Desordenes Potencialmente Malignos

IMC: Irritacion Mecéanica Cronica

MGMT: O-6-metilguanina-ADN metiltransferasa

MSP: Methylation Specific PCR; PCR especifica para metilacion

gPCR: quantitative Polymerase Chain Reaction, Reaccion en Cadena de Polimerasa
cuantitativa, también denominada PCR en Tiempo Real.

RB: Retinoblastoma

UTC: Ulcera Traumatica Crénica



Resumen

Introduccidn: la Irritacion mecanica cronica (IMC) ha sido propuesta como factor de riesgo
para cancer bucal. Las alteraciones epigenéticas, particularmente la metilacion, son
eventos tempranos en la carcinogénesis, y ha sido propuesto que la IMC podria inducirlas.
Por lo tanto, el propdsito de este estudio fue describir la metilacién de p16 y MGMT en una

lesion especifica de IMC: la Ulcera Traumatica Crénica (UTC).

Métodos: se us6é un modelo de boca dividida, tomando dos muestras por individuo usando
citologia exfoliativa: una de lesion de UTC y otra de mucosa clinicamente sana de sitio
contralateral. Luego de extraer el ADN, fue valorado el estado de metilacién para pl6 y
MGMT usando gPCR. Para el andlisis estadistico se utilizo el test de McNemar y Chi

cuadrado.

Resultados: se estudiaron 27 pacientes, con edad media 59.1 afios. El tiempo de evolucion
de UTC mostr6é un promedio de 24.4 meses. Para UTC, la metilacion de pl16 y MGMT
presentd una asociacion estadisticamente significativa (p<0,0001 y p <0,0005,

respectivamente) con el sitio control.

Conclusioén: los sitios afectados por IMC mostraron consistentemente mas metilacion de
pl6 y MGMT que mucosa libre de IMC. Dado que en cada caso las muestras control y
estudio fueron del mismo individuo, el efecto de los confundentes se redujo. Esto sugiere

que la IMC puede favorecer la carcinogénesis a través de alteraciones epigenéticas.



Abstract

Introduction: Chronic mechanical irritation (CMI) has been proposed as a risk factor for oral
cancer. Epigenetic alterations, particularly methylation, are early events in carcinogenesis,
and it has been proposed that CMI could induce them. Thus, the aim of this study is to
describe p16 and MGMT methylation in a specific CMI lesion: Chronic Traumatic Ulcer

(CTU).

Methods: A split-mouth design was used, and two samples per individual were taken using
exfoliative cytology: on from a CTU lesion and the other of clinically normal mucosa of a
contralateral site. After extracting DNA, p16 and MGMT methylation status was assessed

using gPCR. The statistical analysis was performed by McNemar and Chi-square test.

Results: 27 patients were studied, mean age 59.1. CTU evolution time showed an average
of 24.4 months. On CTU, methylation of both p16 and MGMT presented a statistically
significant association (p<0.0001 and p <0.0005, respectively) when compared to control

site.

Conclusion: CMI affected sites showed consistently more methylation of p16 and MGMT
than mucosa devoid of CMI. Since in each case both control and study samples were from
the same individual, effects of confounders were reduced. This suggests that CMI could

foster carcinogenesis through epigenetic alterations.



Introduccioén

Irritacion Mecanica Cronicay Cancer Bucal

El cancer de cabeza y cuello es uno de los seis mas frecuentes en humanos. Los
localizados en boca representan el 48% del total, y de éstos el Carcinoma de células
Escamosas Bucal (CEB) es por mucho el mas frecuente [1]. Si bien los CEB tienen baja
prevalencia en relacion a otras lesiones malignas del resto del cuerpo, resultan relevantes
por su profundo impacto en la calidad de vida y por presentar un promedio de sobrevida a
5 afios de aproximadamente 50% [2]. Histéricamente la edad avanzada (=40 afios), el
consumo de tabaco y de alcohol son considerados los factores de riesgo mas importantes
para CEB [3]. Sin embargo, dichos factores de riesgo tradicionales no pueden explicar la
totalidad de las malignidades bucales [4]. Recientemente avances en la investigacion
epidemioldgica y biomolecular han identificado otros factores de riesgo emergentes y
controversiales [5]. Pertenecen a este grupo variables dentarias como enfermedad
periodontal, pérdida dentaria e Irritacibn Mecéanica Croénica (IMC) de la mucosa bucal por

dientes y/o prétesis dentales [6].

La Irritacion Mecéanica Cronica (IMC) es producto de una accibn mecanica repetida,
prolongada y de baja intensidad de un agente irritativo bucal. La mucosa bucal puede
presentar diversas lesiones originadas por IMC, de frecuente ocurrencia en la clinica. Entre
las mas comunes encontramos morsicatio buccarum (mucosa mordisqueada), queratosis
friccionales, indentaciones, hiperplasias paraprotéticas, pseudopapilomas y Ulcera
traumatica cronica [7]. Ademés, la IMC puede agravar lesiones preexistentes de la mucosa
bucal, como por ejemplo enfermedades ampollares, liquen plano, leucoplasia, estomatitis
aftosa y otras [8]. Esta injuria mecanica puede ser producida por piezas dentarias, protesis

dentales y alteraciones funcionales, ya sea actuando separadamente o0 de manera conjunta



[9]. Los factores capaces de producir IMC pueden ser de tres tipos: dentarios (ej. bordes

filosos), protésicos (prétesis dentales removibles) y funcionales como deglucion atipica [10].

La IMC ha sido propuesta como factor de riesgo para cancer bucal [11,12]. Trabajos
epidemioldgicos describen la posible relacion entre IMC y CEB [13]. Sin embargo, los
estudios que inicialmente abordaron esta relacion fueron insuficientes en el nimero de
casos 0 en el control de factores confundentes [14]. En estudios experimentales de
carcinogénesis inducida quimicamente, la irritacion repetida de mucosa determina el sitio
de aparicion del tumor, incrementa la frecuencia, da mayor grado de malignidad y reduce
del periodo de latencia [15,16]. Aqui se evidencia un mecanismo carcinogénico por el cual
las células que desarrollaran tumores pueden requerir el efecto promotor de un estimulo
inespecifico y no mutagénico. Esto sugiere que la IMC puede, al menos, jugar un rol como
promotor y progresor en la carcinogénesis bucal [17]. Si un cancer es iniciado por otro
carcindgeno, la IMC puede acelerar el proceso [18]. Por ejemplo, en fibrosis submucosa
oral la IMC aumenta significativamente la presencia de displasia epitelial [19]. Sin embargo,
no se considera que la IMC pueda per se inducir mutaciones en el ADN; pero si cambios
epigenéticos que inhiben la reparacion de ADN, la apoptosis celular y alteran factores de

transcripcién [20].

La IMC produce un estado hiperproliferativo y un microambiente inflamatorio que pueden
favorecer la carcinogénesis a través de la liberacion de mediadores quimicos y stress
oxidativo [21]. Asi, sitios sometidos a trauma crénico pueden originar metaplasia, que es un
cambio mayor en el fenotipo tisular. Esto ocurre invariablemente en tejidos sometidos a
trauma cronico, lo que representa un reprogramamiento epigenético de las células madres
tisulares [22]. Esté bien comprobado que una lesion de cancer puede desarrollarse a partir
de una metaplasia, y de ordinario se presenta la secuencia metaplasia-displasia-

carcinoma, situacion frecuente en el denominado eso6fago de Barret [23].



Por otro lado, existe evidencia que sugiere que el riesgo de desarrollar cancer esta
fuertemente influenciado por el nimero de divisiones celulares acumuladas en un tejido. La
muerte celular activa la division de células madre de capas profundas para regenerar el
epitelio dafiado. Esta aceleracién de la proliferacién celular es una fuente mayor de
mutaciones, errores replicativos y varios fendmenos que promueven la carcinogénesis [24].
El dafio repetido y persistente originado por trauma crénico origina un estimulo persistente

de proliferacién, en especial cuando produce pérdidas de sustancia [25].

Dvorak ha mencionado similitudes entre la cicatrizacion de heridas cronicas y la generacion
de estroma tumoral, llamando al cancer “heridas que no cicatrizan” [26]. La inflamacién
subclinica y la muerte celular asociada también producen la liberacién de moléculas que
alertan al sistema inmune evocando regeneracion epitelial, angiogénesis, proliferacion vy,
por ultimo tumorigénesis [27]. Los queratinocitos derivados de Ulceras cronicas poseen un
fenotipo asociado a heridas crénicas, con sobreexpresion de Ki67 y otros marcadores de
proliferacién [28]. Trabajos en las ultimas décadas han consolidado esta hipétesis con
bases moleculares firmes [29]. Esto coincide con las condiciones locales producidas por
una irritaciébn mecanica persistente, caracteristicas de una Ulcera Traumética Cronica

(UTC) [30].

La asociacién entre inflamacion y cancer ya ha sido propuesta en el siglo XIX por Rudolf
Virchow, quien observé que los tumores se formaban en sitios de inflamacion crénica, y que
se encontraban células inflamatorias en los tejidos tumorales [31]. Estudios experimentales,
clinicos y epidemiolégicos han demostrado la fuerte asociacion entre inflamacién crénica 'y
cancer, correlacionando la persistencia de un medio inflamatorio con un considerable
aumento de riesgo de desarrollar cancer [32]. La inflamacion cronica es considerada un
importante factor de riesgo para el desarrollo de canceres, relacion que hoy esta bien

establecida. Se cree que al menos 20% de todas las malignidades nacen en asociaciéon con



inflamacién crénica [33]. Esto puede actuar sinergisticamente con otros carcind0genos
aumentando el riesgo de CEB, ya que interrupciones en la barrera mucosa (situacion
caracteristica de UTC), facilitan la penetracién de sustancias [34]. Se ha reportado que la
irritacion crénica facilita la exposicion a carcindgenos tales como tabaco, alcohol y otros
[35]. M&s aun, en sitios de injuria mecénica, el epitelio bucal es una rica fuente tanto de
mediadores proinflamatorios como de factores de crecimiento [36]. En consecuencia, la IMC

como causa de inflamacion crénica podria predisponer a cancer [27].

La inflamacion es una respuesta inmune ante una injuria tisular, caracterizada por una
compleja liberacién de mediadores con el fin de combatir el agente nocivo, reparar el tejido
dafiando y restaurar la homeostasis [37]. En la inflamacién crénica, esta respuesta es
exagerada o mantenida. Esta persistencia puede producir cancer por degeneracion
displasica del epitelio reparado, debido a la liberacion continua de especies reactivas de
nitrdgeno y oxigeno que causan dafio en el ADN, otorgando inestabilidad gendmica y una
ventaja proliferativa para células con mutaciones [38]. Esto ha llevado a proponer que la
IMC en boca representa un tejido morfolégicamente alterado, en el cual la inflamacién
crénica causada por factores externos promueve la transformacion maligna [39]. Asimismo,
el adecuado tratamiento de factores mecdanicos injuriantes podria representar una
importante medida para reducir el riesgo de cancer bucal [40]. A pesar de estas evidencias,
es poco lo que se conoce sobre los procesos patogénicos que relacionan a la IMC con la

carcinogénesis bucal [4].

Ulcera Traumatica Crénica

En tejidos blandos bucales, las lesiones causadas por IMC estdn dentro de las mas
frecuentes, y entre ellas la denominada UTC es una de las mas importantes [41]. La UTC
representa la accién de una IMC local y persistente, y la relacion causa-efecto (agente
traumatico-lesion) es normalmente evidente [42]. Suele aparecer como lesion Unica en
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bordes de lengua, mucosa labial o mucosa yugal, en relacion a dientes o protesis
defectuosos. En piso de boca y fondo de surco puede observarse en usuarios de protesis
removibles, principalmente por flancos sobreextendidos o filosos [43]. Las caracteristicas
clinicas del cuadro son bastante distintivas, y comprenden un fondo blanco-amarillento
necrobidtico, bordes elevados y blanquecinos [30]. La forma puede ser aproximadamente
circular cuando copia la forma del agente etiolégico, cuando es originada por decubito, o de
una forma ovalada, mas bien alargada, si esta condicionada por factores funcionales [44].
Es comun detectar un aumento de la consistencia de los bordes, producido por el infiltrado
inflamatorio cronico y la formacion de tejido fibroso. Si bien en su inicio la UTC puede
producir diferentes niveles de dolor, al cronificarse hay poco o nada de sintomatologia, por
lo que su diagnéstico suele hacerse luego de un largo periodo de evolucién. Cabe destacar

el caracter recurrente de esta lesion, pudiendo observarse en diferentes etapas evolutivas.

Histol6gicamente la UTC presenta epitelio hiperplasico en los bordes, acompafiado de un
tejido de granulacién crénico en la base, con proliferacion de vasos sanguineos, fibroblastos
y acompaiado por un infiltrado inflamatorio mixto linfoplasmocitario. Al persistir y
cronificarse, también puede observarse fibrosis en el tejido conectivo profundo [41,45]. El
principal tratamiento para la UTC es remover los factores etiolégicos y controlar la
evolucion. Las lesiones que persistan luego de eliminar la IMC asociada deben ser

sometidas a biopsia para descartar malignidad [46].

En el afio 1970 Grinspan sugirié que este proceso tenia un gran potencial de transformacion
maligna, registrando una tasa del 27,7% [47]. Ha habido reportes de casos mencionando
transformaciéon de UTC, aunque sin evidencia de sus mecanismos de accién para favorecer
la carcinogénesis [48-50]. Se ha mostrado que ulceraciones trauméticas recurrentes
aumentan el riesgo de CEB en individuos que no consumen alcohol ni tabaco [51].

Especialmente cuando el trauma cronico produce una UTC, podria reunir las condiciones



para actuar como cofactor promotor de transformacion maligna [16,40]. Recientemente, se
ha indicado que la UTC deberia ser considerado un desorden potencialmente maligno

(DPM), enfatizando que los atributos biolégicos de este proceso aln se desconocen [52,53].
Epigenéticay Cancer Bucal

El desarrollo del CEB representa un complejo fendmeno multietapico que se inicia en un
epitelio normal, lo modifican a un epitelio hiperplasico, displasico, carcinoma in situ y
finalmente en un carcinoma invasivo [54]. Eventos cruciales que disparan la carcinogénesis
incluyen la activacion de oncogenes y la inactivacion de genes supresores de tumores [55].
Actualmente en la patogénesis molecular del cancer bucal se sugiere que, ademas de los
cambios genéticos, estan implicadas alteraciones epigenéticas (ALEP). Ambas son
complementarias durante las sucesivas fases, por lo que unas pueden predisponer a las

otras, como se puede ver en Figura 1 [20].

Inactivacion p53
Delecion 8q, 13p, 18q

Metilacion de Promotores
RAR-8, LOH 8p, 17p, 4q,
11q, 13q, 14q

Delecién 3p, 9p

/

Mucosa Displasia Céncer
Normal

Injuria genética inicial — =
Inestabilidad Genetica

Efecto mutagénico
Carcinégeno I

Efecto proliferativo

Dafio mucoso === Aumento de proliferacion === Aumento en la frecuencia de mutaciones

Figura 1. Modelo de progresion en la carcinogénesis bucal multietdpica (adaptado
de Choi & Meyers 2008).



Las ALEP representan cambios celulares heredables en la expresion génica que no estan
codificados en la secuencia de ADN [56]. Son cambios heredables y estables a través de
multiples ciclos de division celular, lo que permite a las células presentar diferentes
fenotipos a pesar de poseer la misma informacion genética. Mientras que los cambios
genéticos del CEB estan bien documentados, el estudio del efecto de las alteraciones
epigenéticas es mas reciente. El cancer tiene una base comun basada en una disrupcién
epigenética policlonal de las células madre, e incluso la heterogeneidad tumoral se debe en
gran parte a variaciones epigenéticas [57]. La iniciacidn, promocion y progresién de un
cancer se acompafia de profundas ALEP, sugiriéndose que éstas pueden ser eventos
claves y tempranos [58]. Su importancia sobre la carcinogénesis es comparable a las
mutaciones geneéticas, aunque en contraste, las ALEP se dan con mayor frecuencia y son

reversibles [59].

Los mecanismos epigenéticos capaces de modificar la estructura de la cromatina se pueden
dividir en cuatro grandes categorias: metilacion de ADN, modificaciones covalentes de
histonas, mecanismos no-covalentes y ARN no codificante [60]. Una de las mas estudiadas
es la hipermetilacion del ADN, que tipicamente afecta a las denominadas islas ricas en
Citosina-Guanina (CpG), que representan aproximadamente un 1% del genoma [61]. Las
islas CpG son regiones de 0.5-2 kilobases ricas en dinucleétidos de citosina-guanina,
presentes en el extremo 5 de los genes [62]. Normalmente estan ubicadas cerca de la
region promotora de algunos genes y se extienden al primer exdn. Estudios recientes
estiman que el 60% de los genes humanos estan asociados a islas de CpG, la mayoria de
ellos metilados en todos los tejidos durante el desarrollo. La metilacion y desmetilacion que
tiene lugar en estas islas CpG actlan como interruptores regulando la expresion génica, ya
que un gen metilado silencia su expresion. La mayor parte de la metilacion de ADN es

esencial para el desarrollo normal, jugando un rol primordial en un nimero de procesos
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fisioldgicos incluyendo impronta genética (genetic imprinting), inactivacion del cromosoma

X'y otros involucrados en diferenciacion tisular normal [63].

A su vez, cuando la metilacion se encuentra desregulada, puede contribuir al desarrollo de
varias enfermedades como cancer [64]. La metilacibn de ADN puede ocasionar pérdida
funcional de genes en cancer, similar a mutaciones genéticas como deleciones vy
mutaciones puntuales [65]. Se considera que la metilacion aberrante en islas CpG de genes
supresores de tumores es critica para el desarrollo de un cancer en sus etapas iniciales
[66]. M&s aun, se cree que la metilacion es un marcador temprano de carcinogénesis bucal,
y se ha utilizado para detectar CEB [67]. En éste, se han descripto altos niveles de
metilacién de varios genes, entre ellos supresores de tumores y detoxificantes de ADN, en
tejido adyacente a malignidades, histolégicamente sano, como asi también en DPM

bucales, sugiriendo que la metilacién es un evento precoz [68].

Los marcadores de metilacion de ADN se destacan por su potencial para ofrecer una
combinacién Unica de especificidad, sensibilidad, alto contenido de informacién y
aplicabilidad en una amplia variedad de especimenes clinicos. Dichos indicadores de
metilacién son particularmente Utiles para situaciones donde es necesario una escrupulosa
deteccion, como cuando el ADN tumoral es escaso o puede estar contaminado por un
exceso de ADN normal [65]. Se han mencionado numerosos genes en relacién a
hipermetilacién de ADN asociada a CEB, destacandose p16 (inhibidor 2A de quinasa

dependiente de ciclina) y MGMT (O-6-metilguanina-ADN metiltransferasa) [69].
pl6

El gen p16 se ubica en el locus 9p21, también es denominado CDKN2A, Ink4A y p16INK4a
[70]. Actla en el ciclo celular, se lo considera un gen supresor de tumores, ya que es vital

para mantener al gen Retinoblastoma (RB) en su forma activa. En células normales, la
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actividad de la proteina RB hipofosforilada evita la transicion del ciclo celular en el paso de
G1 a S. Precisamente, p16 actta como inhibidor de las quinasas dependientes de ciclinas
CDK4 y CDKS®, lo que mantiene a RB hipofosforilada y activa en su funcion de represor del
ciclo celular [71]. La metilacion de p16 ha sido estudiada ampliamente en cancer de cabeza
y cuello, encontrandose en CEB en etapa de cancer y precancer [72]. La desregulacién del
complejo de proteinas RB por metilacién de p16 esta asociada con transformacion maligna
en cavidad bucal. Dado que esta alteracién origina inactivacién genética a través de
mdltiples vias, se considera que juega un rol mayor en el desarrollo de cancer bucal [73].
Varios estudios han informado una metilacion de 27-76% sobre este gen en CEB en
contraposicién de un 0% obtenido sobre mucosa sana, mencionandose que la metilacién

del p16 puede ser un evento temprano en la carcinogénesis bucal [74].

MGMT

Por otro lado, O-6-metilguanina-ADN metiltransferasa, mas comunmente denominada
MGMT [locus 10g26] es una enzima especifica de reparacién de ADN que remueve
lesiones alquilantes, teniendo un rol importante para mantener la fisiologia celular normal y
estabilidad gendmica [65]. Esta involucrada en la defensa celular contra los efectos
biolégicos sobre el ADN de la O-6-metilguanina (O-6-MeG). Repara guaninas alquiladas,
transfiriendo el grupo alquilo a una cisteina residual en la enzima [75]. La pérdida de
expresion de MGMT por metilacién esta asociada a incremento de riesgo carcinogénico.
Asimismo, est asociada con aumento de riesgo de CEB, y se han informado porcentajes
de metilacién del 23-75% en tejidos tumorales, y tiende a sobreexpresarse a medida que la
severidad de la displasia aumenta [62]. Al igual que p16, la metilacion de MGMT también
ha sido relacionada con estadios iniciales de lesiones malignas. De hecho, ambas han sido
detectadas en lesiones con displasia de bajo grado y en mucosa peritumoral clinicamente
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sana, sugiriéndose su utilidad como marcador diagnéstico o pronéstico de transformacién

maligna [20].

Las ALEP y las mutaciones genéticas pueden producirse por diversas causas, estando
influenciadas por la predisposicién genética del paciente, asi como por otros factores de
riesgo para CEB. Dentro de los mismos, se mencionan principalmente tabaco y alcohol,
aungue al presente se han propuesto otros como la dieta, ciertos virus (HPV), el consumo
de bebidas extremadamente calientes y la irritacion mecénica crénica [5]. Se ha informado

que estresores externos como el trauma mecanico son capaces de producir ALEP [76].

Citologia exfoliativa y Modelo de boca dividida

Actualmente se ha dado un cambio dramatico desde métodos de diagndstico
histopatolégicos a moleculares. En este sentido, la citologia exfoliativa (CIEX) ha ganado
importancia como una manera efectiva de obtener células para su estudio [77]. Los cambios
a nivel molecular ocurren antes de que puedan ser vistos clinicamente, inclusive antes de
que sean observables al microscopio 6ptico [78]. La identificacion de lesiones bucales con
riesgo de transformacién maligna es clave para reducir la mortalidad, morbilidad y costos
de tratamiento para CEB. Por otro lado, individuos con factores de riesgo, como alcohol,
tabaco o trauma crénico tienen mayor posibilidad de padecer CEB [5]. En dichos pacientes,
la inspeccion clinica bucal puede complementarse con métodos accesorios para identificar
lesiones precursoras o canceres iniciales [79]. Se ha propuesto el uso de CIEX con métodos
analiticos moleculares como un medio para mejorar la deteccién precoz de CEB [80]. El
estudio de ALEP es reciente en lesiones malignas bucales, y la metilacion de ADN ha sido

propuesta como un biomarcador util para CEB. De esta manera, la deteccion de
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hipermetilacion de ADN sobre muestras de citologias orales puede ser un herramienta

diagndstica y prondstica valiosa para CEB [70].

Debido a que IMC tiene un sitio de accién especifico e identificable, es posible analizar
biomarcadores a través del llamado disefio de boca dividida (Split-mouth design) [81]. En
este modelo, se realiza una toma de material del sitio con lesién asociada a IMC y otra del
lado contralateral clinicamente sano (sin IMC) en el mismo paciente. Debido a que el criterio
para IMC de Piemonte et al. [82] permite una valoracion objetiva en la identificacién de una
lesién traumética, es un método simple y seguro para seleccionar el sitio de la toma. Mas
aun, el modelo de boca dividida permite un ajuste excepcional de las variables
confundentes, como consumo de tabaco, alcohol e incluso de caracteristicas propias de
cada individuo. De esta manera, se ha mencionado que este enfoque puede ser util en el

estudio de marcadores biomoleculares para la relacion entre IMC y CEB [83].

La UTC es una entidad nosol6gica reconocida como consecuencia de trauma crénico y
repetido que presenta inflamacién crénica y cambios epiteliales proliferativos, lo que la
vuelve adecuada para estudiar ALEP. De esta manera, el rol de la IMC como un estimulo
potencial para alterar patrones de metilacion de ADN proveen un area fértil de investigacion.
Las ALEP podrian explicar, en parte, la relacion entre IMC y oncogénesis. Si bien existen
numerosos trabajos que describen alteraciones epigenéticas en lesiones cancerizables y

cancer bucal [84,85], no hay ninguno en referencia a UTC.
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Hipotesis

La UTC de la mucosa bucal se asocia con alteraciones epigenéticas en genes supresores

de tumores como pl6 y MGMT.

Objetivo general

Determinar alteraciones epigenéticas en Ulcera Traumatica Cronica a través de estudios

moleculares en citologias exfoliativas de mucosa bucal.

Objetivos especificos

e Estudiar cambios epigenéticos relacionados a la hipermetilacién del ADN de los
genes supresores de tumores p16 y MGMT en citologias de pacientes con UTC en

mucosa bucal.
e Establecer asociaciones entre alteraciones epigenéticas y tiempo evolucién de UTC.

e Establecer asociaciones entre alteraciones epigenéticas con factores de riesgo tales

como habito de fumar e ingesta de alcohol en pacientes con UTC.
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Materiales y metodos

Procedimientos clinicos

Criterios de inclusion y exclusion

Se realizé un estudio observacional de corte transversal en pacientes mayores de 18 afios,
gue concurrieron a la Catedra “A” de Estomatologia de la Facultad de Odontologia en la
Universidad Nacional de Cérdoba. Todos los individuos que formaron parte de este estudio
firmaron un consentimiento informado aprobado por Comité de Etica (CIEIS, Comité
Institucional de Etica de la Investigacion en Salud del Adulto, Ministerio de Salud, Hospital
Cérdoba), Protocolo N° 35/2013 (ver Anexo 1, Consentimiento Informado). Los
procedimientos realizados fueron conforme con los estdndares éticos del Comité

institucional y la Declaracion de Helsinki de 1964 y posteriores enmiendas.

El examen clinico y toma de fotografias se realiz6 en un sillon odontologico standard a
simple ciego por 3 profesionales previamente calibrados (Od. Jer6nimo Lazos, Dr. René
Panico y Dr. Eduardo Piemonte). La calibracion fue llevada a cabo con sesiones de
entrenamiento mediante examen clinico de lesiones en pacientes y fotografias hasta

alcanzar un umbral de concordancia (kappa>0.60).

Se confecciond una historia clinica ad hoc a cada paciente incluido en el estudio. Los datos
fueron obtenidos mediante anamnesis directa, registrandose datos personales,
demograficos, clinicos, antecedentes personales patolégicos y no patologicos, habitos (ej.

consumo acumulado de tabaco, alcohol y mate) y otros.

La inclusion de UTC se realizé de acuerdo al criterio de Lazos et al. [44], considerandose

presente cuando todas las siguientes caracteristicas fueron encontradas:
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1) Lesion clinica objetiva compatible con origen irritativo mecénico (traumatico):
pérdida de sustancia de fondo amarillento y bordes blanquecinos.

2) Mas de un mes de evolucion: se establecio por la diferencia entre el tiempo del
primer sintoma y el momento de la consulta, medido en meses [82].

3) El agente traumatico debia estar presente antes de la iniciacién de la lesion (esto se
estableci6 via anamnesis).

4) El agente traumético debia estar en contacto directo con la lesion, durante
movimientos funcionales/parafuncionales o en posicién de decubito.

5) La lesion debe resolver 3-4 semanas luego de remover el agente mecéanico causal.
En caso de no cicatrizar luego de ese periodo, se realizé una biopsia para verificar

el diagnostico.

Cabe destacar que la UTC es una de las posibles lesiones originadas a consecuencia de

IMC, por eso el criterio de identificacion es especifica para dicha entidad nosoldgica

Los agentes etiolégicos de IMC fueron registrados en tres grupos: dentales, protéticos y

funcionales. Los factores dentarios incluyeron: malposicion, diastema, brechas

desdentadas, incorrecta intercuspidacion, elementos filosos, fracturados o cariados,
obturaciones desbordantes/filosas/asperas, etc. Estos también incluyeron implantes y
prétesis fijas como resturaciones coronarias unitarias o mdultiples que no puedan ser

removidas por el paciente. Los factores protésicos hacen referencia a dispositivos

removibles, como dentaduras asperas o filosas, con falta de retencion y/o estabilidad,

retenedores defectuosos, flancos sobreextendidos. Por ultimo, los factores funcionales

incluyen disfunciones (alteracién de una funcién fisioldgica, e.g. deglucién disfuncional) y
parafunciones (habitos diferentes de caracteristicas fisiologicas como masticacion,
comunicacion, deglucién o respiracién) [86]. Un ejemplo comun de este Ultimo grupo es la

denominada interposicion lingual [87]. Asimismo, los factores de IMC pueden presentarse
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conjuntamente en un mismo caso, €j. un paciente con una protesis sin estabilidad y con

flancos rugosos (Protésico) méas un habito de interposicion lingual (Funcional).

El tiempo de evolucién de la UTC se registré en meses a través de una rigurosa inspeccion
clinica y anamnesis, teniendo especial cuidado de evitar el sesgo de memoria, inherente al
estudio de IMC y CEB [83]. Por ejemplo, el paciente podria no recordar el inicio de la lesion,
pero fue habitual que recordara el momento en que comenzé a usar una nueva protesis
removible con movilidad, que producia molestias. En este caso, el periodo de accién del
agente traumatizante (Factor Protésico) se consider6 desde el inicio de uso de dicho
dispositivo. En el factor Dentario, un ejemplo puede ser cuando se observa una lesion en
relacién a una brecha desdentada. A pesar de que el paciente puede desconocer el tiempo
de la lesion, normalmente puede recordar bien el momento de la extraccién, que fue cuando
se creod el espacio, por lo que se toma eso como inicio de la accion del agente traumatico.

En todos los caso de IMC se utiliz6 un razonamiento similar.

Los criterios de exclusién fueron: lesiones con diagnostico de malignidad comprobado por

biopsia (punto 5 de inclusion); pacientes con desérdenes potencialmente malignos en
cualquier otro sector de cavidad bucal como fuera estipulado por el Centro de colaboracién
de la Organizacion Mundial de la Salud para Cancer y Precancer Oral [88]; y pacientes
sometidos a terapia oncoldgica (Quimio y/o Radioterapia), farmacologica o
inmunomoduladora de cualquier tipo (ej. Corticoides, colchicina, tratamiento para

afecciones autoinmunes, etc.) [59,89].

Se considerd fumador al individuo que fumé ocasional o regularmente por mas de un afio.
El consumo de tabaco fue establecido mediante anamnesis determinando cuantos afios
durd el periodo de mayor consumo diario de tabaco y el promedio diario de cigarrillos
durante dicho periodo. Luego se establecié cuantos cigarrillos diarios fumé el paciente

antes y después del periodo de mayor consumo, y cuantos afios duraron los periodos
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anterior y posterior al de mayor consumo. Para cada periodo se multiplicé el promedio diario
de consumo de tabaco por los afios de duracion de dicho periodo, y el resultado fue
multiplicado por 365 para obtener el subtotal de cigarrillos fumados en cada periodo. Los
subtotales fueron sumados para obtener asi el consumo de tabaco, expresado en numero

de cigarrillos [4].

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

vaso de bebida semanal por menos de un afio [4].

Recoleccién de la Muestra

Para la recoleccion de muestras se us6 un modelo de boca dividida (Split-mouth design)
[90]. A cada paciente incluido se le realiz6 citologia exfoliativa de la UTC y del sector
contralateral clinicamente sano. Las citologias exfoliativas se realizaron utilizando cepillo
endocervical estéril (Cytobrush, Medibrush ®Plus, Medical Engineering Co.S.A. Bs As.
Argentina). Un anico operador (JL) le realiz6 a cada paciente 2 (dos) extendidos utilizando
cepillo: uno de la UTC y otro del lado opuesto a la misma clinicamente sano. De esta forma,

se establecieron dos grupos:

A) Grupo Estudio: conformado por las citologias exfoliativas de UTC conforme a los

criterios de inclusién expuestos anteriormente.
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Criterios para identificacion de Irritacién Mecanica Cronica
(Piemonte, Lazos & Brunotto 2010T0[821])

Lesién clinica objetiva compatible con origen traumatico (eritema, atrofia, ulceracion, queratosis,
hiperplasia) con evolucion de mas de un mes

El agente traumatico debe estar presente antes de la iniciacién y/o modificacion de la lesion (via
anamnesis)

El agente traumatico debe estar en contacto directo con la lesion, durante movimientos

funcionales/ parafuncionales o en posicion de decubito

Tabla 1. Criterios para identificacion de Irritacion Mecdnica Cronica
B) Grupo Control: formado por citologias exfoliativas del sector contralateral clinicamente
sano del mismo paciente. Por esto nos referimos libre de IMC segun Piemonte et al. [82] y
cualquier otra lesion clinica (ver criterios en Tabla 1). De esta manera, se tomaron dos

muestras de cada caso en el mismo paciente: Estudio (UTC) y Control.

En la Figura 2 se puede ver un ejemplo clinico de cémo fue realizado este procedimiento.

Figura 2. Ejemplo de seleccion de sitio de toma de la citologia. En el
sector izquierdo vemos la lesion (UTC), mientras que en el
contralateral derecho vemos el sector clinicamente sano (Control).
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Procedimientos de laboratorio

Citologia Exfoliativa

El extremo de cada cepillo usado para las citologias fue cortado y colocado en tubos

Eppendorf estériles, cada uno rotulado con un cddigo para su posterior identificacion. Las

muestras en tubos fueron guardadas en freezer a -20°C hasta su extracciéon de ADN y

posterior aplicacion de técnica PCR especifica para metilacion.

Extraccion de ADN de células de mucosa bucal obtenidas por cepillo

1)

2)

3)

4)
5)
6)
7
8)

9)

Cada muestra de células se resuspendié en 500 pl agua estéril y 200 ul de alcohol
70°. Se centrifug6 a 14.000 rpm por 5 minutos con el cepillo adentro. Luego, se retird
el cepillo y se mantuvo en heladera durante 30 minutos, volviendo a centrifugar a
14.000 rpm durante otros 5 minutos.

Se eliminé el sobrenadante, manteniendo el pellet asi formado en el tubo.

Se dejo secar y se adiciond 150 ul de buffer de extraccion (TRIS-CLH mas EDTA),
mas 10 pl de solucion de Proteinasa K en concentracién 1mg/ml.

Se incub6 durante 30 minutos a 50°C en bafio de agua.

Se adicionaron 150 pl de isopropanol frio para la precipitacién del ADN.

Se centrifug6 durante 5 minutos a 14000 rpm.

Se descart6 el sobrenadante y se lavara con 300 ul de alcohol 70%.
Posteriormente se centrifugd 5 minutos a 14.000 rpm

Se descartdé el sobrenadante, y finalmente el pellet de ADN recuperado se

resuspendié en 75 pl de buffer TE 1x.

Cuantificaciéon ADN

El ADN recuperado fue cuantificado mediante la relacion de absorbancia en

espectrofotdbmetro. Dado que las reacciones que usan acidos nucleicos requieren grados
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particulares de pureza para un éptimo rendimiento, esto se cuantificé [91]. Esta relacién fue
mesurada con el indice 260/280, debiendo ser de = 1.7, indicando un grado aceptable. Por
otro lado, también se cuantifico la cantidad de liquido final. A estos fines se utilizo el lector
Synergy HT de (Biotek USA, Winooski, Vermont) [92]. Tanto éste como los posteriores
procedimientos de laboratorio fueron llevados a cabo en el Laboratorio de Biologia
Periodontal de la Facultad de Odontologia en la Universidad Chile (Santiago, Chile), a cargo
de la Dra. Marcela Hernandez Rios, con la supervision de la Tecnéloga Médica Jessica

Astorga.

Tratamiento con Bisulfito de sodio

El ADN extraido fue sometido a tratamiento de desnaturalizacién y bisulfito de sodio usando
el EZ DNA Methylation-Gold™[93] kit. Para éptimo rendimiento, éste requirié una cantidad
final de liquido de 200 a 500 ng como minimo por muestra. Con esto se logroé un 275% de
recuperacion de ADN y una eficiencia de conversion >99% de residuos de Citosina no

metilados a Uracilo. El protocolo utilizado fue el siguiente [93]:

1) Se adicion6 130 pl de reactivo de conversion CT a 20 pl de la muestra de ADN en
un tubo de PCR. Si el volumen de la muestra de ADN fue menor a 20 pl, se debi6
llenar el volumen con agua. Se mezclé la muestra golpeandola o por pipeteo, luego
de dar una pequefio spin para bajar el liquido que quedé en la tapa del tubo.

2) Se coloco el tubo de la muestra en un termociclador (Axygen® MaxyGene, Corning
Life Science, USA) [94] con el siguiente programa: 98° por 10 minutos, 64° por 2.5
horas.

3) Se adicion6 600 ul de M-Binding Buffer a la Zymo-Spin IC Column y se colocé la
columna dentro del tubo colector.

4) Se carg6 la muestra del paso 2 en la Zymo-Spin IC Column conteniendo el M-

Binding Buffer. Se debid cerrar la tapa y mezclar invirtiendo la columna varias veces.
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5)

6)

7)

8)

9)

Se centrifugd a alta velocidad (>10.000 x g) por 30 segundos, para luego descartar
el eluido.

Se adicion6 100 pl de M-Wash Buffer a la columna. Se centrifugé a alta velocidad
(mas o igual de 10.000 x g) por 30 segundos.

Se adicioné 200 pl de M-Desulphonation Buffer a la columna y se esperd a
temperatura ambiente (20-30° C) por 15-20 minutos. Después de la incubacién, se
centrifugd a alta velocidad (mas o igual de 10.000 x g) por 30 segundos.

Se adicion6 200 pl de M-Wash Buffer a la columna. Se centrifugé a alta velocidad
(mas o igual de 10.000 x g) por 30 segundos. Se adicionaron otros 200 pl de M-
Wash Buffer a la columna y se centrifug6 a alta velocidad por 30 segundos.

Se colocé la columna de un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml. Se adicionaron 10 pl
de M-Elution Buffer directamente en la matriz de la columna. Se centrifug6 a alta

velocidad (més o igual de 10.000 x g) por 30 segundos para eluir el ADN.

10) El ADN esta listo para andlisis inmediato, o bien pudo ser almacenado a -20° o

menos para su uso posterior. Se recomendé utilizar 1-4 pl del eluido de ADN para

cada PCR. Ver Figura 3.
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Figura 3. Esquematizacion del procedimiento de
gPCR (Modificado de VanEden & Karberg 2008)

PCR Especifica para Metilacion (Methylation Specific PCR - MSP)

El estado de metilacion de los genes p1l6 y MGMT en las muestras fue determinado por
MSP. ElI ADN modificado fue utilizado como templado para MSP, con lo que el patron de
metilacion de ADN en las islas CpG de los genes pl6 y MGMT fue determinado por
modificaciones quimicas de citocinas no metiladas a uracilo y subsecuente qPCR (por

guantitative Polymerase Chain Reaction, también llamada PCR en tiempo real), utilizando

24



primers especificos para secuencias metiladas y no metiladas. Los controles

correspondientes fueron incluidos en cada reaccion de qPCR.

Los primers utilizados se encargaron a InvitroGen (Life Technologies, California, USA), y

fueron los siguientes:

Para p16:

Para reaccion de secuencias no metiladas: 5-TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT-3’

(sense) y 5-CAACCCCAAACCACAACCATAA-3 (antisense)

Para reaccion secuencias metiladas:

5-TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC-3’ (sense) y

5’-GACCCCGAACCGCGACCGTAA-3’ (antisense)

Para MGMT:

Para reacciéon de secuencias no metiladas: 5-TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT-

3’ (sense) y

5’-AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA-3 (antisense)

Para secuencias metiladas: 5-TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC-3 (sense) y 5-

GCACTCTTCCGAAAACGAAACG-3’ (antisense).

El procedimiento de qPCR se llevé a cabo en una termocicladora de Applied Biosystems,
modelo StepOne Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific, USA), usando el siguiente

programa de ciclado:

1) 95° C por 3 minutos: para la separacion de la doble cadena de acidos nucleicos del

ADN.
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2) Anillamiento (Annealing): cuarenta ciclos de 95° por 30 segundos, luego 55° para
pl6 o 63° para MGMT por 30 segundos, para lograr la unién de los primers a la
plantilla de ADN.

3) 95° por 15 segundos, 55° por 1 minuto y finalmente otros 95° por 15 segundos, para

facilitar la polimerizacion llevada a cabo por la ADN polimerasa.

Cada caso fue sometido a 8 reacciones en total: para p16 metilado y no metilado del lado
control y de UTC; para MGMT metilado y no metilado del lado control y UTC. Los productos
de qPCR fueron resueltos en gel de agarosa al 3% y visualizados con tincion de plata [67].
Finalmente, los eluidos finales de toda la muestra fueron enviados para purificacién y

secuenciacién génica a MacroGen Inc. USA (Piccard Drive, Rockuville).

Analisis estadisticos

Las variables categodricas fueron descriptas mediante frecuencias absolutas y relativas, en
porcentaje; las cuantitativas por sus valores de dispersion (error standard) y sus valores de
posicion (media/mediana). El andlisis de las asociaciones entre las diferentes variables se
realizd mediante coeficiente de correlacion McNemar y Chi-cuadrado. Se consider6
estadisticamente significativo a un p-valor <0,05. Los datos se analizaron utilizando

software informéatico Infostat 2018.
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Resultados

En el periodo 2013-2017 se revisaron un total de 93 pacientes con lesiones compatibles
con UTC. De éstos fueron excluidos 66 casos, con lo cual la muestra final (n=27) fue
sometida al tratamiento con bisulfito, gPCR y posteriores analisis estadisticos. En la Figura
4 se observa el flujograma con donde se detalla cronolégicamente en qué etapa del proceso

y la razén por la cual se excluyeron los casos.

Pacientes elegibles

n=93

|

Pacientes Incluidos
n=72

21 Excluidos
7 por medicacion, 14 por
presentar DPM

Eliminacion
IMC

2 Excluidos
En seguimiento por biopsia con
malignidad

>

Extraccion de ADN

n=70
19 Excluidos
Material insuficiente p/procesado

Cuantificacion ADN
n=51

24 Excluidos
11 por pureza inadecuada, 13 por
insuficiente cantidad de liquido
final

|

Muestra final
n=27

Figura 4. Diagrama de Flujo la poblacion bajo estudio mostrando los pacientes excluidos
en orden cronoldgico. DPM= Desdrdenes Potencialmente Malignos; IMC= Irritacion
Mecdnica Cronica.

En caracteristicas demogréficas, 41% (n=11) fueron mujeres y 59% (n=16) hombres. La
edad media fue de 59 afios (rango 33-81 afios). En lo referente a Habitos de tabaco y
alcohol: 7% (n=2) consumo simultaneo de alcohol y tabaco; 30% (n=8) solo tabaco; 26%
(n=7) solo alcohol; y 37% (n=10) sin tabaco ni alcohol. El consumo acumulado de tabaco
present6d una media de 124.684 cigarrillos (rango 24.090-365.000). Sin embargo, so6lo uno

de los fumadores tuvo un consumo acumulado mayor de 190.000 cigarrillos. El periodo de
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Figura 5. Localizacion de las UTC de la muestra inicial (n=77).

consumo de tabaco tuvo una media de 13 afios (rango 2-41 afios). El 37% (n=10) de la

poblacién relaté consumo de mate, pero todos ellos con agua de temperatura normal o tibia.

Con la totalidad de los casos de UTC, habiendo excluido los asociados a DPM (n=14) y
aqguellos con diagnéstico de cancer en el seguimiento (n=2), se realizd una caracterizaciéon
clinica de la UTC (Anexo 2) con 77 casos. Esto se hizo para mostrar las caracteristicas de
todos los pacientes, ya que posteriormente se compararon los casos excluidos con los
casos incluidos. La distribucion por género fue un 60% (n=46) de femenino y 40% (n=31).

La distribucion por sitio y edad se pueden ver en la Figura 5 y 6, respectivamente.
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Figura 6. Distribucion por grupos de Edad en la muestra final (n=27)

La consistencia a la palpacion se clasifico en tres: sin cambios discernibles, aumento
parcial (s6lo una parte de la lesion denotaba consistencia aumentada) y aumento de
consistencia total. En las lesiones de entre 5 a 13 meses (n=7), s6lo una presenté aumento
de consistencia parcial. Las entre 14 a 22 meses (n=18) tuvieron mas cambios: 10 con
aumento parcial, 7 con aumento de consistencia de toda la lesion y s6lo una sin cambios
en la consistencia (Figura 7). Finalmente, en las UTC con mas de 23 meses (n=52), 93%
presentaron consistencia aumentada en toda la lesion. Las lesiones con exposicion a IMC
de 229 meses presentaron mas frecuentemente aumento de consistencia generalizado (X2,

p<0,0001).

El color de los bordes de la UTC, se describi6 como Blanco/Rojo (B/R) cuando en el
mismo existian ambos colores, y en Blanco cuando la totalidad del borde fue blanca. Todas
las lesiones de 5 a 13 meses (n=7), tuvieron bordes blancos y rojos, en tanto que en las de
14 a 22 (n=18) hubo 8 con bordes B/R y 10 con bordes blancos. En lesiones con mas de

23 meses (n=52), 88% (n=46) tuvieron bordes enteramente blancos y sélo 12% (n=6)
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Cambios en la Consistencia de UTC
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Figura 7. Cambios en la consistencia de UTC acorde al tiempo de evolucion (n=77)
presentaron bordes rojos y blancos (Figura 8). En conclusion, a mayor tiempo de la UTC,
el color del borde fue completamente blanco (p=0,0004). Asimismo, hubo asociacién de
mas tiempo de evolucién con mayor diametro de la UTC (p=0,0006). Por otro lado, el tiempo

no condiciono la forma (p=0,40), edad (p=0,42) o género (p=0,14).

Color del borde de UTC segun tiempo de evolucién
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Figura 8. Color de los bordes UTC acorde al tiempo de evolucion (n=77)
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El tipo de IMC condicioné la forma: en factor Dentario hubo més forma ovalada (53%) y
circular (44%), p<0,0001. El factor Protésico presentd mas forma alargada (56%) y oval
(33%), p<0,0001; en ultimo lugar, el factor Funcional tuvo méas oval (50%) y alargada (30%),
p=0,0016. El aumento de consistencia de toda la lesion sélo tuvo asociacion significativa
con los factores dentarios (p=0,05) Los casos asociados a factores Funcionales (n=60)
presentaron un diametro mayor que los sin éste (12 mmy 9.6mm, respectivamente), aunque
esta diferencia no fue significativa (p=0,09). Las UTC relacionadas a factores Protésicos
(n=36) se ubicaron preferentemente en Fondo de surco (64%), con una media de 30.3
meses. Como es habitual, estas estuvieron asociadas a fibrosis reactiva paraprotetica [43].
Asi, los factores Dentarios (n=45) tuvieron un tiempo menor (28 meses), y su ubicacién
preferencial fue borde de lengua (82%). Sin embargo, la diferencia en el tiempo no fue

significativa.

Se realiz6 una comparacion del grupo de UTC incluido (n=27) con aquellas excluidas
debido a inconvenientes en la toma y procesamiento de las muestras (n=50), con el
proposito de determinar si los casos incluidos para el estudio con gPCR eran
representativos de todos los pacientes vistos con diagnéstico de UTC. Se excluyeron de
este andlisis los pacientes con presencia de DPM en otro sector bucal (n=14) y malignidad
evidenciada por biopsia realizada en el seguimiento (n=2). Excepto para género y tiempo
de IMC, la distribucién de las variables es similar entre las UTC de la muestra final y las

excluidas (Anexo 3).
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En los extendidos citol6gicos de Grupo Control (clinicamente sano) se encontraron células

epiteliales con ausencia de inflamacién (Anexo 4). Por el contrario, en el grupo Estudio

(UTC) se observaron signos inflamatorios (Figura 9).
b ¥ » 4 N ; K

-

x40)

Los agentes etiol6gicos de IMC fueron:

e Factores Funcionales (n=19): en todos los caso se presentaron combinados; en diez

(n=10) casos se asocid con Factores Dentarios, y en nueve (n=9) con Factores
Protésicos.

e Factores Protésicos (n=15): de ellos un caso (n=1) estuvo combinado con un Factor

Dentario, en nueve (n=9) con Factor Funcional, y en cinco (n=5) fueron el Gnico
factor de IMC. En la Figura 10 se puede ver un ejemplo clinico de dicho factor
combinado con un funcional, que en este paciente provocaba una compresion de la

musculatura peri orbicular al tragar (deglucién disfuncional).
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e Factores Dentarios (n=13): de los cuales un caso (n=1) estuvo combinado con un

Factor Protésico, en diez (n=10) estuvieron combinados con Factor funcional y en

dos casos (n=2) el Dentario fue el Unico factor de IMC. En las Figuras 11y 12 se

pueden ver ejemplos clinicos en diferentes sitios.

Figura 10. Caso clinico ilustrando el Factor Protésico y Funcional (¢ 64 afios, 36 meses de
evolucion). A) UTC de bordes blanquecinos y alargada en sentido antero-posterior; B) La
protesis defectuosa in situ, con movilidad y falta de adaptacion.

33



!

Figura 11. Caso clinico que ilustra el Factor Dentario y Funcional (3 68 afios, 18 meses
de evolucion). Se puede ver la UTC en borde lingual y los dientes filosos; el paciente
habia desarrollado el hdbito de frotar la lengua contra la arcada dentaria.

Figura 12. Ejemplo del Factor Dentario y Funcional (? 68 afios, 28 meses de
evolucion) sobre mucosa labial.
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Los Factores Funcionales encontrados fueron: Interposicion lingual (n=9),
mordisqueamiento (n=9), succién (n=1) y degluciéon disfuncional (n=1). Dentro de los
Factores Protésicos: prétesis rugosas/filosas (n=9), flancos sobre extendidos (n=10), falta
de estabilidad (n=14) y falta de retencion (n=8). Cabe destacar que todas las protesis
removibles revisadas en relacién a UTC presentaban alguna alteracion de las mencionadas.
Con respecto a los Factores Dentarios, hubo malposiciones (n=3), diastema (n=1), dientes
con bordes filosos (n=10) y dientes con obturaciones filosas/rugosas/desbordantes (n=4).
Sdlo 30% (n=8) de la muestra tuvo un solo factor de IMC (dental 6 protésico), mientras que

la mayoria de los casos (70%, n=19) presentaron una combinacion de los mismos.

En referencia a la ubicacion: 48% (n=13) estuvieron en borde de lengua, 26% (n=7) en
fondo de surco vestibular, 7,3% (n=2) en Mucosa labial, 7,3% (n=2) en Mucosa Yugal, 7,3%
(n=2) en Piso de Boca y 4% (n=1) en Cara ventral de lengua. Para el Factor Protésico, el
sitio mas frecuente fue Fondo de surco, mientras que para el Dentario fue el borde de

lengua.

El tiempo de evolucién de la UTC tuvo un promedio de 24,4 meses (rango 5-48 meses).
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En la Figura 13 se los factores de IMC de la muestra estudiada.
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Figura 13. Distribucion de factores de IMC. Los Funcionales se presentaron
combinados en todos los casos.

Los resultados de la gPCR tanto para UTC como para control de ambos genes (pl16 y

MGMT) se muestran en la Tabla 2 y en la Figura 14.

Tabla 2. Patrones de metilacion en UTC y Control.

UTC Control p-valor*
MGMT 20% (5/25) 76% (19/25) 0.001
MGMTm 80% (20/25) 24% (6/25) 0.0005
pl16 16% (4/26) 72% (18/25) 0.001
pl6m 85% (22/26) 20% (5/25) <0.0001

Negrita denota significancia estadistica.
UTC=Ulcera Traumética Crdnica; MGMT=no metilado; MGMTm= metilado;
p16= no metilado; p16m= metilado.

Entre paréntesis figura el nUmero de resultados positivos sobre el nimero del
total de casos estudiados para el correspondiente gen.

*Seglun Test de McNemar.
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¢ 100 pb

MGMTm plém

Figura 14. PCR especifica para metilacion de MGMT y p16 en control (C) y UTC (U) de los
casos 3,4, 27,47y 14. pb= pares de bases.

Cabe destacar que para algunos casos (5, 7, 8 y 26) no se pudo obtener una lectura
adecuada de todas las reacciones de qPCR por cantidad insuficiente de muestra para todas
las reacciones necesarias. Los resultados completos para todas las reacciones se muestran

en la en Tabla 3.

En resumen, genes no metilados (tanto p16 como MGMT) fueron mas frecuentes en el
Grupo Control; a su vez, los metilados se asociaron mas al Grupo de UTC, con significancia

estadistica en todos los casos.

En cuanto a variables clinicas, sélo se encontré asociacion significativa en MGMT y p16
metilado en pacientes fumadores, p=0,04 y p=0,02 respectivamente; 7% (n=2) consumo

simultaneo de alcohol y tabaco; 30% (n=8) sélo tabaco.

Para el resto de las variables no se encontraron asociaciones significativas para p16 no
metilado con género (p=0,07), edad (p=0,31), tabaco (p=0,65) y alcohol (p=0,28). Por otro
lado, en p16 metilado tampoco hubo asociacién: género (p=0,13), edad (p=0,07) y alcohol

(p=0,82).

37



Similarmente, para MGMT no metilado no hubo asociaciones significativas en relacién a
género (p>0,99), edad (p=0,16), tabaco (p=0,30), alcohol (p=0,65). Tampoco hubo

diferencias para MGMT metilado para género (p>0,99), edad (p=0,16) y alcohol (p=0,50).

Tabla 3. Resultados gPCR de toda la muestra.

Caso G Edad Meses (UMGMT (UMGMTm (U) p16 (U) p16m (C)MGMTC)MGMTn (C) p16 (C) p16m

1 M 80 13 - + - + + + + -
2 F 54 36 + + - + + - + -
3 M 33 11 - s - A + - + o
4 M 68 12 - 4+ + + + + + -

5 M 56 5 - 4 - + XX XX XX XX
6 M 61 12 A A - + + - - -
7 F 67 14 XX XX XX XX -+ - - -
8 M 39 26 XX XX XX XX 3 - + +
9 M 64 12 - - - + + - - -
10 F 69 24 - s - A - - + -
11 F 68 18 - i - i - - + -
12 M 58 24 + A + A + - - i
13 M 63 12 - + - + + - + -
14 M 48 24 - - 1 - - - + -
15 M 74 16 - + - + + - + -
16 F 52 36 - + - + + - + -
17 F 46 18 - A - A + - -
18 M 59 22 - + - + - + = =
19 M 49 30 + + - + + + + -
20 F 66 24 - A - A + - + -
21 M 49 32 - - + = + - + -
22 F 70 40 - A - A + + - -
23 F 56 48 + - - i - - + -
24 F 69 28 - A - A + - + i
25 F 51 36 - - - + - - + =

26 M 57 42 - iF - - XX XX XX XX
27 M 81 44 - s - 5 + + + i
59,5 24,41 5 20 4 22 19 6 18 5

G=Género; (UMGMT= MGMT no metilado en UTC; (UMGMTm= estado de MGMT metilado en UTC;
(U)p16=p16 no metilado en UTC; (U)pl6m=p16 metilado en UTC; (C)MGMT=control MGMT no
metilado; (C)MGMTm=control MGMT metilado; (C)pl6=control p16 no metilado; (C)pl16m=control

pl16 metilado; XX=datos faltantes.
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Discusion

La evidencia actual para la asociacion entre IMC y CEB es limitada. En general, los estudios
de esta relacién tienen muestras de menor tamafio que aquellos sobre factores clasicos
como tabaco y alcohol. El trabajo de Velly et al. es un ejemplo del primer grupo, contando
con 717 casos de cancer y 1434 controles. Mientras tanto, un estudio reciente de Winn et
al. sobre causas de cancer bucal focalizando alcohol y tabaco tuvo 25.500 pacientes con
cancer de cabeza y cuello, y 37.100 controles [95]. Las revisiones sistematicas y meta-
analisis podrian subsanar esta limitacion. Entre ellos, podemos mencionar los trabajos de
Manoharan et al. (2014) y Singhvi et al. (2017) [96,97]. Ambos encontraron asociacion
estadisticamente significativa entre cancer bucal e IMC, especialmente en relaciéon al uso
de prétesis removibles defectuosas. Sin embargo, la heterogeneidad metodolégica de los
estudios hizo que muchos fueran excluidos, ya sea por falta de un criterio claro para definir
la presencia de trauma crénico, o bien por valoraciéon parcial de las fuentes potenciales de

IMC [83].

En el presente estudio, se destaca el alto nimero de casos excluidos (n=66), dado que se
redujo considerablemente la muestra producto de los estrictos criterios utilizados. El
descartar casos por presencia de DPM (n=14) buscdé evitar sesgos, ya que estos cuadros
pueden presentar alteraciones epigenéticas [70,98]. Por la misma razén, los pacientes con
diagndstico de malignidad en seguimiento (n=2) o con medicacién tampoco fueron incluidos

[80,84].

Los casos excluidos por inconvenientes de procesamiento en el laboratorio (n=43) se
debieron fundamentalmente a deficiencias en la toma de las muestras. Dado el alto nimero
de reacciones demandadas, no sélo se necesitaba de una buena pureza de ADN sino

también una gran cantidad de material en cada muestra. Para evitar esto se deberia usar
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al menos dos cepillos por sitio de toma, e idealmente cuantificar el ADN inmediatamente

para constatar pureza y concentracion.

Existe tan sélo un trabajo descriptivo sobre UTC (realizado por nuestro grupo de trabajo),
con una poblacion ligeramente mayor (n=44) con un periodo de reclutamiento similar: cinco
afos [44]. Si consideramos los casos excluidos por dichas deficiencias técnicas, de los
cuales se obtuvo datos detallados, la poblacién bajo estudio fue ain mayor. Asi, los criterios
aplicados reducen el error sistematico (sesgo), permitiendo una mejor valoracion de la
muestra [99]. También cabe destacar que ambos grupos de UTC (muestra final, n=27 y las
excluidas por inconvenientes de laboratorio, n=50) presentaron escasas diferencias, por lo
que se puede tomar a la poblacion estudiada como representativa de dicha entidad

nosologica.

Para analizar adecuadamente los resultados, consideraremos brevemente algunas
caracteristicas de la poblacién estudiada. En la misma, hubo un 37% de uso de tabaco, y
el consumo acumulado fue bajo, con una media de 124.684 cigarrillos. Esto difiere del
estudio de Lazos et al. (de nuestro grupo de investigacion), donde el 52% (n=23) del grupo
de UTC presentaba el habito de fumar [44]. Asimismo, s6lo un 32% presenté consumo de
alcohol. Sin embargo, dado que en el modelo de boca dividida ambas muestras (UTC y
control) fueron del mismo individuo, el efecto encontrado en los perfiles de metilacién

probablemente pueda responder a la presencia de IMC y no de estas variables.

El disefio de boca dividida es adecuado porque remueve la variabilidad inter individual,
mejorando asi la validez del estudio. Ademas, nuestro enfoque salva los problemas mas
comunes de este disefio cuando se usa para evaluar terapias diferentes para cada lado. El
efecto de transmisién (carry-across), puede ocurrir cuando un tratamiento realizado de un
lado impacta al otro por falta de barreras naturales en boca, situacion tipica en estudios de

periodoncia donde se compara diferentes tratamientos en el mismo individuo. Esto se evita

40



con el uso de un criterio objetivo y validado para identificar IMC, de manera que el sitio
control esta libre de injuria mecénica. Por otro lado, el analisis estadistico de los datos se
realizé teniendo en cuenta el disefio metodolégico de datos apareados, propio para este

modelo [90].

Los factores de IMC se presentaron en su mayoria combinando el Factor Funcional con

otro (Dentario o Protético) en la mayoria de los casos (70%, n=19), valor similar al informado
en otro estudio (76.5%) [44]. Esto enfatiza la importancia de los factores funcionales para
la produccion de IMC, variable que ha sido tenida en cuenta en un limitado nimero de
trabajos sobre el tema [83]. Por lo tanto, esto puede explicar por qué la mera existencia de
dientes o prétesis defectuosas no fue calificada como factor de riesgo para CEB en estudios
previos [100]. De hecho, el tener incluso ambos factores (dientes y protesis defectuosas)
no significa que se producira una lesion por IMC. Muchos individuos pueden poseer dientes
0 prétesis en mal estado, no obstante pocos desarrollan lesiones mecéanicas. Por
consiguiente, los factores funcionales pueden aumentar la intensidad del contacto y su
frecuencia, permitiendo asi la persistencia de la injuria mecénica. Siendo asi, resulta
llamativo que la inmensa mayoria de los estudios sobre irritacibn mecéanica analizan de
manera individual los factores de trauma, ya sea dentarios o protéticos. Un mismo individuo
puede tener diastemas, malposiciones, pérdida de dientes e incluso usar una protesis
defectuosa y no tener ninguna lesién clinica con todos estas potenciales fuentes de trauma

[83].

Dentro de los Factores Dentarios, la presencia de dientes filosos fue el mas asociado a UTC

(77%, n=10), lo que esta con concordancia con estudios previos [13,44].

No menos importante resulta el andlisis de los Factores Protésicos, ya que en nuestro

estudio todas las protesis en relacion a UTC presentaban alguna alteracion:

rugosas/filosas, flancos sobre extendidos, falta de estabilidad y/o retencién. Este hallazgo

41



ha sido corroborado en otros estudios, incluyendo dos revisiones sistematicas
[25,44,96,97,101]. Preventivamente, los usuarios de dispositivos removibles deben ser

revisados periédicamente para identificar cualquier alteracion temprana de la mucosa [102].

En referencia a la localizacion, no es sorprendente que los sitios mas afectados fueran
lengua y fondo de surco vestibular, considerando que son zonas que se encuentran en
contacto continuo con dientes y protesis, respectivamente. Practicamente la mitad de los
casos (48%, n=13) se presentd en lengua, lo cual puede explicarse porque la interposicién
lingual fue el factor funcional més frecuente. Resulta destacable que tanto UTC como CEB
se ubican de manera predominante en sitios de potencial irritacién por dientes y prétesis.
Esto sugiere que identificar la irritacibn mecanica como un potencial carcinégeno puede

tener un gran impacto en estrategias de tratamiento y prevencion [103].

El tiempo de evolucién de IMC ha sido referido en pocos estudios, y sélo uno -fuera de
reportes de casos- especificamente en UTC. Sitomamos en cuenta los casos excluidos por
problemas en la fase de procesamiento en laboratorio, la media del tiempo fue de 31,5
meses, similar al informado anteriormente, de 33 meses [44]. En este sentido, la UTC
presenta un tiempo de IMC similar a CEB. La IMC en relacion a UTC y CEB necesita ser
persistente, cubriendo un largo periodo de tiempo. Esto desacredita la nocién que una o
varias injurias accidentales pueden relacionarse a CEB. Por el contrario, se requiere una
irritacion prolongada y repetida para crear las condiciones que favorezcan la
carcinogénesis. Algunos trabajos refieren de manera indirecta el periodo temporal de IMC
usando la historia de Ulceras recurrentes asociadas a protesis [25,101]. A pesar de que el
tiempo de evolucidn no es especificado, se refiere el hecho de que el trauma toma lugar
antes del diagndstico de cancer bucal. Sin embargo, es mas adecuado determinar IMC
cuando existe una lesion objetiva en contacto directo con un factor potencialmente irritativo,

y dicho factor mecanico debe estar presente antes de la aparicion de dicha lesion [82]. Esta
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restriccion en el registro del tiempo es inherente tanto para el estudio de IMC como CEB,
usualmente debido al largo tiempo que lleva el desarrollo de un carcinoma, maxime si éste
presenta poca sintomatologia, situacion similar a la IMC. Su impacto sélo puede disminuirse
utilizando una rigurosa anamnesis e inspeccion clinica para determinar el comienzo de la
irritacién mecénica, valorando los factores dentarios, protésicos y funcionales de cada caso

[83].

La hipermetilacion de ADN puede ocasionar una desregulacion en los mecanismos de
proliferacién y control genético, eventos que se han demostrado en CEB. Los patrones de
metilacién aberrantes en genes supresores de tumores, oncogenes y genes de reparacion
de ADN han sido propuestos como herramientas de deteccién para el desarrollo de cancer

en etapas iniciales subclinicas, incluso antes de la aparicion de cambios histologicos [104].

En el presente estudio examinamos la hipermetilacién de la region promotora del gen
supresor de tumores pl6 y del gen reparador MGMT en UTC y mucosa clinicamente sana
del mismo paciente. La frecuencia de metilacion de p16 ha sido informada por otros autores
en un rango de 27-76% y del 23-75% para MGMT en cancer bucal [84,105]. Nuestros
resultados muestran una proporcioén relativamente mayor para UTC, del 85% en pl16 y del
80% en MGMT. En todas las muestras, ademas de las metilaciones, se observaron
secuencias de ADN no metiladas, en concordancia con otros trabajos [106]. La metilacién
observada en UTC y mucosa contralateral clinicamente sana fue de 85% y 20% para pl16
y de 80% y 24% para MGMT, respectivamente. EI mayor porcentaje de metilacion en
nuestras muestras puede reflejar diferencias inherentes a mecanismos moleculares
relacionados a IMC. Mas aun, nuestro estudio indica que mucosa sometida a IMC y mucosa
bucal contralateral clinicamente sana pueden presentar diferencias moleculares, sugiriendo

dafio inicial epigenético con mayor riesgo de progresion a malignidad. Por lo tanto, es
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razonable conjeturar que una exposicion continua a IMC de mucosa bucal puede inducir

metilacion de p16 y MGMT.

Con todo, en 4 casos de pl6 y 5 de MGMT también observamos que tanto UTC como el
correspondiente control exhibian metilacién (ver Tabla 2). Las alteraciones epigenéticas del
mismo paciente en sitios con y sin IMC pueden atribuirse al proceso de cancerizacién de
campo por otros carcindbgenos, que promueven dichos cambios moleculares
tempranamente. El silenciamiento genético ocurre en las etapas mas tempranas de la
carcinogénesis, y pueden darse alteraciones epigenéticas en células normales bajo

condiciones de stress, mucho antes de la aparicién del tumor [56].

Nuestros resultados definen el perfil de metilacion de mucosa sometida a IMC, sugiriendo
inactivacion de los genes p16 y MGMT a través de metilacion de la region promotora, lo
cual es un evento temprano observado CEB. La presencia de metilacion de los genes p16
y MGMT se consideran como eventos iniciales en transformacién maligna bucal. Varios
estudios han mencionado metilacion de genes promotores asociado con consumo de
tabaco fumado y masticado, uso de betel, cancer y precancer [65,70,105,107]. No obstante,
este es el Unico trabajo que ha investigado los patrones de metilacion de p16 y MGMT en
IMC de mucosa bucal. En este sentido, el numero de potenciales alteraciones epigenéticas
producto de IMC e inflamacién asociada puede ser mucho mayor al ilustrado en este

trabajo, lo que supone una subestimacion del efecto carcinogénico [54].

El tratamiento principal para la lesiones producidas por IMC -como la Ulcera Traumética
Cronica- consiste en la eliminacion de factores etiolégicos, que de ordinario se puede
realizar de manera sencilla, estando al alcance de un odont6logo general. Es importante
establecer un diagndstico y tratamiento adecuado para UTC, dado que éstas pueden jugar

un rol en la carcinogénesis bucal [50].
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Limitaciones

En base a los antecedentes existentes consideramos que nuestro trabajo es representativo
de UTC, aunque serian necesarias muestras mas grandes y de diferentes lugares

geograficos para dar mayor validez a los resultados.

Si bien la metilacion de genes pl6 y MGMT usualmente se asocia con silenciamiento
génico, no llevamos a cabo los analisis de expresion génica. Esto permitiria asociar
alteraciones epigenéticas con pérdida efectiva de funcién, mediante expresion proteica o
niveles de ARNm [3]. Se requieren mas estudios para validar estos hallazgos usando

analisis de expresion.
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Conclusiones

Los sitios afectados por UTC mostraron mas metilacion de p16 y MGMT que mucosa
libre de IMC.

No se encontrd asociacion entre el tiempo de evolucion y alteraciones epigenéticas.
Dado que ambas muestras (UTC y control) fueron del mismo individuo, el efecto de
otros factores de riesgo para cancer bucal (consumo de tabaco y alcohol) esta
controlado.

Las alteraciones epigenéticas presentes en plé y MGMT en UTC podrian
representar riesgo de transformaciéon maligna.

En nuestro trabajo, la cantidad de material extraido de las muestras por citologia
exfoliativa condiciond la aplicacion de las técnicas de laboratorio, por lo que se
aconseja tomar al menos dos muestras de cada caso con cepillos de buena calidad.
Se requieren mas estudios para profundizar en los posibles mecanismos

moleculares que asocien IMC a cancer bucal.
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Anexos

Anexo 1. Informacién y formulario de consentimiento para el paciente del estudio (CIEIS,

Comité Institucional de Etica de la Investigacion en Salud del Adulto, Ministerio de Salud,
Hospital Cérdoba), Protocolo N° 35/2013)

INFORMACION Y FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO PARA EL PACIENTE DEL
ESTUDIO

Titulo del Estudio: CAMBIOS INFLAMATORIOS Y EPIGENETICOS ASOCIADOS A
IRRITACION MECANICA CRONICA DE MUCOSA BUCAL

(Este estudio es parte de la Tesis Doctoral del Od. Jerénimo Lazos)

Investigadores responsables del estudio:
Dra. Ana Maria Zarate - Od. Jerénimo Lazos

NUmero de teléfono: 351-155552639; 351-3343744

Se lo invita a participar de un estudio de investigacion, éste es gratuito, no conlleva ningun beneficio
adicional a su tratamiento ni serd 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 investigacién, como 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.

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

¢CUALES SON LOS ANTECEDENTES Y EL OBJETIVO DEL ESTUDIO?

Se solicita que participe en este estudio porque presenta sintomas que presumen que tiene una
enfermedad que es cronica y compleja. Particularmente, Ud. posee una enfermedad llamada
Ulcera Traumatica Cronica, que es una herida de larga data sobre mucosa bucal. Esta es producida
por irritantes como ser prétesis desadaptadas o asperas y dientes fracturados, careados o rotos.

Esta enfermedad tiene muchas variables (clinicas, bioquimicas y socio culturales) y en ocasiones no
permite un diagnostico temprano y/o preciso. El objetivo de este estudio es obtener informacion que
ayude 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.

Este estudio no esté relacionado directamente ni afecta al tratamiento y/o diagnostico que haga
su médico u odontologo, sélo recogera material biol6gico (células de la mucosa bucal por medio de
cepillado- método indoloro); datos clinicos médicos u odontoldgicos (por examen y ficha clinica
recabados por el médico u odont6logo) y datos sobre hébitos u factores considerados de riesgo
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mediante encuesta. No existen complicaciones asociadas a este procedimiento, y Ud. puede retirarse
del estudio cuando asi lo desee y pedir que sus muestras sean destruidas.

El comienzo de la investigacion estimado sera en Noviembre de 2013. Las muestras bioldgicas seran
almacenadas en freezer de -20° aproximadamente seis meses antes de ser procesadas; tanto el
almacenaje como el procesamiento seran en el Laboratorio de la Catedra de Biologia celular,
Facultad de odontologia (Universidad Nacional de Cérdoba). 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 -20°) hasta su
procesamiento. 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.

¢COMO SE USARAN MIS DATOS PERSONALES?

Al firmar este formulario de consentimiento informado, usted autoriza al médico del estudio y al
personal del estudio a recolectar y utilizar su informacién personal. La confidencialidad de los
archivos en los que se identifique al participante sera resguardada, asignandole un N° a cada historia
clinica y encuesta y a los datos del participante (“cddigo”), eliminando nombres y direcciones.
El responsable del estudio o cualquier persona asignada por éste tendra control de acceso al cédigo,
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:

CIEIS “Comité Institucional de Etica de la Investigacion del Adulto Hospital de Cordoba”
Persona de contacto: Dr. Ivan Rodriguez Gomez.
Av. Patria 656-Hospital Cérdoba. Teléfono: 0531-4524476

Lunes a Viernes de 8:00 a 13:00 hs.
Secretaria: Sandra Franceschelli.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO Y AUTORIZACION DEL PACIENTE

He recibido informacion verbal acerca del estudio mencionado y he leido la informacion adjunta. He
tenido la posibilidad de hablar acerca del estudio y hacer preguntas. Doy mi consentimiento
voluntario para participar en el estudio. Acepto voluntariamente permitir que el personal del estudio
recopile, use y comparta mis datos de salud segln se especifica en este formulario y autorizar el
acceso por parte de cualquier persona designada por el responsable de este estudio. Comprendo que
yo 0 mi representante legal, si corresponde, recibiremos un original firmado y fechado de esta
informacién y este formulario de consentimiento y de cualquier otra informacion que se me
proporcione. Al firmar este formulario, no renuncio a ninguno de mis derechos, como participante
de la investigacion. Esto incluye aquellos vigentes en la legislacion de la Republica Argentina y de
la Provincia de Cérdoba, referidas a normas bioéticas para investigacion con personas. Ademas, este
estudio fue aprobado por un Comité de Etica, en acuerdo con las Declaraciones de Niiremberg,
Helsinki, y la de Tokio de la Asociacion Médica Mundial. El participante es libre de negarse a
participar.
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Si Ud. acepta ingresar al estudio y luego decide retirarse, puede hacerlo sin que ello represente una
pérdida de sus 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 de imprenta (manuscrito)

DNI del paciente

Certifico que el participante mencionado anteriormente tuvo suficiente tiempo para considerar
esta informacion, tuvo oportunidad de hacer preguntas y acept6, voluntariamente, participar en
este estudio.

Firma del investigador o persona delegada Fecha y Hora de la firma
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

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

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

Nombre del testigo imparcial (si corresponde)

DNI y domicilio del testigo (si corresponde)

Poliza de seguro n°: SMG seguros.-nimero 424930-0
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Anexo 2. Caracteristicas clinicas de UTC (n=77)

Referencias:

G = Edad. G = Género. FD = Factores Dentarios. FP = Factores Protésicos. FF = Factores
Funcionales. Tiempo en meses. Sitio: BL= Borde de Lengua; CV= Cara Ventral de lengua,;
FS: Fondo de Surco; ML= Mucosa Labial; MY= Mucosa Yugal, PB= Piso de boca. Diam=
diametro mayor medido en milimetros; SD= Sin datos. Color Bd= Color bordes; Bl/Ro=
bordes blancos y rojos. 1Cons Bd= aumento de consistencia de los bordes. El sombreado

gris claro de una fila indica que dicho caso pertenece a la muestra final (n=27, ver Figura

5).

cuo | G | Edad | FD | FP | FF | Tiempo | Sitio | D™ | Forma | €917 | 1€0NS | poror
1 |F| 56 1 0 1 48 BL 16 Circular | Blanco | Total No
2 f 63 1 0 1 48 BL 18 Circular | Blanco | Total No
3 |m| 72 1 0 1 48 BL 15 Ovalada | Blanco | Total No
4 f 54 1 0 1 45 BL 18 Ovalada | Blanco | Total No
5 (M| 81 0 1 1 44 BL 15 Ovalada | Blanco | Total No
6 f 56 1 0 1 44 BL 15 Ovalada | Blanco | Total No
7 |M| 57 1 0 1 42 BL 12 Circular | Blanco | Total No
8 f 69 1 0 1 40 BL 10 Circular | Blanco | Total No
9 f 51 1 0 1 37 BL 12 Ovalada | Blanco | Total No
10 |m| 58 1 0 0 36 BL 10 Circular | Blanco | Total No
11 | f 51 1 0 1 36 BL 12 Circular | Blanco | Total No
12 |m| 64 1 0 1 34 BL 9 Circular | Blanco | Total No
13 |m| 50 1 0 1 34 BL 10 Ovalada | Blanco | Total No
14 |M| 49 1 0 1 32 BL 12 Ovalada | Blanco | Total No
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15 | f 66 31 BL 9 Ovalada | Blanco | Total No
16 | f 72 31 BL 11 Ovalada | Blanco | Total No
17 | M| 49 30 BL 9 Circular | Blanco | Total No
18 | f 44 30 BL 12 Ovalada | Blanco | Total No
19 | f 51 30 BL 18 Ovalada | Blanco | Total No
20 | f 81 30 BL SD Ovalada | Blanco | Total No
21 | f 59 29 BL 12 Circular | Blanco | Total No
22 M| 39 26 BL 11 Circular | Blanco | Total No
23 |m| 54 26 BL SD | Ovalada | Blanco | Total No
24 | F| 66 24 BL 9 Circular | Blanco | Total No
25 M| 58 24 BL 13 Circular | Blanco | Total No
26 | M| 48 24 BL 10 Ovalada | Blanco | Total No
27 | f 62 24 BL SD Circular | Blanco | Total No
28 |m| 58 24 BL 13 Ovalada | Blanco | Total No
28 | f 56 22 BL 8 Ovalada | Blanco | Total No
30 | f | 48 22 BL 10 Circular | Blanco | Total No
31 | f 50 22 BL 11 Ovalada | Blanco | Total No
32 |m| 68 21 BL 8 Circular | Blanco | Parcial | No
33 |m| 59 20 BL SD Ovalada | Blanco | Total No
34 |m| 69 19 BL SD Ovalada | Blanco | Total No
35 | f 72 18 BL 8 Circular | Blanco | Total No
36 |m| 77 16 BL 8 Ovalada | Blanco No No
37 |[M| 80 13 BL 6 Ovalada | Bl/Ro No No
38 |[M| 68 12 BL 8 Circular | Bl/Rol No No
39 (M| 33 11 BL 8 Circular | Bl/Ro No Si
40 | M| 56 5 BL 9 Ovalada | Bl/Ro No Si
77 |M| 61 12 Ccv 16 Alargada | BI/Ro No No
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41 67 20 Cv 10 Circular | BI/Ro | Parcial | No
42 55 60 FS 20 Alargada | Blanco Total No
43 76 48 FS 25 Alargada | Blanco | Total No
44 57 44 FS 25 Alargada | Bl/Ro Total No
45 74 40 FS 20 Alargada | Blanco | Total No
46 54 36 FS 18 Ovalada | Bl/Ro | Total No
47 80 36 FS SD Ovalada | Blanco | Total No
48 65 36 FS 15 Alargada | Blanco Total No
49 39 31 FS SD Alargada | Blanco Total No
50 54 29 FS 15 Alargada | Blanco Total Si
51 70 28 FS 9 Alargada | BI/Ro | Total No
52 83 28 FS 12 Alargada | Blanco Total No
53 69 26 FS 9 Ovalada | Blanco | Total No
54 57 26 FS 9 Alargada | BI/Ro | Parcial | No
55 49 26 FS 8 Ovalada | BI/Ro | Total No
56 69 24 FS 18 Alargada | BI/Ro | Parcial Si
57 59 22 FS 9 Alargada | Blanco | Total Si
58 68 22 FS 9 Alargada | BI/Ro | Parcial | No
59 49 22 FS 10 Alargada | BI/Ro | Parcial Si
60 68 18 FS 9 Alargada | Blanco | Parcial Si
61 46 18 FS 12 Alargada | BI/Ro | Parcial | No
62 55 18 FS 10 | Alargada | BI/Ro | Parcial | No
63 63 12 FS 9 Alargada | BI/Ro | Parcial Si
64 64 12 FS 13 Alargada | BI/Ro No Si
65 71 48 ML SD Ovalada | Blanco | Total No
66 66 47 ML SD Circular | Blanco | Total No
67 68 42 ML SD Circular | Blanco | Total No
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68 69 28 ML SD | Ovalada | Blanco | Total No
69 67 28 ML 5 Ovalada | Blanco | Total No
70 71 18 ML 5 Circular | BI/Ro | Parcial | No
71 74 16 ML SD | Ovalada | Bl/Ro | Parcial | No
72 51 36 MY 5 Circular | Blanco | Total No
73 59 36 MY SD | Ovalada | BlI/Ro | Total No
74 67 14 MY 5 Ovalada | BI/Ro | Parcial | No
75 70 40 PB SD Ovalada | Blanco | Total No
76 52 36 PB 12 Alargada | Blanco | Total Si
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Anexo 3. Tabla de caracteristicas demograficas y clinicas de casos de la muestra final

(n=27) y aquellos excluidos por inconvenientes de procesamiento en el laboratorio.

UTC incluidas | UTC p-valor
excluidas
Variable
Género Mujeres 11 35 0,012
Hombres 16 15
Edad (afios) Media 59,52 62,06 0,32
Mediana 59 62,5
Rango 33-81 39-83
Tabaco Sl 10 18 0,92
NO 17 32
Tabaco acumulado Media 124684 102438 0,53
(cantidad de Mediana 92162 91250
cigarrillos, entre Rango 24090- 22550-
fumadores) 365000 268275
Alcohol Sl 9 18 0,81
NO 18 32
IMC dentaria Sl 13 32 0,17
NO 14 18
IMC protética S 15 21 0,25
NO 12 29
IMC funcional Sl 19 41 0,24
NO 8 9
Tiempo de IMC Media 24,41 31,52 0,007
Fumadores 28 27,78 0,95
No fumadores 21,53 33,63 0,001
Mediana 24 30
Fumadores 28 27
No fumadores 22 32,5
Rango 5-48 16-60
En lengua Sl 13 28 0,51
NO 14 22

Variables cualitativas analizadas mediante Chi cuadrado. Variables cuantitativas
analizadas mediante test de Student. Negrita denota significancia estadistica.
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Anexo 4. Presencia de infiltrado inflamatorio en los extendidos citolégicos de la muestra

final (n=27)
Casos (n=27) UTC Control
Inflamacién 25 0

Cuadrado p<0,005.

UTC= Ulcera Traumatica Crdnica. Chi
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Anexo 5. Publicaciones vinculadas especificamente a IMC de tesis:

Lazos JP, Piemonte ED, Panico R, Hernandez Rios M, Astorga J, Brunotto M, Zarate
A. pl6 and MGMT methylation in Chronic Mechanical Irritation of the oral mucosa.
Poster de investigacion presentado en la XV Reunién de la Academia Iberoamericana
de Patologia y Medicina Bucal, realizado los dias 17 al 20 de Julio de 2018, Rio de

Janeiro (Certificado #201611.20180312.182016).
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