Instituciéon
Universitaria
COLEGIOS
de Colombia

LIAINIICTC O

EVOLUCION DE LAS TECNICAS DE MEDICION EN MUESTRAS DE SALIVA PARA LA
DETECCION DE CANCER ORAL EN PACIENTES CON PREDISPOSICION

* Acosta P, Lépez N, Macana O, Sierra H, Solano J.
** Balen G.
**Diana Parra D.
Area: Ciencias Basicas
Modalidad: Oral
Categoria: Pregrado
RESUMEN

Objetivo: Identificar la evolucion de las diversas técnicas de medicién en muestras de saliva que permitan detectar aumento
de los niveles de citoquinas (IL 6) (IL 8) como posible indicador de cancer oral en pacientes con predisposicion (fumadores y
alcohdlicos).

Materiales y métodos: Se desarrolic una revision de Jiteratura cientifica, incluyendo publicaciones indexadas de tipo
analitico y experimental, sobre las técnicas de medicién en saliva para detectar cancer oral: Bases de datos como EBSCO,
PUBMED, SCIELO y GOOGLE Académico, fueron consultadas obteniendo 100 articulos, de los cuales 51 de ellos fueron
Mﬁmdos,dasﬁwdmyamﬁndm&bmasb@nﬁ,%ﬂommmm&idmnyem
designados para el desarrolio de fa investigacion.

Resultados: La literatura consultada evidencia que las tasas de mortalidad y la incidencia del cancer oral van en aumento
tanto en Colombia como en el mundo; que esta patologia esta relacionada con diversos factores de riesgo entre ios cuales
el tabacoy abohdsmdemomhwado;mnbsahasmﬁﬂowpaﬂquemkddmﬁwmewzddm
oral, ufilizandola como medio conservador, no invasivo y efectivo, de facil recoleccion, y que brinda biomarcadores como,
IL1a, IL6 y IL8 en los casos de carcinoma de células escamosas arales; y, que ha habido una evalucion significativa de la
técnicas de medicion durante la Gitima década de esos biomarcadores, con lo cual seria posible detectar en forma
temprana esta patoiogia.

Discusidn-Conclusiones: Once son las técnicas de deteccitn en saliva de estos biomarcadores ,que se vienen utilizando
como resultado de la evolucion de las tecnologias de deteccion del CO en ese fiuido, pero las de mejores perspectivas y
resultados son biomarcadores de fluido oral para la deteccion de cancer oral a través de espectrometria de masa, sensores
ebﬂmuh@spmbdde%kmnamdmmm,mmmsmmmdm,bsmbsmbmheﬁwdade
varios analitos, y los, sensores oplicos de proleinas para deleciar marcadores de cancer en la saliva. Los datos acumulados
mhrmmmmmhmmmmmymmmamw
diagnéstico de céncer oral y ahora se vienen empleando nuevas herramientas altamente sensibles que permitiran a los
profesionales de fa safud y a fos propios pacientes supervisar su safiva para diagnéstico, pronéstico predicciones

Palabras claves: Saliva, cancer oral, biomarcadores, consumo de alcohol, consume de tabaco, prevencion de cancer oral,
técnicas de deteccion de cancer oral, interieuquina iL8 — iL6, CBA: Cytometric Bead Array, y cancer oral de células
escamosas.

ABSTRACT
Ww:ﬁaﬂyﬂweﬂﬁmdva&mmmmwshmmmmdMMd
cytokines (IL-6) (IL-8) as a possible indicator of oral cancer in patients with predisposition (smokers and aicoholics)

Materials and methods: a review of scientific literature, including indexed publications of analytical and experimental type
on measurement techniques in safiva to detect oral cancer using : databases such as EBSCO, PUBMED, SCIELO and
GOOQGLE Academic were consulted getting 100 articles, of which 51 of them were identified, classified and analysed in a
systemic manner, taking into account the inclusion and exclusion criteria designated for the development of research.
Results: The consulted literature evidences that mortality rates and the incidence of oral cancer are on the rise both in
Colombia and in the worid; this pathology is related to various risk factors including smoking and aicohol are of enormous
Mpad;saﬁvaisabodymmtaummemiydiagmsbofadm.MRasa conservative, non-invasive and
effective, easy collection mean , and provides biomarkers as TNFg, IL1g, L6 and IL8 in cases of oral squamous cell
carcinoma; and that there has been a significant evolution of the measurement techniques during the tast decade of these
biomarkers, with which it would be possible to detect this pathology in its early stage.

Discussion-conclusions: eleven are the techniques of detection in saliva of these biomarkers, which are being used as a
result of the evolution of the technologies of detection of CO in that fluid, but the best prospects and results are biomarkers
for oral fluid for the detection of oral cancer by mass spectrometry, electrochemical sensors for the detection of muitiple
biomarkers , multiplexed, inmunoesferas which measure the effectiveness of several analytes, and proteins, optical sensors
mdetedmarkersofcamermsaﬁvawbdivewm&seawmulaleddataarewedidedmaltertheﬁeldoforalwmer
diagnosis by employing highly sensitive new tools which will enable both medical professionals and the patients themselves
to monitor their saliva for di is and i iction, related to oral cancer.

Keywords: Saliva, oral cancer, biomarkers, consumption of alcohol, fobacco use, prevention of oral cancer, oral cancer
detection, interleukin IL8 - IL6, CBA: Cytometric Bead Array, and oral squamous cell cancer
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INTRODUCCION

En la actualidad no hay un método o técnica
sencilla que arroje diagnosticos de cancer
oral en estadios iniciales y aunque se ha
avanzado en la prevencion, aun las tasas de
mortalidad y la incidencia van en aumento
tanto en Colombia como en el mundo; siendo
necesario un método diagnéstico para la
deteccién temprana donde el tratamiento sea
mucho mas conservador y efectivo puesto
que en estas etapas la ausencia de signos de
alerta es nula. Es por esta razon que se hace
imperativo un medio de diagnostico precoz,
que sea de facil recoleccion y que brinde
algiin tipo de indicador o biomarcador en un
fluido corporal. ("

El cancer oral es el cancer localizado en la
cavidad bucal y la orofaringe. Puede
describirse generalmente como un
crecimiento y una propagacion descontrolada
de células anormales, dentro de la cavidad
oral o el mentén. Es una neoplasia maligna
originada por la hiperplasia de las células
convirtiéndolo en uno de los mas dificiles de
detectar en etapas tempranas, en especial el
carcinoma oral de células escamosas
(COCE); lo cual se debe probablemente a la
ausencia de rasgos caracteristicos de la
enfermedad en estadios iniciales, reduciendo
la posibilidad de que el paciente asista a la
consulta, y en los pocos casos en los que se
presentan signos y sintomas de forma
precoz, la neoplasia es mas agresiva y
metastasica. "

Hay retardos en el diagnostico y tratamiento,
este es un problema originado por varias
razones: ineficacia de los centros de salud,
ausencia de oferta de servicios integrales,
tiempo de atencion muy limitado, falta de
examenes completos, diagnosticos tardios;
demoras pos consultas odontolégicas del
andlisis clinico, requerimientos de
remisiones a niveles mas especializados.
Como resultado en la mayoria de los casos,
una vez se logra la atencién, la enfermedad
llega a etapas mas avanzadas dando como
resultado la necesidad de un tratamiento mas
agresivo, prolongado y radical,
comprometiendo la calidad de vida del
paciente PXHASXE)-

Por otra parte los factores predisponentes
para la aparicion del cancer oral, son
mltiples, y entre ellos se encuentra el
alcohol debido a uno de sus componentes, el
etanol, ya que se ha descrito que este
elemento y sus derivados como el
acetaldehido han mostrado efectos adversos
en animales, por ello las altas
concentraciones tendrian efectos sobre la
mucosa oral siendo asi clasificado como
elemento carcinbgeno para los seres
humanos. )

Epidemiologicamente se ha descrito que el
alto consumo de alcohol combinado con el
consumo de tabaco potencializan el riesgo de
desarrollar cancer oral;, es por esto que es
dificii presumir que el etanol es el
determinante principal para la progresion de
esta patologia. ‘"

En la revision adelantada se encontré que la
saliva ha demostrado ser util en la vigilancia
de diversas patologias que por una u otra
razén, componentes no habituales de esta
llegan a la saliva, sea intra celular o extra
celularmente (difusion pasiva, transporte
activo, ultrafiltracién) dando aviso de que se
ha alterado el equilibrio en el cuerpo humano,
se han evidenciado en el flujo salivar
diversas sustancias farmacolégicas,
hormonales, virus, bacterias entre otras, se
ha usado para detectar VIH, Hepatitis, VPH
entre otros ¢

Se establecié que uno de los aspectos mas
importantes y de interés para el diagnostico
precoz del COCE, es la presencia de niveles
alterados de biomarcadores en las muestras
de saliva, ya que se logra presumir la
aparicion a futuro de la enfermedad sin que
se haya manifestado sistémica o localmente,
y sin lugar a duda esto permitira que se logre
desviar su curso. Los biomarcadores en la
actualidad son utilizados como medios
diagnésticos avanzados para la deteccion de
diversas patologias las cuales tienen
evidencia que producen cambios a nivel
sistémico en sangre como lo son el sida y
cancer, etc. estos se utilizan de una manera
biomolecular teniendo en si la capacidad de
deteccion de ciertas proteinas que pueden
formar un vinculo biolégico con la patologia
que se investiga Y/o sospecha debido a su
alta sensibilidad. ®



Los biomarcadores encontrados en saliva, y
quiza los mas relevantes, son las
interluquinas, ya que en diversos estudios las
mencionan como posible indicador de cancer
oral, o que podria llegar a ser una gran
herramienta de diagnostico temprano de este
tipo de patologias, hecho que seria de mucha
utilidad en la practica odontolégica. X%

Las interluquinas son proteinas solubles de
bajo peso molecular mediadoras de
crecimiento celular, inflamacion, inmunidad,
diferenciacién y reparacion, entre otras
actividades. Ademas de las células del
sistema inmune, las citoguinas son
producidas por diferentes tipos celulares
durante la activacion de la inmunidad innata y
adquirida. Son el principal medio de
comunicacion celular ante una invasion
microbiana. Las citoquiinas sirven para iniciar
la respuesta infamatoria, y para definir la
magnitud y naturaleza de la respuesta
inmune especifica. '

Debido a estudios recientes, analizados en la
literatura, basados en Ia medicién de
citoquinas se han desarollado multiples
formas y técnicas para dicho procedimiento,
estas técnicas permiten la medicion no solo
de las citoquinas sino también la medicion
del ARN mensajero de las células; una de
estas técnicas y quiza la mas usada por los
investigadores es la de ELISA; esta técnica
provee buenos resultados aunque para
muchos es costosa y requiere de Ila
repeticion del procedimiento las veces que
sea necesario para poder llegar a los
resuitados finales, ya que solo permite ia
medicion de un analito a la vez. (2 Pero en
las ditimas décadas se han desarrofiado
nuevas técnicas de medicion de las
concentraciones salivales de TNFa, IL1q,
IL6 y IL8 en carcinoma de células escamosas
orales (13, como lo son: biomarcadores de
fluido oral para la deteccion de cancer oral a
través de espectrometria de masa (4,
sensores electroquimicos para la deteccion
de biomarcadores Muttiples “s),
inmunoesferas multiplexadas, el cual mide la
eficacia de varios analitos (12 sensores
opticos de proteinas para
marcadores de cancer en la Saliva "

En general estas técnicas usadas en la
Gltima década, amojan buenos resultados y
tienen como caracteristica seguir

formulaciones como las de CBA (Cytokine
Bead Array) la cual ha sido utilizada en
diferentes investigaciones para medir las
citoquinas 1L-8, IL 1-8, IL-6, IL-10, TNF. iL-
12p70. " “L os ensayos de CBA proveen un
método de captura de un analito soluble o un
conjunto de analitos con particulas de
tamafio conocido y fluorescencia, haciendo
posible la detencion de estos analitos a
través de la citometria de flujo” '™

El objetivo de la presente investigacion es
identificar la evolucion de Ias diversas
técnicas de medicién en muestras de saliva
que permitan detectar aumento de los niveles
de citoquinas (IL 6) (IL 8) como posible
indicador de cancer oral en pacientes con
predisposicion (fumadores y alcohdlicos).

MATERIALES Y METODOS

En el desarrollo de la investigacion se
seleccioné como tipo de estudio la revision
de la literatura.

El procedimiento que se lievé a cabo, inicié
con la busqueda en bases de datos tales
como: EBSCO, PUBMED, GOOGLE
Académico y SCIELO, y en la hemeroteca de
la Pontificia  Universidad  Javeriana;
empleando como descriptores: Saliva, cancer
oral, biomarcadores, consumo de alcohol,
consumo de tabaco, prevencion de cancer
oral, sensor for oral cancer detection,
interleuquina L8 — 1L6, CBA: Cytometric
Bead Array, y cancer oral de células
escamosas

Se obtuvo un total de 100 articulos ; de los
cuales fueron escogidos 51, teniendo en
cuenta como criterios de inclusion articulos
publicados durante el periodo 2000-2011;
articulos que incluyeran estudios analiticos y
experimentales que utilizaran técnicas de
deteccion objeto de la revision; articulos sin
discriminaciéon de raza, edad, genero;
articulos referentes a factores
predisponentes como alcohol y cigarrilio; y,
articulos referentes a cancer, cancer oral y
cancer cabeza y cuello, haciendo énfasis en
estudios relacionados con las técnicas para
la deteccion de técnicas de medicion en
muestras de saliva que permitieran detectar
aumento de los niveles de citoquinas (IL 6)
(IL 8) como posible indicador de cancer oral
en pacientes con predisposicién. Excluyendo



articulos cientificos relacionados con técnicas
no salivales para deteccion del cancer oral,
revisiones de la literatura. De los 51 articulos
incluidos en el estudio 13 se encontraron en
la base de datos PUBMED, 9 en SCIELO, 12
en EBSCO, 11 en GOOGLE Académico y 6
en la hemeroteca de Pontificia Universidad
Javeriana. De los 49 articulos excluidos del
estudio 12 se encontraron en la base de
datos PUBMED, 8 en SCIELO, 18 en
EBSCO, y 11 en GOOGLE Académico.

RESULTADOS

De acuerdo con ila revision de los 51
articulos incluidos y clasificados en temas
de la investigacion, se analizaron 20 articulos
que correspondieron al tema saliva como
medio para la deteccion del CO; 18 al tema
cancer oral; 7 al tema factores alcohol y
tabaco como predisponentes al cancer oral; 2
al tema de interlukinas, y 4 al tema de
técnicas de deteccidn de cancer oral por
medio de fluidos salivales.

De los 18 articulos cientificos revisados
referentes al cancer oral, un 40% de estos
tratan sobre la actual preocupacién en la
prevalencia y aumento del cancer oral en el
mundo en general, pero especialmente en
Estados Unidos, Francia y Colombia; y sobre
todo en el sector de los jovenes de la
poblacién, preponiendo educacién de los
profesionales de la salud respecto de la
deteccion temprana de esta patologia, la
busqueda de la eliminacién de barreras para
su atencién y deteccion, y el establecimiento
de predictores que permitan detectar en
forma temprana la aparicion de esta
patologia. Otro 40% de los articulos tratan
sobre andlisis y experimentos de nuevos
biomarcadores especiaimente de aquelios
presentes en la saliva que pueden
implementarse en forma masiva dadas sus
caracteristicas economicas, conservadoras, ¥
no invasivas para deteccion temprana, asi
como la necesidad de mejoras en la
tecnologias de deteccion y tratamientos
desde los puntos de vista bioldgicos y
moleculares. Un articulo interesante analiza
el papel de micronutrientes como posibles
generadores de cancer oral y establece
cuales pueden afectar a los consumidores

aumentado el riesgo de adquirir la patologia.

A nivel mundial se ha reportado un
incremento en la incidencia del cancer donde
anatémicamente clasificandola el Cancer de
orofaringe fue el mas frecuente (28%),
seguido por el cancer de cavidad oral (25%)
donde el pico de frecuencaa se observd en
edades de 55-59 afios.?

Se establecié una comparacion con bases de
datos de aiios pasados relacionando el
nimero de pacientes con carcinoma
escamocelular oral en lengua(SCCOT)
encontrandose que estos casos en los
adultos jovenes aumentd drasticamente
durante el periodo de 1948 a 1945 al menos
un 10% de todos los casos y a mediado de la
década del 1990 en 15% a 25% de todos los
casos. Se encontré un aumento constante
del numero total de los casos de SCCOT, de
aproximadamente 300 en 1973 a mas de 500
en 1992 comparando la base de datos
durante este periodo. También se desprende
de este andlisis que se produjo un aumento
en el porcentaje de casos de SCCOT en
adultos jovenes, entre el 3% en 1973 a casi
6% en 1993 donde (58%) de los pacientes
eran hombres y (42%) eran mujeres. Los
pacientes tenian edades comprendidas entre
19 a 39 afios y la edad media fue de 31,3
afios y 325 afios respectivamente.
Importante renombrar que 59% de los
pacientes eran no fumadores y el 45% no
consumian alcohol. "

Dos aspectos importantes sobre este tema,
son: uno relacionado con Colombia, y otro
sobre los resultados relacionados con
lesiones precancerosas que pueden
eventualmente generar cancer oral. En el
caso del primero, en Colombia, En los
ultimos aios y debido a los factores de riesgo
ya mencionados, el cancer oral ha
incrementado su incidencia en Colombia,
presentando en el afio 2000, 465 casos
nuevos®® Esta cifra aumento en el afio 2008
en 528 casos, aunque no es un aumento tan
significativo, se puede ver que este cancer
esta atacando progresivamente a la
poblacién, representando una tasa de 1.2
casos por cada 100.000 habitantes siendo el
género de mayor prevalencia los hombre con
un 594% encontrandose en edades
comprendidas de 65 afios en adelante .La
tasa de mortalidad por cancer oral en el
género masculino fue 1.4, y en el género
femenino fue de 1.0 por cada 100.000



habitantes. Los departamentos de Antioquia,
Atlantico y Santander presentaron las tasas
de mortalidad mas elevadas. Los principaies
organos del cuerpo donde se presentd la
enfermedad fueron lengua, faringe y glandula
parétida, que representan la mitad de los
diagnésticos realizados.

La revision de articulos sobre el papel que
cumple la saliva en la deteccion de cancer
oral y los biomarcadores para este efecto,
incluyé un total de 20 articulos, y el de las
interleuquinas, otros dos. Esta revision
mostréd que la saliva puede ser util en la
vigilancia de diversas patologias gracias a los
avances en biotecnologia es posible
identificar firmas de tumores, como los
oncogenes y los supresores de tumores, las
alteraciones genéticas en los fluidos
corporales que drenan de los Organos
afectados por el tumor®, diversas
sustancias farmacolégicas, hormonales,
virus, bacterias entre otras, se ha usado para
detectar VIH, Hepatitis, VPH entre otros, lo
cual se ve expresada como una clara
alteracion en la composicion normal de la
saliva interpretandose como aviso de que se

(r}? (azgt)erado el equilibrio en el cuerpo humano.
)

La presencia de drogas, en la saliva se ha
utilizado para monitorear los niveles del
compuesto activo; en barbitGricos,
benzodiacepinas, ciclosporinas entre otros, la
presencia de tiocianato como indicador de
fumador activo o pasivo. Drogas
alucinébgenas como opiaceos entre otras
pueden detectarse en la saliva. ®®

En enfermedades malignas como carcinomas
o sarcomas se ha encontrado innumerables
biomarcadores, tenemos el c-erB-2 en saliva
en mujeres con cancer de seno y el CA125
para cancer de ovario para la neoplasias de
cabeza y cuello tenemos innumerables
proteinas, enzimas, mRNa que se han
encontrado en saliva como la presencia de la
proteina p53, Cyfra 21-1, TPS, y CA125
como indicador de cancer oral, o las
citoquinas IL6, IL8, TNF alfa y IL1 beta que
en estudios como e del Mahnaz S, y cols
donde se encontré que la IL-6 presentaba un
aumento estadisticamente significativo en
relacion a las otras 2 citoquinas inada
TNFy IL1 alfa con valor de p < 0.05 “® en
un estudio similar Akira K y cols evidenciaron

una elevacion en los niveles tanto de la IL 1
Beta como de la IL6 , y una elevacion no
estadisticamente  significativa de Ia
osteopontina y de la iL8?” todos estos
estudios han evidenciado el aumento en
pacientes con COCE frente a los pacientes
sanos, mosirandose como un posible
biomarcador o indicador que ayude al
diagnostico de lesiones en etapas tempranas
de cancer oral. ®®

Uno de los biomarcadores encontrados en
saliva y quizd el mas relevante son las
interleuquinas, ya que en diversos estudios
las mencionan como posible indicador de
cancer oral, lo que podria llegar a ser una
gran herramienta de diagnostico temprano de
este tipo de patologias, hecho que seria de
mﬂ utilidad en la practica odontolégica.

Acerca de la predisposicion al Cancer oral de
los pacientes que consumen tabaco vy
alcohol, se revisaron 7 articulos que
incluyeron modelos de meta analisis para
establecer la evidencia de la incidencia del
alcohol y el tabaco sobre el cancer oral, el
aumento de los factores de riesgo en las
personas menores de 40 aflos y en las
mujeres por el aumento del consumo de
estos productos, y las explicaciones sobre las
causas por las cuales el aicohol y el tabaco
aumentan el riesgo de contraer cancer oral.
Los articulos destacan en un 100% que Ila
interaccion de tabaco y aicohol aumenta
significativamente el riesgo de cancer
digestivo y que la interaccién entre fumar y
el consumo de alcohol parece ser
responsable de una cantidad significativa de
la enfermedad. #" 9

Se ha reconocido el consumo de alcohol y
cigarrilo como dos de los factores mas
representativos  cientificamente en el
carcinoma oral y faringeo que se encuentra
con mayor frecuencia en el sexo femenino,
esta relacion entre estos dos factores es muy
importante ya que ei etanol que es uno de los
componentes encontrados en el alcohol que
aumenta la permeabilidad del tejido
permitiendo que los componentes
cancerigenos del tabaco penetren vy
aumenten el riesgo de carcinoma en la
cavidad oral.



El resuitado de la revision bibliografica en
cuanto al consumo de bebidas alcohodlicas
indica que el Cancer oral se encuentra
asociado desde un punto de vista
epidemiolbgico con un riesgo aumentado de
desarrollar cancer del tracto gastrointestinal
superior: quelareakzacténdeectud:osque
establezcan esa  asociacion  resuita
complicada, debido tanto a la confluencia de
varios factores de riesgo en una misma
persona, por ejemplo alcohol y tabaco, como
a la falta de datos que puedan ser
comprobables por el clinico. Indican que por
ello no se conoce con exactitud cual es el
mecanismo patogénico responsable de este
aumento de riesgo, ya que el etanol per se
no ha demostrado ser carcindgeno. Se han
propuesto distintas hipbtesis que tratan de
explicar como el etanol, ya sea por via iocal o
sistémica puede actuar como factor de riesgo
en el desarrollo de un cancer oral. Este
trabajo supone una revision de la situacion
actual de los potenciales mecanismos
patogénicos, dividiéndolos en alternativas de
efectos locales, sistémicos, y cinegéticos.
Dentro de los primeros se hace especial
referencia a la alteracion de la permeabilidad
de la mucosa oral, a la accion del

ggﬁ%ﬂg)ehldo y al papel de los retinoides.

La revisién de las técnicas de medicion en
muestras de saliva para la deteccion de
cancer oral en pacientes con predisposicion
permiti6 establecer que existen diversas
técnicas basadas en Ja medicibn de
citoquinas, entre las cuales se destacan:
CBA, espectrometria de masas, sensor
electroquimico y sensor 6ptico.

En la técnica CBA los niveles medios de IL-
1B fueron 1013,5 + 1221,1 pg mi-1 en sujetos
COCE (n = 20) y 376,3 + 576,3 pg mi-1 en
los sujetos control (n = 20). El analisis ROC
resulté en un valor ROC de 0,74 con una
sensibilidad de 80% y una especificidad del
65%, respectivamente. Los niveles medios
de IL-8 fueron 2834,9 + 33856 pg mi-1 en
sujetos COCE (n = 20) y 947,3 £ 2036,8 pg
mi-1 en los sujetos control {n = 20). El
andélisis ROC reveld un valor ROC de 081
con una sensibilidad de 75% vy
especificidad de 80%, respectivamente. e

También se midio ia saliva de IL-8 y los
niveles de IL-18 en los mismos pacientes con

COCE y el control de los sujetos por ELISA.
Los niveles medios de IL-8 mediante el
ensayo de ELISA fueron 33477 + 2929
(COCE, n = 40) y 7594 + 563 pg mi-1
(control, n = 42). El analisis ROC ROC indica
un valor de 0,82 y una sensibilidad y una
especificidad del 875% y 64,3%,
respectivamente. Los niveles medios de iL-
1B fueron 591,5 + 618,7 pg mi-1 (COCE, n =
36) y 79,6 + 57,8 pg mi-1 (control, n = 42). El
analisis ROC indica un valor ROC de 0,84 y
una sensibilidad y &specmc&dad del 63,9% vy
100%, respectivamente. ?

El P-valor entre la periodontitis y el grupo
control se determinaron como 0,098. '?

En la espectrometria de masas al realizar el
analisis ROC de los datos de validacion, el
20 de COCE y 20 sujetos de control, e vaior
de ROC para tiorredoxina se determind que
era 0,71 , y la especificidad y la sensibilidad
se detennmé que el 708% y 70,8%,
respectivamente, con una probabilidad de
corte del 50,1%.

En el sensor electroquimico Mostré una
diferencia  significativa para los dos
componentes: el IL-8 mRNA (W = 810, p =
6,637 10.9) y la proteina IL-8 (W = 820, p =
1,863 10-9), que se calcula utilizando el signo
de Wilcoxon-rank test.
Entre los 2 grupos de sujetos, no hubo
diferencias significativas en funcion de la
edad media: oral carcinoma de células
escamosas {COCE) de los pacientes, de 46
afios F 12,8; sujetos normales, 44,9 afios
(11,9 F test de Wilcoxon, P> 0,8), el género
(p = 1), la historia de mascar (P> 0,08);
antecedentes de tabaquismo (P> 0,27), o la
historia de consumo de alcohol (P> 0,06). “©

Usando el sensor dptico, los medios fueron
439 UA (desviacion estandar = 125 UA) y
320 UA (desviacién estandar = 105 UA) para
el cancer y el grupo control respectivamente.
El analisis de la prueba t confirma que el
cancer oral y de los grupos de control son
estadisticamente significativas, utilizando el
sensor optico con la proteina p <0,05 {(p =
0,007 reales). Los medios de ambos grupos
se caicularon utilizando los valores de
concentracion converlidos, en base a una
curva estandar. Los valores de concentracion
extrapolados son lineaimente relacionada
con los valores de densidad dptica (sefal de



salida) desde el ensayo ELISA. El cancer de
implicar el uso de ELISA fue 1.252 pg / mi
(desviacién estandar = 456 pg / ml) y la
media de control fue de 577 pg / GML
(desviacién estandar = 355 pg / mi). El
analisis t-test también confirmé que el cancer
oral y el grupo control fueron
estadisticamente diferentes mediante ELISA
(p=1e5)."

La curva de ROC demostré que no demostrd
ninguna diferencia estadisticamente
significativa (p = 0,33) (Hanley y McNeil,
1983). Empleando el AUC como un indicador
de la capacidad de prediccion, se puede
concluir que el sensor 6ptico y ELISA tienen
pmtacnon&c s:mﬂares a las pruebas de
dlagnosbco

DISCUSION

En lo que toca a la predisposicion al Cancer
oral de los pacientes que consumen tabaco
y alcohol, fa revision destaca que la etiologia
del cancer oral, como en la mayoria de las
neoplasias malignas, esta ligada a una serie
de factores que al actuar en conjunto
desencadenan su aparicion; fas
predisposiciones genéticas asociadas at
consumo frecuente de tabaco y alcohol
aumentan significativamente el riesgo de
cancer; en nuestra sociedad el tabaquismo y
el alcoholismo son actividades cotidianas y
se pueden identificar consumidores de fodas
las edades, pero sin duda son los fumadores
con un historial de consumo mas prolongado
quienes a pesar de la ausencia de signos
patognoménicos de la enfermedad presentan
maygr probabilidad de desarrollar cancer
oral.

En cuanto al papel de la saliva respecto a
medio diagnostico tiene muy poco tiempo de
implementacion, 20 afios aproximadamente
y ha mostrado ser una gran herramienta para
la deteccién y el diagnostico de cancer y
mostrando una alta sensibilidad y alta
especificidad. Ademas, tiene la proyeccién
para usarlo como herramienta ya que es lo
suficientemente barato y no invasivo lo que
permitiria una aplicabilidad generalizada,
pero algo en lo que coinciden varios autores
es la necesidad de realizar mas estudios con
poblaciones méas numerosas),y delimitar el
numero de biomarcadores a  usar
determinado exactamente de donde proviene

y el porqué se expresan en enfermedades
como el COCE por el momento el
diagnostico definitivo de
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claramente en una biopsia. ¥ @4 23

Los biomarcadores que operan para esie
efecto, se evidencid que las interluquinas son
importantes biomarcadores de la saliva. Son
proteinas solubles de bajo peso molecular
mediadoras de  crecimiento  celular,
inflamacién, inmunidad, diferenciacion y
reparacion, entre ofras actividades. Ademas
de las células del sistema inmune, las
citoquinas son producidas por diferentes
tipos celulares durante la activacion de la
inmunidad innata yadqumda Son el principal
medio de comunicacion celular ante una
invasion microbiana. Las citoquinas sirven
para iniciar la respuesta infamatoria, y para
definir fa magnitud y naturaleza de fa
respuesta mmuneespecrﬁw

Estas proteinas desempefian un papel
importante en el sistema inmune, son
responsables, entre muchas otras funciones,
del crecimiento celular, diferenciacion,
reparacion y activacion celular. Ei mecanismo
de toxicidad para estas moléculas, consiste
de una rapida permeabilizacion de Ia
membrana celular del invasor. Otras
proteinas importantes, son los anticuerpos
naturales, los cuales evitan la propagacion de
infewion% por via sanguinea. Los factores

del complemento desempefiian un papel
clave. ¥

La interleuquina 6 (IL-6- interferon Beta “), es
una proteina de bajo peso molecular soluble,
localizada en el cromosama 7 p15-21 que es
producida por diferentes tipos de células del
sistema inmunitario (fagocitos, células T,
macréfagos) células endoteliales, fibroblastos
y células del tejido adiposo entre otros. Es
una citoquina pro inflamatoria multifuncional,
mediadora en el crecimiento diferenciacion y
reparacion celular, inflamacion, inmunidad, y
se ha asociado al desarrollo de patologias
cancerosas, *4E98)

La IL-8 se produce en muchas células, tales
como queratinocitos, células epiteliales,
sinoviocitos y hepatocitos, por nombrar
algunos. Entre los leucocitos de sangre
periférica, fos monocitos y los neutrofilos mas
que los linfocitos son las fuentes celulares
mayoritarias de IL-8.La IL-8 ejerce muchas



actividades biologicas in vitro e in vivo. La IL-
8 es bien conocida por su actividad
quimiotactica y su capacidad para producir ia
des granulaciéon de los neutrdfilos humanos.
En neutrdfilos tratados con IL-8, se detecta
rapidamente un cambio de forma. También
se observa la liberacion de la proteina de
union a la vitamina B12 de granulos
especificos. La IL-8 también causa la des
granulacion de las particulas azurolos y
liberacion de elastasa y otras hidrolasas, tal
des granulacion se acompaiia del aumento
de una variedad de moléculas de adhesion
en la membrana celular. La des granulacion
también resulta en un aumento en la
expresion del receptor del complemento tipo |
(CRI) y 11 {CR3). La IL-8 es también un factor
quimio tactico para los eosinofilos y para los
g;r)lfocitos humanos, en concreto las células T.

En cuanto a las técnicas de medicion en
muestras de saliva para la deteccion de
cancer oral en pacientes con predisposicion,
éstas permiten fa medicion no solo de las
citoquinas sino también la medicion del ARN
mensajero de las células '”; una de estas
técnicas y quizéd la mas usada por los
investigadores fue la de ELISA, que es una
tecmca estandar para cuantificar la cantidad

de proteina en una solucion. Las proteinas
objeto de la investigacion son inmovilizados
en una superficie y etiquetadas con una
enzima que puede producir continuamente
un producto coloreado que se acumula en la
solucion de detecciéon. Al realizar un
seguimiento de la via de informacion, se
encuentra que la sefial se origina en el
volumen de ia muestra de fluido, se mueve a
la superficie y devuelve al volumen para
finalmente ser detectado. Aunque la sefial es
amplificada por una reaccion enzimética, el
método para tomar mediciones de
absorbencia luminosa (opacidad fluido) es un
principio relativamente insensible frente a los
métodos de fluorescencia optica. '®

La técnica ELISA provee buenos resultados
aunque para muchos es costosa y requiere
de la repeticion del procedimiento las veces
que sea necesario para poder llegar a los
resuitados finales, ya que solo permite la
medicién de un analito a fa vez “* Pero, como
se menciond, en las aitimas décadas se han
desarrollado en adicion a la prueba ELISA
diez nuevas técnicas de medicion. Cuatro se

consideran importantes en esta revision ya
que permiten ias concentraciones salivales
de iL1q, IL6 y IL8 en carcinoma de células
escamosas orales 2 919 "come lo son:
los biomarcadores de fluido oral para la
deteccion de cancer oral a través de
espectrometria de masa " los sensores
electroquimicos para la deteccion de
biomarcadores Muiltiples “. las
inmunoesferas multiplexadas, las cuales
miden la eficacia de varios analitos " y los
sensores Opticos de proteinas para detectar
marcadores de cancer en la Saliva. ¢

CONCLUSIONES

La capacidad de control de cancer oral y
orofaringe depende de dos pilares:
prevencion y diagnoéstico precoz.

Respecto a la predisposicion al Cancer oral
de los pacientes que consumen tabaco y
alcohol, la mayor parte de los autores
coinciden en afirmar que la asociacion del
consumo de alcohol y tabaco aumenta el
riesgo de desarrolio del cancer oral en una
cuantia mayor que o que supondria la suma
de sus efectos. Este cancer se presenta con
mas frecuencia en hombres que en mujeres,
debida al alto consuma de alcohol combinado
con cigamillo, en Ja actualidad se ha
comprobado la forma en que el alcohol y sus
derivados actia sobre la cavidad oral en el
desarrollo del cancer, en recientes
investigaciones se han descrito diferentes
teorias que analizan la forma tanto local
como sistémica en que el etanol actia sobre
fa mucosa oral, convirtiéndose en un factor
de riesgo importante en {a aparicion de dicha
patologia. [OYF])

Aunque el tabaquismo y el alcoholismo no
son los Unicos factores predisponentes para
fa aparicion de cancer oral, son los mas
determinantes debido, al consumo conjunto
{Alcohol-cigarrilio) y a que sus componentes
generan un grado elevado de adiccion lo que
incrementa no solo la frecuencia sino el
tiempo de consumo. a

En cuanto al papel de la saliva en la
deteccién de cancer oral y los biomarcadores
que se utilizan para este efecto, uno de los
aspectos mas importantes y de interés para
el diagnostico precoz del COCE, es la
presencia de  niveles alterados de



biomarcadores en las muestras de saliva, ya
que se logra presumir la aparicion a futuro de
la enfermedad sin que se haya manifestado
sistémica o localmente, y sin lugar a duda
g)s(tg permitird que se logre desviar su curso.

Los biomarcadores en la actualidad son
utilizados como medios diagnodsticos
avanzados para la deteccion de diversas
patologias las cuales tienen evidencia que
producen cambios a nivel sistémico en
sangre como lo son el sida y cancer, etc.
estos se utilizan de una manera biomolecular
teniendo en si la capacidad de deteccion de
ciertas proteinas que pueden formar un
vinculo biolégico con la patologia que se
investiga y/o sospecha debido a su alta
sensibilidad. ®

En la actualidad se utilizan diferentes
técnicas para el diagnostico temprano del
cancer de células escamosas; estas técnicas
son de facil uso y aplicacidn para el
odontélogo ya que deben ser realizadas por
medio de muestras salivales. Las cuales
consisten en citometrias de flujo que se usan
como meétodos para la cuantificacion de
analitos. (MX2XEXS)

Los biomarcadores de la saliva analizados
muestran algunas limitaciones para su uso
en diagnostico clinico. Sin embargo, salivales
iLt-8 e {6 mostraron normalizacion,
especificidad, comodidad y buena
sensibilidad. Frente al proceso inmunitario
Jlas interleuquinas son el principal medio de
comunicacion intracelular, estas sirven para
iniciar la respuesta inflamatoria y para regular
la magnitud de la respuesta inmune, y se
inducen cuando los patégenos entran en
contacto con fos fagocitos; IL6 estimula fa
sintesis de fibrindgeno ante los diversos
estimulos inflamatorios, también estimula la
diferenciacion de las células B a células
productoras de anticuerpos y de otras
proteinas como la al-antitripsina y la PCR,
sin embargo cuando el estimulo para la
produccion de las citoquinas, se presenta en
grandes cantidades esta puede entrar al
torrente sanguineo  y junto con ofras
citoquinas, funcionar como pirdgenos
endégenos, inducen a un estado febril,
contribuyen iambién a una gama de
procesos fisiolégicos vy fisiopatolégicos
aumentando la secrecion del factor de

transcripcion AP-2 el cual es un potente
regulador del ciclo celular que activa ios
oncogenes Ras y cerB2, también inactiva el
gen supresor de tumores mediante el apoyo
a hipermetilacion resultando en la supresion
de la apoptosis celular y el crecimiento
incontrolado.

En el desarrollo de patologias cancerosas se
ha evidenciado que en el suero y en la
saliva hay un aumento en sus niveles lo que
llevaria inferir que, es posible que esta influya
de cierta forma en el crecimiento celular,
puesto que es promotora de la angiogenesis
la invasion y la interrupcion de la neoplasia
puesto que son citotoxicas inhibiendo la
progresion o causando necrosis, el origen
exacto de la IL6 en los procesos Cancerosos
no es claro pero se ha evidenciado que
pueden tener origen o en las células
tumorales, o por el estromas de los
macrofagos alli presentes, sin embargo los
niveles de IL6 serian predictores de un mal
prondstico de cancer oral. ®¢

Sobre las técnicas de medicion en muestras
de saliva para la deteccién de cancer oral en
pacientes con predisposicion, se concluye
que en general estas técnicas usadas en la
ultima década, arrojan buenos resultados y
fienen como caracteristica seguir
formulaciones como las de CBA (Cytokine
Bead Array) la cual ha sido utilizada en
diferentes investigaciones para medir [as
citoquinas IL-8, IL 1-B, IL-6, IL-10, TNF. IL-
12p70. *?

“Los ensayos de CBA proveen un método de
captura de un analito soluble o un conjunto
de analitos con particulas de tamaiio
conocido y fluorescencia, haciendo posible la
detencion de estos analitos a través de la
citometria de fiujo” 2

A diferencia de la prueba de ELISA estas
técnicas permiten la medicion de varios
analitos en wuna sola muestra, su
caracteristica mas relevante es ia mezcia de
diferentes analitos de varics tamaiios que
hacen de este medio el mejor existente en el
momento para el desarrollo de este tipo de
investigaciones, igualmente aportan permite
obtener los datos desde una cantidad minima
de muestras, la comparacion con estudios
anteriores, existentes del mismo tipo, y
ademas estas técnicas facilitan la “evaluaciéon



mas rapida de muestras mdltiples en una
sola plataforma”. En conclusion se puede
decir que estas nuevas tecnologias ademas
de ser innovadoras proporcionas la
realizacion de investigaciones en donde es
posible hacer las mediciones de ciertas
citoquinas para liegar a los resunados
deseados a través de un grupo de multiples
analitos en muestras pequenas. '? 415 e

RECOMENDACIONES

Se requieren campaias educativas en el
nivel local, y nacional para educar al piblico
acerca de los factores de riesgo y sintomas
de signos tempranos asociados con esta
enfermedad. Los individuos también deben
ser alentados a solicitar examenes orales
profesionales regulares por un dentista o
médico. Los profesionales de la salud deben
ser alentados a realizar examenes de cancer
oral como parte de su régimen de cuidado
del paciente y para estar bien informadas de
signos tempranos de cancer oral.

Como el cancer oral sigue siendo una
enfermedad mortal, validacion clinica a gran
escala es necesaria ya que estos dos
marcadores pueden desempefiar un papel
rutinario de deteccion de cancer oral.

En lo que toca a las técnicas de medicion en
muestras de saliva para la deteccion de
cancer oral en pacientes con predisposicion,
las técnicas que permiten el uso de la saliva
como alternativa para el diagnéstico o como
elemento para monitorizar fa evolucion de
determinadas enfermedades o la dosificacion
de determinados medicamentos, es una via
prometedora. Se considera que los
profesionales de la salud oral pueden
aumentar su capacidad para el diagnostico
mediante la obtencion y aprendizaje de test
de uso sencillo, como los que utilizan el
medio salival que tiene ventajas en
accesibilidad y la ausencia de métodos
cruentos para obtener la muestra y que
ofrecen que la saliva sea un valioso
instrumento diagnéstico.
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