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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 diagnostico 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 razén que se hace
imperativo un medio de diagnostico precoz, que sea de facil recoleccion y que

brinde algun 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 atencién muy limitado, falta de examenes completos,
diagnosticos tardios; demoras pos consultas odontologicas del analisis clinico,
requerimientos de remisiones a niveles mas especializados. Como resultado en

la mayoria de los casos, una vez se logra la atencion, 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.
(2)(3)(4)(5)(6)

Por otra parte los factores predisponentes para la aparicion del cancer oral, son
multiples, 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 carcindgeno para los seres humanos. ©

Epidemiolégicamente 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 dificil presumir que el etanol es el determinante principal para la

progresion de esta patologia. ©7

En la revision adelantada se encontré que la saliva ha demostrado ser Util en la
vigilancia de diversas patologias que por una u otra razon, componentes no
habituales de esta llegan a la saliva, sea intra celular o extra celularmente (difusion
pasiva, transporte activo, ultrafiltracion) 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 establecid 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, lo 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 odontologica. ®®X10:

Las interluquinas son proteinas solubles de bajo peso molecular mediadoras de
crecimiento celular, inflamacion, inmunidad, diferenciaciéon y reparacion, entre
otras actividades. Ademas de las células del sistema inmune, las citoquinas son
producidas por diferentes tipos celulares durante la activacion de la inmunidad
innata y adquirida. Son el principal medio de comunicaciéon 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 la medicion
de citoquinas se han desarrollado 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 la repeticion del
procedimiento las veces que sea necesario para poder llegar a los resultados
finales, ya que solo permite la medicion de un analito a la vez. Pero en las ultimas
décadas se han desarrollado nuevas técnicas de mediciéon de las concentraciones

salivales de TNFq, 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 , sensores electroquimicos para la deteccion de
biomarcadores Multiples . inmunoesferas multiplexadas, el cual mide la eficacia de
varios analitos sensores opticos de proteinas para detectar marcadores de cancer

en la saliva, (12(140(15)16)

En general estas técnicas usadas en la Ultima década, arrojan 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 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 tamafio conocido y fluorescencia, haciendo posible la detencion de

estos analitos a través de la citometria de flujo” 7

El objetivo de la presente investigacion es identificar la evolucion de las diversas
técnicas de medicion 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).



1. ASPECTOS TEORICO-CIENTIFICOS
1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad no hay un método o técnica sencilla que arroje diagnésticos de
cancer oral en estadios iniciales y aunque se ha avanzado en la prevencién, aun
las tasas de mortalidad y la incidencia van en aumento tanto en Colombia como en
el mundo; siendo necesario un método diagnostico para la deteccién temprana
donde el tratamiento es mucho mas conservador y efectivo puesto que en estas
etapas la ausencia de signos de alerta es nula, es por esta razén que se hace
imperativo un medio de diagnostico precoz, que sea de facil recoleccién y que

brinde algun tipo de indicador o biomarcador en un fluido corporal.

Debido a estudios recientes basados en la medicion de citoquinas se han
desarrollado multiples formas y técnicas para dicho procedimiento, estas técnicas
permiten la medicion no solo de las citoquinas sino también la medicién 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 la repeticion del procedimiento las veces
que sea necesario para poder llegar a los resultados finales, ya que solo permite la
medicion de un analito a la vez. Pero en las Ultimas décadas se han desarrollado
nuevas técnicas de medicion de las concentraciones salivales de TNFa, IL1a, IL6
y IL8 en carcinoma de células escamosas orales, como lo son: biomarcadores de
fluido oral para la deteccion de cancer oral a través de espectrometria de masa,
sensores electroquimicos para la deteccion de biomarcadores Miuiltiples,
inmunoesferas multiplexadas, el cual mide la eficacia de varios analitos, sensores

opticos de proteinas para detectar marcadores de cancer en la Saliva ("@@®®)

En general estas técnicas usadas en la Gltima década, arrojan buenos resultados

y tienen como caracteristica seguir formulaciones como las de CBA (Cytokine
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Bead Array) la cual ha sido utilizada en diferentes investigaciones para medir las
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 tamafno conocido y fluorescencia, haciendo

posible la detencién de estos analitos a través de la citometria de flujo”. ©

A diferencia de la prueba de ELISA estas técnicas permiten la mediciéon de varios
analitos en una sola muestra, su caracteristica mas relevante es la mezcla de
diferentes analitos de varios tamafos que hacen de este medio el mejor existente
en el momento para el desarrollo de este tipo de investigaciones, al igual permite
obtener los datos desde una cantidad minima de muestras, la comparaciéon con
estudios anteriores, existentes del mismo tipo, y ademas estas técnicas facilita la
“evaluacion mas rapida de muestras mdultiples en una sola plataforma”. En
conclusion se puede decir que estas nuevas tecnologias ademas de ser
innovadoras proporcionas la realizacién de investigaciones en donde es posible
hacer las mediciones de ciertas citoquinas para llegar a los resultados deseados a

través de un grupo de multiples analitos en muestras pequefias. ©©

Ante lo anterior se encuentra que es importante adelantar una revisién

bibliografica que permita conocer:

1.1.1. ;CUALES SON LAS TECNICAS DE MEDICION EN MUESTRAS DE
SALIVA QUE PERMITAN LA DETECCION DE CANCER ORAL EN
PACIENTES CON PREDISPOSICION?

1.2. JUSTIFICACION

El cancer es la segunda causa de muerte en los paises desarrollados y en los

paises en desarrollo figura entre las tres principales causas de muerte de los
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adultos, dentro de las muertes mundiales se le atribuye a esta enfermedad el 13%

superando inclusive las cifras de sida y tuberculosis. ")

El cancer oral es uno de los mas comunes y constituye casi el 50% de los

canceres diagnosticados en los hombres. ®

Este cancer ocupa a nivel mundial el sexto lugar de causas de mortalidad
incrementando su incidencia en jovenes y mujeres. Esta patologia esta
relacionada con diversos factores de riesgo entre los cuales se pueden
mencionar: deficiencia nutricional, mala higiene oral, tabaco y alcohol; siendo las
poblaciones mas relacionadas las ubicadas en los continentes de Asia, Europa y
América en edades comprendidas entre 50 y 60 afios. Teniendo en cuenta lo
anterior y evidenciando la influencia de los factores de riesgo que con frecuencia
predisponen a los individuos, se logra relacionar a su vez el nivel socio-econémico
de la poblacion individual y colectiva como un determinante social de la
enfermedad. En estudios realizados a nivel mundial se ha reportado que el cancer
oral presenta una alta incidencia en la poblacion de la India representandose en
un 40% de los canceres reportados mundialmente; este porcentaje continua
creciendo en la poblacion Indu debido a las costumbres y habitos de consumo de
productos tales como panmasala y gutkha, relacionados con la fabricacion de

productos alimenticios de uso frecuente. ©

A nivel nacional el cancer es el causante del 15% de las muertes, dentro de las
cuales se encuentran mas afectadas las personas entre los 60 y 80 afios siendo el
de estomago el principal cancer entre mujeres y hombre, seguido por el de

prostata y pulmon en hombres y de cuello uterino y mama en mujeres. %

En los ultimos afos 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
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aumento tan significativo, podemos ver que este cancer esta atacando

progresivamente. 1% (")

El cancer oral es una neoplasia maligna originada por la hiperplasia de las células
convirtiéndolo en uno de los mas dificil 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 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. '?

Otro factor al que se le puede atribuir el retardo en el diagnostico y tratamiento es
la ineficacia de los centros de salud debido a que no se estan ofreciendo servicios
integrales, a causa de un tiempo de atencion muy limitado y que no permite un
examen completo y un correcto diagnostico de forma oportuna; en el caso del
cancer oral por lo general se sospecha de la presencia de este en la consulta
odontolégica a través del andlisis clinico y en casi todos los centros de nivel
primario no se toman las medidas necesarias por la simple sospecha,
remitiéndolos a niveles mas especializados prolongando el tiempo de espera para
acceder al servicio, y en la mayoria de los casos, una vez se logra la atencion, se
encuentra la enfermedad en etapas mas avanzadas dando como resultado un
tratamiento mas agresivo, prolongado y radical, comprometiendo la calidad de vida

del paciente. (10(1D(13)(14)15)

Por otra parte y teniendo en cuenta los factores predisponentes mencionados para
la aparicion del cancer oral, 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 carcindgeno para los seres humanos. Epidemiolégicamente se ha

descrito que el alto consumo de alcohol combinado con el consumo de tabaco
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potencializan el riesgo de desarrollar cancer oral; es por esto que es dificil
presumir que el etanol es el determinante principal para la progresion de esta

patologia. (0"

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

cuantificacion de analitos. (@

Es por esto que vemos la necesidad de analizar las diferentes técnicas usadas en
la actualidad y la aplicacion odontolégica para la deteccion temprana del cancer

oral de células escamosas

1.3. PROPOSITO

La evaluacion de los avances en las técnicas en muestras de saliva que permiten
determinar el riesgo de un individuo a desarrollar cancer oral, pueden ser de gran
ayuda en el area de la odontologia debido a que, estableciendo la efectividad de
cada una de ellas y sus aplicaciones en el campo clinico, serian a futuro una
herramienta que evidencie la incidencia de la patologia en el pais, logrando
implementar politicas de prevencion de este tipo de enfermedades de forma

temprana en el territorio nacional.

1.4. MARCO TEORICO
1.4.1. UNIDAD TEMATICA 1: CANCER ORAL

El cancer es una enfermedad que afecta cualquier parte del cuerpo, la principal

caracteristica de esta patologia es la transformacion del tipo de célula y
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multiplicacion de ellas de forma anormal, invadiendo las zonas adyacentes, y en
ocasiones propagandose a diferentes 6rganos ya sea por via hematogena o
linfatica, este proceso se denomina metastasis; siendo este la caracteristica

principal de malignidad. "®1®19)

Esta enfermedad inicia con la modificacién de una célula normal para convertirse
en una tumoral, este procedimiento de transformacion tiene varios ciclos,
desencadenandose un proceso premaligno y posteriormente en un tumor
maligno; las alteraciones que producen la transformacion celular son una
combinacion entre factores genéticos, carcinogénicos externos, fisicos los cuales
pueden ser causados por diferentes radiaciones como las ultravioleta o ionizantes,
factores quimicos encontrados en alimentos de consumo diario como las
aflatoxinas, arsénico o el amianto, componentes del humo del cigarrillo, y
biolégicos producidos por infecciones desencadenadas por virus bacterias o

parasitos. (1929

El cancer es la patologia que mayor indice de mortalidad presenta a nivel mundial,
el diagnostico temprano es el principal factor influyente para la prevencion y
tratamiento eficaz de la entidad, reduciendo asi los altos indices de muerte que
presenta; lo primordial para poder llegar a dar un diagnostico temprano es conocer

los posibles signos y sintomas en sus etapas primarias. (19)21)

El tamizaje es otra ayuda importante dentro de la temprana deteccién del cancer,
la aplicacion de diferentes pruebas a cierto grupo de individuos asintomaticos,
ayuda a descubrir anormalidades que indican cancer y de esta forma poder ser
remitido a centros médicos especializados en el tema para poder dar inicio al

respectivo tratamiento. "

Dentro del tratamiento del cancer se encuentran muchas opciones las cuales
pueden ser efectivas dependiendo del diagnostico temprano o no, algunos de los
canceres que tiene mejor pronostico por la temprana deteccién son el mamario,

colorrectal, cervicouterino y bucal. %2
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El cancer oral es el cancer localizado en la cavidad bucal y la orofaringe. Puede
describirse generalmente como un crecimiento y una propagacién descontrolada

de células anormales, dentro de la cavidad oral o el menton. 12

1.4.2. UNIDAD TEMATICA 2: TABACO Y ALCOHOL, FACTORES
PREDISPONENTES

Siempre se ha dicho que la etiologia del cancer es multifactorial, es decir mas de
un factor debe estar involucrado y presente en el sujeto para que se pueda
desarrollar la patologia, establecer e identificar estos factores de riesgo es de

gran importancia.

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; las predisposiciones genéticas asociadas al 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 todas las edades, pero sin duda son los fumadores
con un historial de consumo mas prolongado quienes a pesar de la ausencia de
signos patognomoénicos de la enfermedad presentan mayor probabilidad de

desarrollar cancer oral. ?®

Este cancer se presenta con mas frecuencia en hombres que en mujeres, debido
al alto consumo de alcohol combinado con cigarrillo, en la actualidad se ha
comprobado la forma en que el alcohol y sus derivados actua 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 la mucosa oral, convirtiéndose en un factor de riesgo

importante en la aparicion de dicha patologia. *@%
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Aunque el tabaquismo y el alcoholismo no son los Unicos factores predisponentes
para la aparicién de cancer oral, son los mas determinantes debido, al consumo
conjunto (Alcohol-cigarrillo) y a que sus componentes generan un grado elevado

de adiccion lo que incrementa no solo la frecuencia sino el tiempo de consumo. ¥

Existen otros factores, que aunque en menor grado, desencadenan lesiones
carcinogenas en cavidad oral; estan entre ellos patologias como el liquen plano
oral, una compleja enfermedad cronica e inflamatoria que se activa en piel y
mucosa, la sifilis, aunque la evidencia de una estrecha relacién entre la aparicion
del cancer oral y la preexistencia de esta enfermedad es poca, en Estados Unidos
informes del 2002 indican que pacientes con cancer oral reportaban historia
positiva de sifilis; también estd asociado a esta patologia el uso de protesis
dentales desadaptadas o deterioradas y en un grado menor pero determinante la

nutricion del individuo.®®

La radiacion es otro factor de riesgo siendo la luz ultravioleta la mas agresiva,
seguida por la irradiacion x que es usada como tratamiento de de tumores, aun
que esta puede producir a largo plazo otro tumor maligno, es importante decir que

el cancer oral no esta asociado a los rayos dentales. “®

La presencia de virus tienen cierta implicacion en la formacion de neoplasia
especialmente en personas inmunocomprometidas (con trasplante o personas con
VIH) virus como el virus de Epstein bar, el citomegalovirus y Virus de papiloma
humano(VHP), se han encontrado numerosos tipos de canceres relacionados con
virus, sarcoma de kaposi(VIH), carcinoma de mucosas (virus herpes simple),
también se ha visto cancer en cavidad oral en pacientes con HPV, sin tener otro
tipo de factores de riesgo, solo una historia de vida sexual de contacto orogential ,
lo que llevaria a sugerir que seria un tipo de enfermedad de trasmision sexual el

desarrollo de cancer en aquellos pacientes VPH positivos. #°#°)
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1.4.3. UNIDAD TEMATICA 3: SALIVA, MEDIO DIAGNOSTICO

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 (difusién 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 farmacoldgicas, hormonales,
virus, bacterias entre otras, se ha usado para detectar VIH, Hepatitis, VPH entre

otros. ®@7)

La presencia de drogas, en la saliva se ha utilizado para monitorear los niveles
del compuesto activo; en barbituricos, benzodiacepinas, ciclosporinas entre otros,
la presencia de tiocianato como indicador de fumador activo o pasivo. Drogas

alucinégenas 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 como la presencia de la proteina p53 como indicador de cancer oral, o
las citoquinas IL6, IL8 y TNF alfa que en estudios se ha evidenciado el aumento
en pacientes con COCE frente a los pacientes sanos, mostrandose como un
posible biomarcador o indicador que ayude al diagnostico de lesiones en etapas

tempranas de cancer oral. *%

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 diagnodsticos avanzados para la deteccion de diversas patologias las

cuales tienen evidencia que producen cambios a nivel sistémico en sangre como
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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. ¢”

1.4.4. UNIDAD TEMATICA 4: INTERLUQUINAS, BIOMARCADOR

Uno de los biomarcadores encontrados en saliva y quiza el mas relevante son las
interluquinas, 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 mucha utilidad en la

practica odontologica. 20/#7)(28)

Las interluquinas son proteinas solubles de bajo peso molecular mediadoras de
crecimiento celular, inflamacién, inmunidad, diferenciacion y reparacion, entre
otras actividades. Ademas de las células del sistema inmune, las citoquinas son
producidas por diferentes tipos celulares durante la activacién de la inmunidad
innata y adquirida. Son el principal medio de comunicaciéon celular ante una
invasion microbiana. Las citocinas sirven para iniciar la respuesta infamatoria, y

para definir la magnitud y naturaleza de la respuesta inmune especifica.

Estas proteinas desempefan un papel importante en el sistema inmune, son
responsables, entre muchas otras funciones, del crecimiento celular,
diferenciacién, reparacion y activacion celular; EI mecanismo de toxicidad para
estas moléculas, consiste de una rapida permeabilizacién de la membrana celular
del invasor. Otras proteinas importantes, son los anticuerpos naturales, los cuales
evitan la propagacion de infecciones por via sanguinea. Los factores del

complemento desempefian un papel clave. ®®
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La interleuquina 6 (IL-6- interferon Beta “), es una proteina debajo 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 diferenciacién vy
reparacion celular, inflamacion, inmunidad, y se ha asociado al desarrollo de

patologias cancerosas. “®®@90

Frente al proceso inmunitario son el principal medio de comunicacién intracelular,
estas sirven para iniciarla respuesta inflamatoria y para regular la magnitud de la
respuesta inmune, y se inducen cuando los patégenos entra en contacto con los
fagocitos; IL6 estimula la sintesis de fibrindbgeno ante los diversos estimulos
inflamatorios, también estimula la diferenciacion de las células B a células
productoras de anticuerpos y de otras proteinas como la a1-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 vy junto con otras
citoquinas , funcionar como pirégenos enddégenos, inducen al un estado febril,
contribuyen también a una gama de procesos fisiologicos y fisiopatoldgicos
aumentando la secrecion del factor de transcripcion AP-2 el cual es un potente
regulador del ciclo celular que activa los oncogenes Ras y cerB2, también inactiva
el gen supresor de tumores mediante el apoyo a al 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 vy la interrupcién de la neoplasia puesto que son
citotoxicas inhibiendo la progresién 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
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presentes, sin embargo los niveles de IL6 serian predictores de un mal prondstico

de cancer oral. ¥

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, los 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 la des granulacion de los neutréfilos humanos. En
neutrofilos tratados con IL-8, se detecta rapidamente un cambio de forma.
También se observa la liberacion de la proteina de unién a la vitamina B12 de
granulos especificos. La IL-8 también causa la des granulacion de las particulas
azurolos y liberacién de elastasa y otras hidrolasas, tal des granulacién se
acompafia 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 lll (CR3). La IL-8 es también
un factor quimio tactico para los eosinofilos y para los linfocitos humanos, en

concreto las células T. ©
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1.5 OBJETIVOS

1.5.1 GENERAL

1. Identificar la evolucion de las diversas técnicas de medicion 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)

1.5.2 ESPECIFICOS

1. Determinar la prevalencia e incidencia de cancer oral a nivel mundial.

2. Reconocer la interaccién de los factores predisponentes (cigarrillo y alcohol)
en el desarrollo del cancer oral.

3. Destacar la importancia de la saliva como medio diagnostico para la
deteccion temprana de cancer oral.

4. Establecer la utilidad de las citoquinas IL6 — IL8 como biomarcadores para
la deteccién de cancer oral.

5. Determinar la efectividad de las diversas técnicas de medicion en muestras
de saliva que permiten detectar aumento de los niveles de citoquinas (IL 6)
(IL 8) como posible indicador de céancer oral en pacientes con

predisposicion (fumadores y alcohdlicos)
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2. ASPECTOS METODOLOGICOS

2.1 TIPO DE ESTUDIO

e Revision de la literatura

2.2 OBJETO DE ESTUDIO

e Deteccién de interluquinas IL6 - IL8 en saliva por medio de la sensibilidad

de las diferentes técnicas.

2.2.1 MATERIAL OBJETO DE ESTUDIO

Articulos Cientificos

2.3 CRITERIOS DE SELECCION
2.3.1 CRITERIOS DE INCLUSION
1. Articulos publicados durante el periodo 2000-2011.

2. Articulos que incluyan estudios analiticos y experimentales que utilizan

técnicas de deteccion objeto de la revision.
3. Articulos sin discriminacién de raza, edad, genero
4. Articulos referentes a factores predisponentes como alcohol y cigarrillo.

5. Articulos referentes a cancer, cancer oral y cancer cabeza y cuello.
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2.3.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

e Articulos cientificos relacionados con técnicas no salivales para deteccion

del cancer oral.

¢ Revisiones de la literatura

2.4 INSTRUMENTO DE RECOLECCION
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Oral
Patients

Cancer

mU/mL

Glataion S Tranferasas (GST)
30% (P <.05) 230 ng/mL to
161 ng/mL
superoxidasa (SOD)

34% (P <.05) 1.25 U/mL to 0.90
U/mL

acido urico
69% (P <.01)
412 mg/mL to 1.30 mg/mL

Analisis de especies de nitrogeno
El analisi de las especies reactivas
de Nitrogeno (RNS)
NO

NO2

NO3

ARTICULO REFERENCIA T DE POBLACION VARIABLES RESULTADOS CONCLUSION-RECOMENDACION
ESTUDIO
F| A meta-analysis of | V Bagnardi, et al. A meta- | Revision de la | *Articulos cientificos a partir de El riesgc relativo con respecto al | No se encontraron resultados coherentes para el cancer
A| alcohol drinking and | analysis of alcohol drinking | literatura. 1966 hasta 2000 alto consumo de alcohol *Cénceres | de estomago y pancreas No hay tampoco ninguna
C| cancer risk and cancer risk. British *Control de caso o estudio de de la cavidad bucal y la faringe (RR | comprensién clara sobre los posibles mecanismos por los
T Journal of Cancer (2001) cohorte  publicado comc un = 60 por 100 g Dia) | cuales el alcohol puede actuar como un co-cancerigeno
[e) 85(11), 1700-1705 articulo original. *Esofago (RR = 4.2) | sobre estos sitios
R *Conclusiones expresadas como *Laringe (RR = 3.9) En
E proporcion de probabilidades o menor proporcién
S riesgo relativo considerando al *Canceres del estomago (RR =
menos 3 niveles de consumo de 1.32).
P alcohol. *Higado (RR = 1.86)
R *Pecho (RR = 1.7 por 50g dia y 2.7
E por 100g dia ) Las
D tendencias mas débiles Cancer de
I pulmoén (RR = 1.08) Prostata (RR =
S 1.19)
P
o
N
E
N
T
E
)
Andlisis de saliva Casos y controles 25  pacientes  con  COCE | Peroxidasa Concentracion de antioxidantes | hallazgo de este estudio fue que la composicién de la
en pacientes con 25 pacientes sanos Glutation especificos salivales | saliva de los pacientes con COCE se altera
cancer oral Tranferasa peroxidasa, GST y SOD enzimas | sustancialmente con respecto a el libre mecanismos de
Superoxidasa and UA molécula | los radicales implicados
dimutasas peroxidasas El ADN de la saliva y las proteinas en estos pacientes se
Salivary Analysis in Acido urico 38% (P < .05) 386 mU/mL to 280 | comprobd que estaban profundamente oxidado, mientras

que  todos los analisis de saliva RNS
fueron significativamente
El papel de la saliva y el estrés oxidativo en la
patogénesis del cancer oral y orofaringeo que se basen
en el
contacto cada vez mas continua e intima entre la saliva y
la mucosa (de donde se desarrolla este tipo de cancer).
Como la saliva puede ser facilmente controladas y
cosechada (por su
antioxidantes, productos nitrosacion, ADN, proteinas
oxidadas, etc), tenemos una oportunidad unica para
evaluar y tal vez incluso intervenir, con agentes local
terapéuticos que actlian como antioxidantes que pueden
ser facilmente aplicado a la mucosa. Ademas, estas
alteraciones oxidativas salivales demostraron que puede
ser utilizado para fines de diagnéstico, como hemos
sugerido recientemente para la ofra" tradicional"
tumorales marcadores




Salivary
concentration of
TNFa, IL1a, IL6,
and IL8 in oral
squamous cell
carcinoma

*Concentracion

salivar de TNFa,
IL1a, IL6, y IL8
carcinoma oral de
células escamosas

Casos y control

Pacientes con COCE
Pacientes control

Edad, genero,
MGI(indice gingival
modificado)

Al andlisis de ELISA en saliva no
estimulada muestra IL-8 aumento de
nivel en pacientes con COCE
estad(sticamente significativo
TNF-a IL-1a y IL-8 niveles mayores
que en pacientes con COCE que en
los de control pero sin relevancia
estad(stica.

IL-6: (mean 2 Std: IL-8-OSCC = 40.9
% 79.5 pg/ml versus control = 2.5 ¢
13 pg/ml; P < 0.05
IL-8: (mean %t Std: IL-8-OSCC =
1093.,7 + 1089.0 pg/ ml versus
control = 700.7 + 1031.5 pg/ml; p >
0.05)

IL-6 tiene futuro como biomarcador infermative de COCE
Se debe tener en cuenta condiciones inflamatorias que
interfieran con los resultados

Realizar otros estudios con una muestra mayor
Estudiar otros tipos de moléculas como posibles
biomarcadores.
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Comparison of
Salivary  Cytokine
Levels in Oral
Cancer  Patients

and Healthy
Subjects
*Comparacién  de
niveles de citokinas
salivales en
pacientes . con
cancer oral vy
sujetos sanos.

Casos y control

Pacientes con cancer en cavidad

oral (lengua
Pacientes

enclas)
sanos.

gdm ,8ex0

IL-1 Beta aumentado en pacientes
con céncer oral en 158pg/ml en

pacientes 14,1pg/ml  hubo
diferencia significativa (t-
Test:P<0.05)

IL-6 en pacientes con céncer oral
aumento 86.5pg/ml a diferencia del
grupo de control que no lo hizo,
hubo diferencia significativa (t-
Test:P<0,05)

Il 8 y osteopontina hubo aumento
pero la diferencia no fue significativa

IL-8 es un potencial biomarcador,

Examinar micro arrays para verificar el porqué del
aumento de IL-6 en saliva.

Investigar la influencia de la enfermedad periodontal.




Salivary Levels of
Proinflammatory
Cytokines,
Potential
Biomarkers in the
Diagnosis of Oral
Squamous Cell
Carcinoma

Estudio de los
niveles séricos y
salivales de
citocinas
proinflamatorias,
posibles
biomarcadores en
el diagnostico de
carcinoma oral de
células escamosas

20 sanos de contic!

| Edad Geelo 1,
118 111 afa GM
CSf tanto en suero
como en saliva

I

wer e, -

en E'.’ﬁ«‘a‘g‘l‘.ﬁs"u‘co‘ en los pacientes
con COCE.
IL-6 en suero era Uutil en el
diagnostico de pacientes con COCE
IL-8 en suero y saliva fueron muy
utiles en el diagnostico de pacientes
COCE

- L(@s-
proinflamatorias y proangiogénico y son detectables en el
suero y saliva de pacientes con COCE. Estas citoquinas
aumentan la patogenicidad de COCE y pueden ser de
gran utilidad como biomarcadores para el diagndstico.
El uso de saliva ha sido factor. criticado como un medio
de diagnostico ya que los analisis informativos estan
presentes generalmente en cantidades mas bajas que en
la saliva suero de ensayo basado podria ser una
herramienta complementaria rentable en el diagnéstico de
pacientes con COCE
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Interleukin 6 and
Interleukin 8 as
Potential

Biomarkers for Oral

Cavity and
oropharyngeal
Squamous Cell
Carcinoma

*Interluquinas 6 e
interluquina 8 como
potencial
biomarcador para
carcinoma
escamocelular para
cavidad oral vy
orofaringe

Casos y control

Pacientes con COCE en etapa T1
o T2 cavidad oral o orofaringe sin
tratamiento alguno
Pacientes sin historia de cancer
fumadores

Edad, sexo, uso de
alcohol, uso de
cigarrillo

Se encontraron aumentos
significativos en los niveles de
proteinas y mRNA

No se encontraron diferencias entre
los sujetos fumadores y no
fumadores

IL-8 tuvo una mayor concentracion
en saliva
IL-6 tuvo mayor concentracién en
suero

En base a los datos, para IL-8 en la
saliva, un valor umbral de 600 pg /
ml produce una sensibilidad del 86%
y una especificidad del 97%. Del
mismo modo, para la IL-6 en el
suero, un valor de umbral de mas de
0 pg / ml rendimientos una
sensibilidad del 57% y wuna
especificidad del 100%. Para una
combinacion de IL-8 proteina en la
saliva y la IL-6 proteina en el suero,
un valor de umbral superior a 600
pg / ml de IL-8 en la saliva y mayor
que 0 pg / ml de IL-6 en los
rendimientos de suero una
sensibilidad de 99 % y una
especificidad del 90%.

Los niveles no estan sujetos a sexo edad, uso de alcohol
o cigarrillo.
Los niveles de IL 6 disminuyen con las terapias de
radioterapia y quimioterapia
116 1l 8 como prometedores biomarcadores de cancer oral

Puede tener aplicaciones en ofras aéreas si se investiga
La utilidad de estos biomarcadores se vera reflejad si
diagnostica en etapas tempranas.

El siguiente paso es la creacion de electro mecanico
micro o0 nano sistemas
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detection by
salivary biomarkers
in a Serbian
population

*Deteccion de
carcinoma oral de
células escamosas
por biomarcadores
salivales en
poblacion serbia.

En etapas T -T4
51 pacientes sano de control

salivales (IL 8,
IL1By m2bp)

6 mRNA ( IL8,
IL1B,
SAT1,S100P)
Edad, genero
fumadores

importante para el cancer de etapa
oral temprana (T1/T2) (p = 0,008),
pero no es discriminatoric para el
cancer de etapa tardia (T3/T4) (p =
0,49)

ARNm IL1B se comporté de la
manera opuesta, con p = 0,82 para
T1/T2 yp = 0,02 para T3/T4 COCE,
respectivamente

OAZ1 es el unico marcador que no
fue validado como un solo marcador
y no mejorar el rendimiento de los
marcadores combinados  Proteina
IL1B y proteina IL8, asi como ARNm
S100P  fueron los que mas
aumentaron entre todos los
pacientes con COCE vy controles
con un doble cambio de 3,96, 3,09 y
3,24, respectivamente
Marcadores combinados
demostraron  ser el mas fuerte
discriminador del COCE (proteina
IL1B + SAT1 mRNA+ DUSP1
ARNm), 0,85 para T1-T2 (ARNm
IL1B + SAT-1 mRNA+ DUSP1
ARNm), y 088 para T3 -T4
(proteina IL1B+ DUSP1 ARNm)
La sensibilidad / especificidad para
estos grupos 0.89/0.78, 0.67 / 0.96,
y 0.82/0.84, respectivamente.
Los biomarcadores no pueden
discriminar ente entre los pacioentes
con COCE masculinos y femeninos,
o pacientes fumadores y no
fumadores (todos los valores de p>
0,05)

deteccion de COCE es la facilitacion del diagnéstico en un
punto donde COCE sigue siendo pequena y el tratamiento
es muy probable que tenga éxito. Con el fin de lograr este
objetivo muy deseable, un método de deteccion de saliva
debe tener la suficiente sensibilidad y especificidad, ser
bastante barata, no invasiva, tienen alto rendimiento, y
puede ser utilizado por personal no entrenado
.Estudios recientes han demostrado que existe una gran
cantidad de biomarcadores accesibles con un valor muy
influyente para diversas enfermedades
Un estudio anterior ya encontré6 una diferencia
significativa de los niveles de proteina salival IL8 entre
COCE vy los pacientes con periodontitis. Nuestros datos
muestran que el grupo de varios marcadores salivales es
verdaderamente discriminatorio para COCE
Si bien los resultados son prometedores seran necesarios
mas estudios con un mayor numero de pacientes para
permitir que una aplicacion de nivel de la poblacién clinica
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Salivary Proteomics
for Oral Cancer
BiomarkerDiscover
y

La proteémica
salival para el
descubrimiento de
biomarcadores de
cancer oral

Casos y controles

128 pacientes: 6 COCE , 64control
sanos

Genero

Etnia

Edad

Consumo cigarrillo

De las pruebas se identificaron 461
proteinas en pacientes con COCE y
438 en pacientes  sanos,52
proteinas estaban presentes en
COCE pero no en pacientes sano y
29 fueron encontradas en pacientes
sanos pero no en los del COCE

estudios basados en protedmicas de la saliva es un
enfoque  prometedor para la blisqueda de
Biomarcadores COCE.
El descubrimiento de estos nuevos macadores puede dar
lugar a wuna sencilla herramienta clinica para el
diagnéstico no invasivo del cancer oral.
Son necesarios estudios longitudinales a largo plazo
grandes poblaciones de personas con cancer oral y los
que estan en alto riesgo de desarrollar cancer oral para
validar estos marcadores biologicos potenciales.
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simultaneo de

Marcadores

salivales de
tumoresUna nueva
herramienta de
diagnostico para el
cancer oral

Concomitant
Analysis of Salivary
Tumor Markers--A
New Diagnostic
Tool for Oral
Cancer

para COCE
pacientes sanos

tumoralaes

Cyfra 211
TPS

CEA

SCC

CA125

CA19-9

Edad, Genero
Profundidad del
tumor,  diametro,
localizacién en la
base contra la
parte movil de la
lengua

Andlisis de la salival estuvo
disponible en 14 pacientes con
cancer y en 16 controles sancs.
Los nivelespacientes de control
sanos de CA125 (384 unidades / ml)
TPS (110 unidades / L) Cyfra 21-1
(344 ng / ml) CA19-9 (27,1
unidades / ml) CEA (197,6 ng / mi)
y SCC (140 ng [/ mL)
Los niveles salivales en pacientes
con cancer fueron superiores de
CA125( 4,2 (p = 0,0041)) TPS( 3,9
(p = 0,0026)) Cyfra 21-1 (3,8 (p =
0,0126)) CA19-9 (2,9 (no
significativo)) CEA (16 (no
significativo) )y el SCC (1.4 (no
significativo))

Un aumento simultineo de los
diferentes marcadores en un mismo
paciente. La tasa de correlacion
para Cyfra 21-1 y CA 125 fue de
0,60 y para Cyfra 21-1 y TPS que
fue de 0,90, mientras que la tasa de
correlacién para Cyfra 21-1y el CEA
fue de 0,48 y para Cyfra 21-1 y SCC
fue 045 El coeficiente de
correlacion para el TPS y el CEA fue
de 0,70 y para el TPS y CA125 fue
0,50

Los tres marcadores tumorales
salivales que se han encontrado de
forma mas  sustancial y
significativamente mayor en los
pacientes con cancer fueron Cyfra
21-1, TPS, y CA125, que se
incrementaron en un 400% todas
No se encontraron correlaciones
significativas entre los valores
acumulados de la DFS y cualquiera
de las siguientes variables: edad,
habito de fumar, otros tumores
malignos, o una extensién de la
tumor mas alld de los margenes
linguales. .

marcadores tumorales salivales se encontrd que se
incremento significativamente (un 400%) en la saliva de
pacientes con céncer bucal (lengua). Esto es importante
con respecto a los aspectos clinicos y patogenesis del
cancer oral, . Tanto el total y las probabilidades de
supervivencia de la DFS resultaron ser similares a los
encontrados en otros estudios, como el importante papel
que los valores predictivos de estadificacion tumoral,
clasificacion, N, y la profundidad tienen (6, 32). El hecho
de que solo una minoria de los pacientes eran fumadores,
y que la mayoria de ellos fueron diagnosticados en las
primeras etapas es tipico de la anterior serie israeli
cancer de lengua (32) Eso sugiere que esta nueva
herramienta diagnéstica es de especial importancia para
la monitorizacion del paciente, ya que es a menudo muy
dificil distinguir clinicamente entre un post-operatorio y / o
irradiado mucosa oral llena de cicatrices y una lesion de
cancer recurrente. En consecuencia, este tipo de analisis
podria convertirse en una herramienta de diagnéstico
valiosa, ya que podria salvar muchas biopsias
innecesarias

el aumento significativo de marcadores salivares
tumorales (4 veces) es alentador a la luz de las muchas
ventajas de la medicion saliva en comparaciéon con el
suero

El diagnostico definitivo de COCE se basa evidentemente
en una biopsia pero seria muy beneficioso si el analisis de
la saliva de marcadores tumorales se puede hacer de
forma rutinaria entre las biopsias. ElI aumento en
marcadores tumorales salivales puede ser utilizado como
una herramienta de diagnéstico, especialmente cuando
un analisis simultaneo de marcadores significativamente
mayores se hace. Esto se debe a la recoleccion de saliva
no es invasiva, lo que puede hacer que sea una
alternativa atractiva y efectiva a las pruebas de suero, y la
posibilidad de desarrollar kits caseros de prueba para
esos marcadores que facilita ain mas como una ayuda
para el diagnostico, lo que permite a los pacientes a
controlar su propia salud en el hogar. Esto es
especialmente importante para las personas que viven
lejos de centros de tratamiento y especialmente para
aquellos con alto riesgo de desarrollar cancer oral (por
ejemplo, los pacientes con COCE anterior o con lesiones
premalignas). Sin embargo, se debe tener cuidado y
tomar nota del hecho de que este andlisis sugiere la
saliva puede ser considerada como una ayuday no como
un reemplazo de otras bien establecidas las herramientas
de diagndstico disponibles para el Coce.
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32 pacientes sanos fumadores

deteccion de tumcres en un estadio con suficiente
antelacion para que el tratamiento probablemente tenga
éxito. Las herramientas de deteccién necesitan
presentar las caracteristicas combinadas de alta
sensibilidad y alta especificidad. Ademas, la proyeccién
para usarlo como herramienta debe ser lo suficientemente
barato y no invasivo para permitir aplicabilidad
generalizada. Un importante desarrollo de la biotecnologia
y la mejora de nuestra comprension basica de la iniciacion
y progresion del cancer ahora nos permiten identificar
firmas de de tumores, como los oncogenes y los
supresores de tumores, las alteraciones genéticas en los
fluidos corporales que drenan de los 6rganos afectados
por el tumor. Los resultados traerdn intereses
sustanciales en el campo del cancer y diagndstico de
enfermedades. Los intereses se derivan no sélo del hecho
de que una prueba de saliva basada en el diagnéstico y la
deteccion del cancer es un concepto simple y atractivo,
pero también del hecho de que las pruebas
convencionales de diagndstico del cancer tienden a ser
imperfecta. Con el cancer oral como un ejemplo, la tasa
de supervivencia claramente decepcionante
probablemente atribuida al retraso diagnéstico
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CANCER GENOMICS & | Estudio 56 sujetos de la India, 28 con | IL8 ARNm | Mostré una diferencia significativa | A modo de resumen, hemos desarrollado el sensor
PROTEOMICS 4: 55-64 | Experimental cancer oral, 28 sanos. IL8 Proteina para los dos componentes: el IL-8 | electroquimico para el diagnostico mediante la deteccion
(2007) mRNA (W = 810, p = 6,637 10.9) y | de biomarcadores en saliva. El sensor de EC muestra una
la proteina IL-8 (W = 820, p = 1,863 | alta sensibilidad y especificidad. El limite de deteccion es
10-9), que se calcula utilizando el | de 3,9 FM para la IL-8 mRNA y 7,4 pg / ml para la IL-8
signo de Wilcoxon-rank test. | proteinamedido en la saliva.
Entre los 2 grupos de sujetos, no
hubo diferencias significativas en | Con la multiplexacion de sensores CE, 56 muestras de
funcién de la edad media: oral | saliva se midieron para la deteccién del cancer oral. Se
carcinoma de células escamosas | midieron los niveles de IL-8 mRNA y de IL-8 proteina
(COCE) de los pacientes, de 46 | mediantelos sensores de la CE, y se muestran diferencias
anos F 12,8; sujetos normales, 44,9 | significativas entre el grupo de cancer y el grupo de
anos (11,9 F test de Wilcoxon, P> | control. Desde el analisis ROC, las precisiones basadas
0,8), el género (p = 1), la historia de | en el sensor de CE estan alrededor de 0,90 para los 2
mascar (P> 0,08); antecedentes de | biomarcadores, que es muy cerca de los resultados del
tabaquismo (P> 0,27), o la historia | mismo lote de muestras de saliva medidos
de consumo de alcohol (P> 0,06). separadamente por PCR / ELISA. IL-8 Combinado ARNm
y proteinas muestran mejor las AUC en comparacién con
el biomarcador. Estos resultados indican que el sensor
CE no es sblo un método de deteccion alternativo a la
PCR / ELISA. Ofrece mediciones de multiplexacién
electrochemical rapido, eficaz y precisa para el diagnostico clinico real.
sensor formultiplex Este es el primer informe para la deteccién de multiplex
biomarkers de ARN y proteinas para el diagnéstico dela saliva, y el
detection sensor de la CE se promete en el sistema de
fangwei, 1prabhuda miniaturizacién con la deteccion de multiplexacion.
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y 20 sujetos de control, el valor de
ROC para tiorredoxina se determiné
que era 0,71 , y la especificidad y la
sensibilidad se determind que el
70,8% y 70,8%, respectivamente,
con una probabilidad de corte del
50,1%.

firma potencialmente Utiles para la deteccion del COCE.
Enfoque similar también se puede utilizar para controlar
los fluidos oralesde los pacientes con lesiones orales
precancerosas y asi descubrir biomarcadores en el fluido
oral para la deteccion precoz del cancer oral
Hemos establecido un método ‘directo mediante la
combinacién de fraccionamiento LCcon MALDI-MS y MS
en tandem para la identificacion de biomarcadores.
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Estudio
Experimental
Casos y Control

20 paceintes caucasicos COCE
con edades comprendidas entre
los 32 y79 afos de la Division de
cirugia de cabeza y cuello de la
Universidada de CaliforniaLos
Angeles

20 pacientes control sanos de
raza caucasica con edades
comprendidas entre los 24 y 75
anos.

10 pacientes con periodontitis y 10
control sanos de la Escuela de
Odontologia de UCLA

IL8
IL1 Beta

Se obtuvieron resultados similares
para ambos IL-1B e IL 8-a partir de
los ensayos multiplexado. ). Los
niveles medios de IL-1B fueron
1013,5 + 1221,1 pg ml-1 en sujetos
COCE (n = 20) y 376,3 + 576,3 pg
ml-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 *
3385,6 pg ml-1 en sujetos COCE (n
= 20) y 947,3 + 2036,8 pg ml-1 en
los sujetos control (n = 20). El
andlisis ROC revelé un valor ROC
de 0,81 con una sensibilidad de
75% y una especificidad de 80%,
respectivamente.

También se midi6 la saliva de IL-8 y
los niveles de IL-1R 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 759,4 + 563 pg ml-
1 (control, n = 42). El analisis ROC
ROC indica un valor de 0,82 y una
sensibilidad y una especificidad del
87,5% y 64,3%, respectivamente.
Los niveles medios de IL-1B fueron
591,5 + 618,7 pg ml-1 (COCE, n =
36) y 79,6 + 57,8 pg ml-1 (control, n




valor ROC de 084 y una
sensibilidad y especificidad del
63,9% y 100%, respectivamente.
El P-valor entre la periodontitis y el
grupo control se determinaron como
0,098.
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Estudio
experimemtal
Casos y control

40 sujetos, 20 con cancer oral, 20
sanos

IL8

Usando el sensor optico, los medios
fueron 439 UA (desviacion estandar
= 125 UA) y 320 UA (desviacion
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 calcularon utilizando los
valores de concentracion
convertidos, en base a una curva
estandar. Los valores de
concentracion  extrapolados  son
linealmente relacionada con los
valores de densidad optica (senal de
salida) desde el ensayo ELISA. El
cancer de implicar el uso de ELISA
fue 1.252 pg / ml (desviacion
estandar = 456 pg / ml) y la media
de control fue de 577 pg / GML
(desviacion estandar = 355 pg / ml).
El analisis t-test también confirmé
que el cancer oral y el grupo control
fueron estadisticamente diferentes

mediante ELISA (p = 1e-5).
La curva de ROC demostré que no
demostro 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 Optico y ELISA tienen
prestaciones similares a las pruebas
de diagnostico.

Hemos desarrollado una tecnologia de plataforma que
puede aumentar significativamente la sensibilidad y
simplificar la preparacién de ensayo para la deteccion de
proteinas.

La emisién de luz desde fluoréforo conjugada con la
sonda informadora se utiliza como la sefal de deteccién
La ventaja de este sensor es el uso de la saliva, ya que el
fludo mas facil y menos invasivo de recolectar.
El sensor 6ptico de proteina puede detectar 13:01, que
estd muy cerca de los resultados obtenidos a partir de las
técnicas tradicionales de ELISA con amplificacién
enzimatica
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interleucinas e
inmunidad inata

Rev Biomed 2001; 12:272-
280.

revision

Articulos  referentes a las

interluquinas

Los mecanismos de las respuestas
inmune innata y adquirida forman un
sistema integrado de
defensa del hospedero, en el cual
numerosas células y moléculas
funcionan colectivamente. De igual
manera, la inmunidad adquirida
puede intervenir durante la
inmunidad natural.

Es importante mencionar que constantemente se
describen nuevos factores, moléculas y proteinas con
diversas propiedades
inmunolégicas, las cuales son producidas por células que
anteriormente no eran consideradas como parte del
sistema de defensa del hospedero. Asimismo, los
mecanismos de regulacién de las interleucinas y su
posible aplicacién en la medicina clinica permanecen ain
por esclarecer, por lo cual el estudio de las citocinas y sus
efectos se mantiene como un campo amplio de
investigacion.
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Receptor in Cancer
Implications for
Translational
Therapeutics

Society Published online 11
September 2007 in Wiley
InterScience

encontrada en el céncer, y se ha
observado en casi todos los
canceres encontrados; En los
pacientes con cancer, los niveles
elevados de IL-6 pue den tener un
resultado adverso y se cree que se
contribuyen a la pérdida de peso,
fiebre y otros sintomas
paraneoplasicos.

-
. . e
terapias dirigidas en cancer. Este campo se basa en el
conocimiento fundamental de los mecanismos bésicos del
desarrollo de tumores extraidos de la arena de la biologia
molecular y celular.




2.5 PROCEDIMIENTO

La tesis que se va a desarrollar requiere un trabajo de investigacion bibliografica
en el cual el procedimiento que se llevara a cabo comenzara con la busqueda en
bases de datos tales como : EBSCO, PUBMED y SCIELO, en la cuales se inici6 la
busqueda requiriendo el uso de Key Words como (saliva, cancer oral,
biomarcadores, consumo de alcohol, poliformismos genéticos, uso de tabaco,
prevencion de cancer oral, sensor for oral cancer detection, deteccion de
biomarcadores salivales como : interleuquina IL8 — IL6, CBA: Cytometric Bead
Array, y cancer oral de células escamosas y delimitando la busqueda por medio de

palabras clave y conectores como: and, or, not, y.
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3. RESULTADOS

De acuerdo con la revisidon 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 deteccion de cancer oral por medio de fluidos salivales.

UNIDAD TEMATICA 1: CANCER ORAL

De los 18 articulos cientificos revisados referentes al cancer oral, un 40% de estos
tratan sobre la actual preocupacion 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
educacion de los profesionales de la salud respecto de la deteccién temprana de
esta patologia, la busqueda de la eliminacién de barreras para su atencion y
deteccion, y el establecimiento de predictores que permitan detectar en forma
temprana la aparicién de esta patologia. Otro 40% de los articulos tratan sobre
analisis y experimentos de nuevos biomarcadores especialmente de aquellos
presentes en la saliva que pueden implementarse en forma masiva dadas sus
caracteristicas econdmicas, conservadoras, y no invasivas para deteccion
temprana, asi como la necesidad de mejoras en la tecnologias de deteccién y
tratamientos desde los puntos de vista biolégicos 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.
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A nivel mundial se ha reportado un incremento en la incidencia del cancer donde
anatomicamente clasificandola el Cancer de orofaringe fue el mas frecuente
(28%), seguido por el cancer de cavidad oral (25%) donde el pico de frecuencia se

observo en edades de 55-59 afios.??

Se establecié una comparacion con bases de datos de afos pasados relacionando
el numero 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 analisis 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 32.5 afios respectivamente. Importante renombrar

que 59% de los pacientes eran no fumadores y el 45% no consuman 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 afos 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
59,4% encontrandose en edades comprendidas de 65 afos 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
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Antioquia, Atlantico y Santander presentaron las tasas de mortalidad mas
elevadas. Los principales érganos del cuerpo donde se presento6 la enfermedad
fueron lengua, faringe y glandula parétida, que representan la mitad de los

diagnosticos realizados. ?%

UNIDAD TEMATICA 2: SALIVA, MEDIO DIAGNOSTICO

La revisién de articulos sobre el papel que cumple la saliva en la deteccion de
cancer oral y los biomarcadores para este efecto, incluy6 un total de 20 articulos,
y el de las interleuquinas, otros dos. Esta revision mostré que la saliva puede
ser utii 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 o6rganos afectados por el tumor®,  diversas sustancias
farmacoldgicas, 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 ha alterado el equilibrio en el cuerpo humano. ¥ @®

La presencia de drogas, en la saliva se ha utilizado para monitorear los niveles
del compuesto activo; en barbituricos, benzodiacepinas, ciclosporinas entre otros,
la presencia de tiocianato como indicador de fumador activo o pasivo. Drogas

alucindgenas como opiaceos entre otras pueden detectarse en la saliva. ¢

UNIDAD TEMATICA 3: INTERLEUQUINAS, BIOMARCADOR

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
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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 relacién a las otras 2 citoquinas
examinada TNFy IL1 alfa con valorde p < 0.05 12) en un estudio similar Akira K y
cols evidenciaron una elevacioén en los niveles tanto de la IL 1 Beta como de la IL6
.,y una elevacién no estadisticamente significativa de la osteopontina y de la
IL8%?" todos estos estudios han evidenciado el aumento en pacientes con COCE
frente a los pacientes sanos, mostrandose 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 quiza 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 mucha utilidad en la

practica odontologica. ?%E0G

UNIDAD TEMATICA 4: TABACO Y ALCOHOL, FACTORES PREDISPONENTES

Acerca de la predisposicion al Cancer oral de los pacientes que consumen tabaco
y 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 afios y
en las mujeres por el aumento del consumo de estos productos, y las
explicaciones sobre las causas por las cuales el alcohol y el tabaco aumentan el
riesgo de contraer cancer oral. Los articulos destacan en un 100% que Ia

interaccion de tabaco y alcohol aumenta significativamente el riesgo de cancer
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digestivo y que la interaccion entre fumar y el consumo de alcohol parece ser

responsable de una cantidad significativa de la enfermedad. ¢ %

Se ha reconocido el consumo de alcohol y cigarrillo 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 relacién entre estos dos factores
es muy importante ya que el 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 y aumenten el riesgo de

carcinoma en la cavidad oral. ('®

El resultado de la revisién bibliografica en cuanto al consumo de bebidas
alcohdlicas indica que el Cancer oral se encuentra asociado desde un punto de
vista epidemiolégico con un riesgo aumentado de desarrollar cancer del tracto
gastrointestinal superior: que la realizacion de estudios que establezcan esa
asociacion resulta 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 cudl es el mecanismo patogénico responsable de este
aumento de riesgo, ya que el etanol per se no ha demostrado ser carcinégeno. Se
han propuesto distintas hipotesis que tratan de explicar como el etanol, ya sea por
via local o sistémica puede actuar como factor de riesgo en el desarrollo de un
cancer oral. Este trabajo supone una revisién 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

acetaldehido y al papel de los retinoides. (1938
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UNIDAD TEMPATICA 5: TECNICAS DE DETECCION DE CO

La revisién de las técnicas de medicion en muestras de saliva para la deteccion de
cancer oral en pacientes con predisposicion permitié establecer que existen
diversas técnicas basadas en la medicién de citoquinas, entre las cuales se

destacan: CBA, espectrometria de masas, sensor electroquimico y sensor éptico.

En la técnica CBA los niveles medios de IL-1B fueron 1013,5 + 1221,1 pg ml-1 en
sujetos COCE (n = 20) y 376,3 + 576,3 pg ml-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
+ 3385,6 pg ml-1 en sujetos COCE (n = 20) y 947,3 + 2036,8 pg ml-1 en los
sujetos control (n = 20). El andlisis ROC revel6 un valor ROC de 0,81 con una

sensibilidad de 75% y una especificidad de 80%, respectivamente. '?

También se midio la saliva de IL-8 y los niveles de IL-18 en los mismos pacientes
con COCE vy el control de los sujetos por ELISA. Los niveles medios de IL-8
mediante el ensayo de ELISA fueron 3347,7 + 2929 (COCE, n = 40) y 759,4 + 563
pg ml-1 (control, n = 42). El analisis ROC ROC indica un valor de 0,82 y una
sensibilidad y una especificidad del 87,5% y 64,3%, respectivamente. Los niveles
medios de IL-1a fueron 591,5 + 618,7 pg ml-1 (COCE, n = 36) y 79,6 + 57,8 pg ml-
1 (control, n = 42). El analisis ROC indica un valor ROC de 0,84 y una sensibilidad
y especificidad del 63,9% y 100%, respectivamente. ('

El P-valor entre la periodontitis y el grupo control se determinaron como 0,098. 2

En la espectrometria de masas al realizar el analisis ROC de los datos de
validacion, el 20 de COCE y 20 sujetos de control, el valor de ROC para
tiorredoxina se determin6 que era 0,71 , y la especificidad y la sensibilidad se
determind que el 70,8% y 70,8%, respectivamente, con una probabilidad de corte
del 50,1%. ¥
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En el sensor electroquimico Mostré una diferencia significativa para los dos
componentes: el IL-8 mMRNA (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 anos F 12,8; sujetos normales, 44,9 anos (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). (18)

Usando el sensor éptico, los medios fueron 439 UA (desviaciéon 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 éptico
con la proteina p <0,05 (p = 0,007 reales). Los medios de ambos grupos se
calcularon utilizando los valores de concentracion convertidos, en base a una
curva estandar. Los valores de concentracién extrapolados son linealmente
relacionados 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 / ml (desviacién
estandar = 456 pg / ml) y la media de control fue de 577 pg / GML (desviacion
estandar = 355 pg / ml). El analisis t-test también confirmé que el cancer oral y el

grupo control fueron estadisticamente diferentes mediante ELISA (p = 1e-5). ®

La curva de ROC demostré que no demostré 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 éptico y

ELISA tienen prestaciones similares a las pruebas de diagnéstico. ('®
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4. DISCUSION

En lo que toca a la predisposicion al Cancer oral de los pacientes que consumen
tabaco y alcohol, la revisién 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; las predisposiciones genéticas
asociadas al 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 todas las edades,
pero sin duda son los fumadores con un historial de consumo mas prolongado
quienes a pesar de la ausencia de signos patognomoénicos de la enfermedad

presentan mayor 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 deteccion y el diagnostico de cancer y mostrando una
alta sensibilidad y alta especificidad. Ademas, tiene la proyeccion 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 mas
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 COCE se basa claramente

en una biopsia. (13 (24 (32) 33)

Los biomarcadores que operan para este efecto, se evidencidé que las
interluquinas son importantes biomarcadores de la saliva. Son proteinas solubles

de bajo peso molecular mediadoras de crecimiento celular, inflamacién,
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inmunidad, diferenciacion y reparacion, entre otras actividades. Ademas de las
células del sistema inmune, las citoquinas son producidas por diferentes tipos
celulares durante la activaciéon de la inmunidad innata y adquirida. Son el principal
medio de comunicacion celular ante una invasidn microbiana. Las citoquinas
sirven para iniciar la respuesta infamatoria, y para definir la magnitud y naturaleza

de la respuesta inmune especifica: %

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 permeabilizacién de la membrana celular
del invasor. Otras proteinas importantes, son los anticuerpos naturales, los cuales
evitan la propagacion de infecciones por via sanguinea. Los factores del

complemento desempefian 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. *9%®)

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, los monocitos y los neutrofilos mas que los linfocitos son las
fuentes celulares mayoritarias de IL-8.La IL-8 ejerce muchas actividades
bioldgicas in vitro e in vivo. La IL-8 es bien conocida por su actividad quimiotactica
y su capacidad para producir la des granulacién de los neutréfilos humanos. En
neutrofilos tratados con IL-8, se detecta rapidamente un cambio de forma.

También se observa la liberacion de la proteina de unién a la vitamina B12 de
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granulos especificos. La IL-8 también causa la des granulacion de las particulas
azurolos y liberacién de elastasa y otras hidrolasas, tal des granulacion se
acompafia del aumento de una variedad de moléculas de adhesion en la
membrana celular. La des granulacién también resulta en un aumento en la
expresion del receptor del complemento tipo | (CRI) y lll (CR3). La IL-8 es también
un factor quimio tactico para los eosinofilos y para los linfocitos 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 la medicién 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 fue la de
ELISA, que es una técnica estandar para cuantificar la cantidad de proteina en
una solucién. 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 soluciéon de deteccién. Al realizar un
seguimiento de la via de informacion, se encuentra que la sefial se origina en el
volumen de la muestra de fluido, se mueve a la superficie y devuelve al volumen
para finalmente ser detectado. Aunque la sefal es amplificada por una reaccion
enzimatica, 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 repeticiéon del procedimiento las veces que sea necesario para
poder llegar a los resultados finales, ya que solo permite la medicion de un analito
a la vez " Pero, como se menciono, en las Ultimas décadas se han desarrollado
en adicion a la prueba ELISA diez nuevas técnicas de medicion. Cuatro se
consideran importantes en esta revisién ya que permiten las concentraciones

salivales de IL1a, IL6 y IL8 en carcinoma de células escamosas orales /2 (14 (1%

(1® como lo son: los biomarcadores de fluido oral para la deteccion de cancer oral
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a través de espectrometria de masa @ Jos sensores electroquimicos para la
deteccién de biomarcadores Multiples " las inmunoesferas multiplexadas, las
cuales miden la eficacia de varios analitos " y los sensores 6pticos de proteinas

para detectar marcadores de cancer en la Saliva. ©
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5. CONCLUSIONES

La capacidad de control de cancer oral y orofaringe depende de dos pilares:

prevencion y diagnostico 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 desarrollo del
cancer oral en una cuantia mayor que lo que supondria la suma de sus efectos.
Este cancer se presenta con mas frecuencia en hombres que en mujeres, debido
al alto consumo de alcohol combinado con cigarrillo, en la actualidad se ha
comprobado la forma en que el alcohol y sus derivados actua 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 la mucosa oral, convirtiendose en un factor de riesgo

importante en la aparicion de dicha patologia.

Aunque el tabaquismo y el alcoholismo no son los Unicos factores predisponentes
para la aparicion de cancer oral, son los mas determinantes debido, al consumo
conjunto (Alcohol-cigarrillo) y a que sus componentes generan un grado elevado

de adiccion lo que incrementa no solo la frecuencia sino el tiempo de consumo. @

En cuanto al papel de la saliva en la deteccion 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 esto permitira que se logre desviar su curso. ®©
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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. ©

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

cuantificacién de analitos. ("@®©)

Los biomarcadores de la saliva analizados muestran algunas limitaciones para su
uso en diagnostico clinico. Sin embargo, salivales IL-8 e IL6 mostraron
normalizacion, especificidad, comodidad y buena sensibilidad. Frente al proceso
inmunitario ,las interleuquinas son el principal medio de comunicacién 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 los
fagocitos; IL6 estimula la sintesis de fibrin6geno ante los diversos estimulos
inflamatorios, también estimula la diferenciacion de las células B a células
productoras de anticuerpos y de otras proteinas como la a1-antitripsina y la PCR,
sin embargo cuando el estimulo para la produccién de las citoquinas, se presenta
en grandes cantidades esta puede entrar al torrente sanguineo vy junto con otras
citoquinas, funcionar como pirdgenos endogenos, inducen a un estado febril,
contribuyen también a una gama de procesos fisiolégicos y fisiopatolégicos
aumentando la secrecion del factor de transcripcion AP-2 el cual es un potente
regulador del ciclo celular que activa los oncogenes Ras y cerB2, también inactiva
el gen supresor de tumores mediante el apoyo a hipermetilacién resultando en la

supresion de la apoptosis celular y el crecimiento incontrolado. ©©
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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 progresién 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 macréfagos alli
presentes, sin embargo los niveles de IL6 serian predictores de un mal pronostico

de cancer oral. ©%

Sobre las técnicas de medicion en muestras de saliva para la deteccion de cancer
oral en pacientes con predisposicion, se concluye que en general estas técnicas
usadas en la Uultima década, arrojan 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 IL-8,
IL 1-B, IL-6, IL-10, TNF. IL-12p70. 2

“Los 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” '

A diferencia de la prueba de ELISA estas técnicas permiten la medicion de varios
analitos en una sola muestra, su caracteristica mas relevante es la mezcla de
diferentes analitos de varios tamafios 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
comparacién con estudios anteriores, existentes del mismo tipo, y ademas estas
técnicas facilitan la “evaluacion mas rapida de muestras mdultiples en una sola
plataforma”. En conclusion se puede decir que estas nuevas tecnologias ademas
de ser innovadoras proporcionas la realizacién de investigaciones en donde es

posible hacer las mediciones de ciertas citoquinas para llegar a los resultados
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deseados a través de un grupo de mdiltiples analitos en muestras pequeias. "2 ™

(15) (16)
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