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Resumen

Introduccion y objetivos. La leucoplasia oral (LO) es la
principal lesion dentro de los trastornos orales potencialmente maligno
(TOPM). EI manejo terapéutico de esta lesion se basa en su exéresis 0
vaporizacién con margenes de seguridad. Sin embargo, los resultados
de las diferentes técnicas de tratamiento quirdrgico siguen mostrando
tasas de recurrencia variables. La ausencia de una técnica de eleccion
y su evidente potencial de malignizacion, confirman a la LO como una
entidad patoldgica donde el diagndstico y el manejo temprano resultan
sumamente necesarios para mejorar el pronostico y supervivencia de
los pacientes. Uno de los desafios mas importantes en el diagnostico
de la LO es predecir la progresion a carcinoma oral de células
escamosas (COCE). Los avances en el estudio de la saliva la han
convertido en una herramienta diagnoéstica de interés, asi como una
fuente de biomarcadores comparable con la sangre y la orina. La
busqueda de marcadores proteicos en saliva abre nuevas posibilidades
a la comprension de las interrelaciones estructurales de los TOPM y
como estos podrian determinar la progresion a COCE. Diversos
aspectos de la biologia del cancer se han relacionado con alteraciones
de proteinas que participan en los mecanismos de reparacion del
ADN. La expresion reducida en algunos de los genes reparadores
(MLH1, MSH2, MRE11 y XRCC1) se ha observado en patologias
asociadas con defectos del sistema de reparacion del desajuste del

13



ADN (sistema MMR). El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es
estudiar la expresion proteica de marcadores relacionados con la
reparacion de ADN en la LO, analizar el papel de diferentes
biomarcadores salivales en su diagnostico mediante una revision
sistematica con metaanalisis y evaluar los factores clinico patoldgicos
involucrados en su evolucion.

Material y métodos. Para el analisis de la recurrencia se
analizaron distintas variables clinicas en 83 lesiones de LO en
pacientes que habian presentado leucoplasia verrucosa en alguin
momento del seguimiento (2004-2017). Para la realizacion del
metaanalisis, se consideraron elegibles articulos sobre biomarcadores
basados en proteinas en saliva, que proporcionaban expresion
cuantitativa en individuos con diagnostico clinico e histopatolédgico de
TOPM o LO. Las busquedas se realizaron en ocho bases de datos
electrénicas. La calidad metodoldgica se evalu6 mediante la
herramienta Quality Assessment of Diagnostic Studies (QUADAS-2).
También se realiz6 un andlisis funcional de las proteinas
seleccionadas. El estudio de los genes de reparacion incluyé 45
muestras de pacientes. Se recogieron datos clinicos de los pacientes y
de la estadificacion tumoral. En todos los casos se hizo tincion con
hematoxilina-eosina y fueron revisados por un pat6logo. El
diagnostico se obtuvo segun las recomendaciones internacionales para
el andlisis histopatoldgico y se realizd6 inmunohistoquimica para
MLH1, MSH2, MRE11 y XRCC1. Se describen los resultados en
forma de frecuencia y porcentaje, media y desviacion estandar (DE) y
sus correspondientes intervalos de confianza al 95% (1C95%). Para el
analisis bivariante se utilizaron las pruebas de Chi cuadrado y
ANOVA segun condiciones de aplicacion, fijando el nivel de
significacion en 0,05. Se construyeron curvas de Kaplan Meier para el
analisis de supervivencia y recurrencia. Los datos fueron analizados
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con el programa SPSS 24.0 y los metaanalisis mediante la herramienta
OpenMeta (Analyst).

Resultados. En el andlisis de la recurrencia los pacientes
presentaron una edad media de 66,5 afios, DE=8,92, con edades
comprendidas entre 46 y 86 afos. La recurrencia en la forma nodular
aparece a los 12,05 meses en promedio (1C95% 6,81 a 17,29), sequida
de la forma homogénea a los 32,08 meses (IC 15,33 a 48,83),
verrugosa a los 52,57 meses (IC95% 38,01 a 67,14) vy
eritroleucoplasia moteada a los 79,01 meses (IC95% 0,00-164,24)
(Log Rank 16,596; p = 0,001). El tiempo medio hasta la recurrencia
para los pacientes sin displasia fue de 35,33 meses (1C95% 23,43—
47,23). La recurrencia media de los pacientes con displasia fue 56,7
meses (1C95% 37,8-75,5, p = 0,048). En la revision sistematica se
incluyeron un total de 986 pacientes, distribuidos en los siguientes
grupos: controles sanos (HCG) (N=335), LO (N=20), TOPM (N=267)
y COCE (N=364). Los marcadores analizados fueron: CEA (antigeno
carcinoembrionario), CYFRA21 (fragmento soluble de citoqueratina
19), IL-6 (interleukina 6) e IL-8 (interleukina 8). Para el subgrupo
COCE/TOPM, s6lo dos marcadores resultaron significativos, CEA y
CYFRAZ21, ambos con una heterogeneidad muy baja. CEA presentaba
un OE=25.854 (IC 95%: 13.215-38.492, p<0.001, 12=0) y CYFRA21
un OE=9.317 (IC 95%: 9.014-9.619, p<0.001, 12=0). Para el
subgrupo TOPM/HCG, solo CYFRA21 ha resultado ser un buen
marcador discriminativo, con un OE=3.679 (IC 95%: 0.663-6.696,
p=0.017) aunque con una heterogeneidad alta (12=91.24). La muestra
del estudio de los genes de reparacion estaba formada por 45
participantes con una media de edad de 68.24 afios (DE=10.98) de los
cuales 29 eran mujeres (64.4 %) y 16 hombres (35.6%). Se encontrd
diferencia significativa entre los grupos solo para la expresion de
MSH2 (p=0,020). La expresion de MSH2 se asocio significativamente
con displasia (p=0.019) y localizacién de la biopsia (p=0.026), siendo
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positiva en el 100% de pacientes con LO con displasia 0 COCE
(p=0.019). Al observar la positividad simultanea para los cuatro
marcadores encontramos diferencias significativas con la presencia de
comorbilidades (p=0.006).

Conclusiones. Nuestros hallazgos apoyan la evidencia de la
posible implicacion de la sobreexpresién de proteinas MSH2 en el
desarrollo de LO con displasia y COCE. Las proteinas de reparacion
MSH2, MRE11, MLH1 y XRCC1 se asociaron significativamente con
la presencia de comorbilidades. Los marcadores salivales CEA y
CYFRAZ21 mostraron ser particularmente Gtiles para diferenciar los
COCE de los TOPM. El marcador salival CYFRA21 se mostr6 como
la Unica proteina capaz de distinguir entre los TOPM y los HCG. La
recurrencia de la LO en nuestro estudio aparece con mayor frecuencia
en pacientes con lesiones sin displasia y con formas clinicas
nodulares.
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Resumo

Introducion e obxectivos. A leucoplasia oral (LO) é a principal
lesion dentro dos trastornos orais potencialmente malignos (TOPM).
O manexo terapéutico desta lesion baséase na slGa exérese ou
vaporizacién con marxes de seguridade. Con todo, os resultados das
diferentes técnicas de tratamento cirurxico seguen mostrando taxas de
recorrencia variables. A ausencia dunha técnica de eleccion e o seu
evidente potencial de malignidade, confirman & O como unha entidade
patoldxica onde o diagndstico e 0 manexo cedo resultan sumamente
necesarios para mellorar o prognostico e supervivencia dos pacientes.
Un dos desafios mais importantes no diagndstico da LO é predicir a
progresion a carcinoma oral de células escamosas (COCE). Os
avances no estudo da saliva convertérona nunha ferramenta
diagnostica de interese, asi como unha fonte de biomarcadores
comparable co sangue e o0s ourifios. A procura de marcadores
proteicos en saliva abre novas posibilidades & comprensién das
interrelacions estruturais dos TOPM e como estes poderian determinar
a progresion a COCE. Diversos aspectos da bioloxia do cancro
relacionaronse con alteracions de proteinas que participan nos
mecanismos de reparacion do ADN. A expresion reducida nalguns dos
xenes reparadores (MLH1, MSH2, MRE11 e XRCC1) observouse en
patoloxias asociadas con defectos do sistema de reparacion do
desaxuste do ADN (sistema MMR). O obxectivo principal desta Tese
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Doutoral é estudar a expresion proteica de marcadores relacionados
coa reparacion de ADN na O, analizar o papel de diferentes
biomarcadores salivares no seu diagndstico mediante unha revision
sistematica con metaanalise e avaliar os factores clinico patoloxicos
involucrados na sua evolucion.

Material e métodos. Para a analise da recorrencia analizaronse
distintas variables clinicas en 83 lesiéns de LO en pacientes que
presentaran leucoplasia verrugosa nalgin momento do seguimento
(2004-2017). Para a realizacion do metaanalise, consideraronse
elixibles artigos sobre biomarcadores baseados en proteinas en saliva,
que proporcionaban expresion cuantitativa en individuos con
diagndstico clinico e histopatoloxico de TOPM ou LO. As procuras
realizaronse en oito bases de datos electronicas. A calidade
metodoldxica avaliouse mediante a ferramenta Quality Assessment of
Diagnostic Studies (QUADAS-2). Tamén se realizou unha analise
funcional das proteinas seleccionadas. O estudo dos xenes de
reparacion incluiu 45 mostras de pacientes. Recolléronse datos
clinicos dos pacientes e da estadificacion tumoral. En todos os casos
fixose tincion con hematoxilina-eosina e foron revisados por un
patélogo. O diagnéstico obtivose segundo as recomendacions
internacionais para a analise histopatoloxico e realizouse
inmunohistoquimica para MLH1, MSH2, MRE1l1 e XRCCL.
Describense os resultados en forma de frecuencia e porcentaxe, media
e desviacion estandar (DE) e os seus correspondentes intervalos de
confianza ao 95% (IC95%). Para a andlise bivariante utilizaronse as
probas de Chi cadrado e ANOVA segundo condicions de aplicacion,
fixando o nivel de significacién en 0,05. Construironse curvas de
Kaplan Meier para a analise de supervivencia e recorrencia. Os datos
foron analizados co programa SPSS 24.0 e os metaanalise mediante a
ferramenta OpenMeta (Analyst).
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Resultados. Na analise da recorrencia os pacientes presentaron
unha idade media de 66,5 anos, DE=8,92, con idades comprendidas
entre 46 e 86 anos. A recorrencia na forma nodular aparece aos 12,05
meses en media (IC95% 6,81 a 17,29), seguida da forma homoxénea
aos 32,08 meses (IC 15,33 a 48,83), verrugosa aos 52,57 meses
(1C95% 38,01 a 67,14) e eritroleucoplasia moteada aos 79,01 meses
(1C95% 0,00-164,24) (Log Rank 16,596; p = 0,001). O tempo medio
ata a recorrencia para os pacientes sen displasia foi de 35,33 meses
(1IC95% 23,43-47,23). A recorrencia media dos pacientes con
displasia foi 56,7 meses (IC95% 37,8-75,5, p=0,048). Na revision
sistematica incluironse un total de 986 pacientes, distribuidos nos
seguintes grupos: controis sans (HCG) (N=335), LO (N=20), TOPM
(N=267) e COCE (N=364). Os marcadores analizados foron: CEA
(antixeno carcinoembrionario), CYFRA21 (fragmento soluble de
citoqueratina 19), IL-6 (interleukina 6) e 1L-8 (interleukina 8). Para o
subgrupo COCE/ TOPM, s6 dous marcadores resultaron
significativos, CEA e CYFRA21, ambos cunha heteroxeneidade moi
baixa. CEA presentaba un OE=25.854 (IC 95%: 13.215-38.492,
p<0.001, 12=0) e CYFRA21 un OE=9.317 (IC 95%: 9.014-9.619,
p<0.001, 12=0). Para o subgrupo TOPM/ HCG, s6 CYFRA21
resultou ser un bo marcador discriminatorio, cun OE=3.679 (IC 95%:
0.663-6.696, p=0.017) ainda que cunha heteroxeneidade alta
(12=91.24). A mostra do estudo dos xenes de reparacion estaba
formada por 45 participantes cunha media de idade de 68.24 anos
(DE=10.98) dos cales 29 eran mulleres (64.4 %) e 16 homes (35.6%).
Atopouse diferenza significativa entre 0s grupos sO para a expresion
de MSH2 (p=0,020). A expresién de MSH2 asociouse
significativamente con displasia (p=0.019) e localizacion da biopsia
(p=0.026), sendo positiva no 100% de pacientes con LO con displasia
ou COCE (p=0.019). Ao observar a positividade simultanea para o0s
catro marcadores atopamos diferenzas significativas coa presenza de
comorbilidades (p=0.006).
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Conclusiéns. Os nosos achados apoian a evidencia da posible
implicacion da  sobreexpresion de proteinas MSH2 no
desenvolvemento do con displasia e COCE. As proteinas de
reparacion MSH2, MRE1l, MLH1 e XRCC1l asociaronse
significativamente coa presenza de comorbilidades. Os marcadores
salivares CEA e CYFRA21 mostraron ser particularmente Utiles para
diferenciar os COCE dos TOPM. O marcador salivar CYFRAZ21
mostrouse como a unica proteina capaz de distinguir entre os TOPM e
0os HCG. A recorrencia da LO no noso estudo aparece con maior
frecuencia en pacientes con lesions sen displasia e con formas clinicas
nodulares.
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Abstract

Introduction and objectives. Oral leukoplakia (OL) is the main
lesion within the oral potentially malignant disorders (OPMD). The
therapeutic management of this lesion is based on its excision or
vaporization with safety margins. However, the results of the different
surgical treatment techniques continue to show variable recurrence
rates. The absence of a technique of choice and its evident potential
for malignancy confirm OL as a pathological entity where early
diagnosis and management are extremely necessary to improve the
prognosis and survival of patients. One of the most important
challenges in the diagnosis of OL is predicting the progression to oral
squamous cell carcinoma (OSCC). Advances in the study of saliva
have made it an interesting diagnostic tool, as well as a source of
biomarkers comparable to blood and urine. The search for protein
markers in saliva opens up new possibilities to understand the
structural interrelationships of OPMD and how these could determine
the progression to OSCC. Various aspects of cancer biology have
been linked to protein alterations that are involved in DNA repair
mechanisms. Reduced expression in some of the repair genes (MLH1,
MSH2, MRE11 and XRCC1) has been observed in pathologies
associated with defects of the DNA mismatch repair system (MMR
system). The main objective of this Doctoral Thesis is to study the
protein expression of markers related to DNA repair in OL, to analyze
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the role of different salivary biomarkers in its diagnosis through a
systematic review with meta-analysis, and to evaluate the
clinicopathological factors involved in its evolution.

Material and methods. For the analysis of recurrence, different
clinical variables were analyzed in 83 OL lesions in patients who had
presented verrucous leukoplakia at some point during follow-up
(2004-2017). For the meta-analysis, articles on protein-based
biomarkers in saliva, which provided quantitative expression in
individuals with a clinical and histopathological diagnosis of OPMD
or OL, were considered eligible. Searches were carried out in eight
electronic databases. The methodological quality was evaluated using
the Quality Assessment of Diagnostic Studies (QUADAS-2) tool. A
functional analysis of the selected proteins was also performed. The
repair gene study included 45 patient samples. Patient clinical data
and tumor staging were collected. In all cases, hematoxylin-eosin
staining was done and they were reviewed by a pathologist. The
diagnosis was obtained according to international recommendations
for histopathological analysis and immunohistochemistry was
performed for MLH1, MSH2, MRE11 and XRCCL1. The results are
described in the form of frequency and percentage, mean and standard
deviation (SD) and their corresponding 95% confidence intervals
(95% CI). For the bivariate analysis, the Chi square and ANOVA tests
were used according to application conditions, setting the level of
significance at 0.05. Kaplan Meier curves were constructed for
survival and recurrence analysis. The data were analyzed with the
SPSS 24.0 program and the meta-analyzes using the OpenMeta
(Analyst) tool.

Results. In the analysis of recurrence, the patients had a mean age
of 66.5 years, SD = 8.92, with ages between 46 and 86 years.
Recurrence in the nodular form appears at 12.05 months on average
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(95% CI 6.81 to 17.29), followed by the homogeneous form at 32.08
months (CI 15.33 to 48.83), verrucous at 52.57 months (95% CI 38.01
to 67.14) and mottled erythro-leukoplakia at 79.01 months (95% CI
0.00-164.24) (Log Rank 16.596; p = 0.001). The mean time to
recurrence for patients without dysplasia was 35.33 months (95% CI
23.43-47.23). The mean recurrence of patients with dysplasia was
56.7 months (95% CI 37.8-75.5, p = 0.048). A total of 986 patients
were included in the systematic review, distributed in the following
groups: healthy controls (HCG) (N = 335), OL (N = 20), OPMD (N =
267) and OSCC (N = 364). The markers analyzed were: CEA
(carcinoembryonic antigen), CYFRA21 (soluble fragment of
cytokeratin 19), IL-6 (interleukin 6) and IL-8 (interleukin 8). For the
OSCC / OPMD subgroup, only two markers were significant, CEA
and CYFRAZ21, both with very low heterogeneity. CEA had an OE =
25.854 (95% CI: 13.215-38.492, p <0.001, 12 = 0) and CYFRA21 had
an OE = 9.317 (95% CI: 9.014-9.619, p <0.001, 12 = 0). For the
OPMD / HCG subgroup, only CYFRA21 turned out to be a good
discriminative marker, with an OE = 3.679 (95% CI: 0.663-6.696, p =
0.017) although with high heterogeneity (12 = 91.24). The study
sample of repair genes consisted of 45 participants with a mean age of
68.24 years (SD = 10.98) of which 29 were women (64.4%) and 16
men (35.6%). A significant difference between the groups was found
only for the expression of MSH2 (p = 0.020). The expression of
MSH2 was significantly associated with dysplasia (p = 0.019) and
location of the biopsy (p = 0.026), being positive in 100% of patients
with OL with dysplasia or OSCC (p = 0.019). When observing the
simultaneous positivity for the four markers, we found significant
differences with the presence of comorbidities (p = 0.006).

Conclusions. Our findings support the evidence for the possible
implication of MSH2 protein overexpression in the development of
OL with dysplasia and OSCC. The repair proteins MSH2, MRE11,
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MLH1 and XRCC1 were significantly associated with the presence of
comorbidities. The salivary markers CEA and CYFRA21 were shown
to be particularly useful in differentiating OSCC from OPMD. The
salivary marker CYFRA21 was shown to be the only protein capable
of distinguishing between OPMD and HCG. The recurrence of OL in
our study appears more frequently in patients with lesions without
dysplasia and with nodular clinical forms.
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CYFRAZ21
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HCG
HNPPC
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Acido desoxirribonucleico)
Analisis de Varianza)
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Antigeno Carcinoembrionario)

Carcinoma Oral de Células Escamosas / Oral
Squamous Cell Carcinoma)

Fragmento Soluble de Citoqueratina 19)

Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery)

Enzyme-Linked InmunoSorbent Assay)
Healthy Control Group / Grupo Control Sano)
Cancer colorrectal hereditario no polipdsico)

Instituto de Ciéncia e Tecnologia - Univesidade
Estadual Paulista)

Interleukina 6)

Interleukina 8)
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Overall Expression / Expresion Global)
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INTRODUCCION

De entre todas las lesiones orales potencialmente malignas, la
leucoplasia es la que aparece con mas frecuencia en la practica clinica.
A lo largo de la historia, la definiciéon de la lesién ha ido afiadiendo
modificaciones a medida que avanza el estudio sobre su propia
naturaleza. En 1978, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la
describe por primera vez como “una mancha o placa blanca que no
puede ser caracterizada clinica o patolégicamente como ninguna otra
enfermedad ”*. En 1984, durante la primera conferencia internacional
de leucoplasia oral desarrollada en Suecia, afiaden a la definicion la
nula relacion etiolégica de la lesiébn con ningun agente fisico o
quimico a excepcion del tabaco?.). Posteriormente, en 1996 durante el
simposio internacional celebrado en Uppsala, el concepto de la lesion
vuelve a redefinirse como: “Una lesion predominantemente blanca de
la mucosa oral que no puede caracterizarse como ninguna otra
enfermedad definible™. Un afio més tarde, la OMS decide realizar una
leve modificacién de su descripcion inicial cambiando la frase
“ninguna otra enfermedad” por “ninguna otra lesion” *.

En la Gltima reunion de la OMS, celebrada en 2005, la leucoplasia
se defini6 como: “Una placa blanca de riesgo cuestionable que
excluye (otras) enfermedades o trastornos conocidos que no conllevan
un mayor riesgo de cancer”. Finalmente, en 2020, Warnakulasuriya y
colaboradores sugieren una actualizacion del término que se
mantendria hasta la actualidad, presentando la lesion de leucoplasia
como “una lesién predominantemente blanca de riesgo cuestionable
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habiendo excluido otros desérdenes o enfermedades conocidos que no
aumentan el riesgo de cancer®.

La leucoplasia oral (LO) es la principal lesion dentro de los
trastornos orales potencialmente malignos (TOPM). Los TOPM son
entidades clinicas que tienen una capacidad de transformacion
maligna variable. En este grupo de lesiones se encuentra la
leucoplasia, la eritroplasia, la eritroleucoplasia, liquen plano,
estomatitis nicotinica, queilitis actinica, entre otras®®.

Se estima que la prevalencia global en Espafia es del 1,72 -
2,60%. Sin embargo, este rango varia considerablemente segun la
region del pais, los habitos tdxicos habituales, los factores que
condicionan la respuesta al tratamiento y el riesgo de recurrencia”®®.
Suele diagnosticarse en la cuarta década de la vida, siendo mas

frecuentes en hombres y en fumadores™*.

Etiolégicamente no se relaciona con ningln agente causal ya sea
fisico o quimico, con la excepcion del tabaco, el habito de mascar de
betel y el consumo de alcohol®. Pueden clasificarse etiolégicamente
como lesiones de leucoplasia relacionadas con el tabaco o idiopéticas
en funcion de si la lesion desaparece tras eliminar el agente causal.

Existen dos tipos de lesiones de leucoplasia atendiendo a sus
caracteristicas clinicas, clasificandose en lesiones homogeneas y no
homogéneas. Por una parte, las lesiones homogéneas cursan con
placas blancas, uniformemente planas, que no se desprenden al
raspado y que no se sobreelevan en comparacion al resto de la
mucosa. Son generalmente asintomaticas’.

Por otra parte, las lesiones no homogéneas se subdividen en 3
grupos: nodulares (pequefias elevaciones polipoides o redondeadas),
verrugosas (la lesion presenta una superficie exofitica, arrugada u
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ondulada) y eritroleucoplasia (pueden tener coloracion mixta, blancay
roja, aunque tienden a conservar un caracter predominantemente
blanco, pudiendo presentar margenes irregulares y cursando con
dolor)®.

Ante la presencia de esta lesion blanca, debe realizarse un
diagnéstico diferencial con otras entidades patoldgicas similares tales
como: nevus esponjoso blanco, queratosis friccional, lesion por agente
quimico, infeccion cronica por candida, leucoedema, manchas de
Fordyce, enfermedad de injerto contra huésped, leucoplasia vellosa
oral, palatitis nicotinica, lesiones por virus del papiloma humano
(condiloma), lengua geogréafica, liquen plano erosivo o lesiones
liquenoides °.

Tras haber excluido otros desérdenes o patologias a través de la
exploracion clinica y la anamnesis previa, se obtiene un diagnostico
clinico provisional de leucoplasia que debe confirmarse mediante la
toma de biopsia para su posterior estudio anatomopatoldgico. Esta
lesion puede presentar aspectos microscopicos que abarcan desde
hiperqueratosis, con o sin diversos grados de displasia (bajo o alto
grado), hasta un carcinoma in situ®*2*.

Existen varias modalidades quirurgicas para el tratamiento de la
leucoplasia oral: escision con bisturi frio, criocirugia, escision con
laser o vaporizacion con laser y terapia fotodinamica. Sin embargo,
los resultados de estas técnicas no ofrecen un consenso universal para
sugerir una técnica de eleccion®. Las diferentes modalidades de
tratamiento notificaron una amplia gama de tasas de recurrencia de

LO, del 2% al 40%, y una tasa de recurrencia anual del 5% al 10%*
18

La leucoplasia es la lesion dentro de los TOPM que presenta la
mayor tasa de transformacién maligna, siendo la media global anual
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entre 1 a 2%%"*°. Sin embargo, estas estimaciones pueden ser mayores
dependiendo de la region geografica observada y el grado de displasia
asociado a la lesion, logrando tasas iguales o mayores al 39%°. Esta
mayor tendencia a la malignizacion se relaciona con factores de riesgo
tales como: el sexo femenino, largo tiempo de evolucion, leucoplasias
idiopéaticas no relacionadas con el tabaco, formas no homogéneas,
presencia de displasia epitelial, tamafio de la lesion mayor a 200 mm2
y localizaciones especificas (suelo de boca, lateral de la lengua y
paladar blando)®.

Ante la ausencia de una técnica de eleccion terapéutica que
permita reducir las tasas de recurrencia en esta patologia, sumado a la
evidencia de su potencial de malignizacion, la leucoplasia oral se
confirma como una entidad patoldgica donde el diagnostico y el
manejo temprano adquieren vital importancia para evitar un
diagnédstico tardio de esta lesién precancerosa que conlleve la
aparicion de una neoplasia en la cavidad oral.

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) representa mas
del 95% del total de neoplasias malignas de la cavidad oral®*. Esta
patologia se caracteriza por una alta prevalencia y morbilidad, con
354.900 nuevos casos y 177.400 muertes por afio en todo el mundo,
dichas cifras han aumentado durante el Gltimo decenio®. A pesar de
los avances en los protocolos del tratamiento para los diferentes
tumores malignos, la tasa de supervivencia del COCE a los 5 afios no
supera el 50%-60% de los casos'*?".

En consecuencia, la prevencion y el diagndstico precoz resultan
sumamente necesarios para mejorar el prondstico y la supervivencia
de los pacientes.

Actualmente, el diagnostico basado en estos criterios clinicos e
histopatoldgicos representan un problema, debido a que son poco
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reproducibles y poseen una gran variabilidad interobservador,
impidiendo una estandarizacion real en la deteccion temprana y
prevencion del desarrollo del COCE®®%. Por ello, uno de los
desafios mas importantes en el diagndstico de la leucoplasia oral es
predecir que lesiones progresaran a COCE.

La saliva es una matriz bioldgica compleja, cuya composicion
puede cambiar dependiendo de la estimulacion simpatica vy
parasimpatica, ritmo circadiano, habitos y espectro de salud-
enfermedad, entre otros factores®®?®. Esta variabilidad ha generado un
gran interés por utilizar la saliva como un método de diagnostico y de
control de diferentes enfermedades tanto sistémicas como de la
cavidad oral (periodontitis, cancer, estomatitis aftosa recurrente,
TOPM, etc.)”"?. Esta nueva herramienta diagnéstica también resulta
atractiva por presentar ventajas clinicas y econémicas como la poca
invasividad, la facilidad en la obtencién de las muestras, asi como
también el bajo coste que supone®’. Los avances en el estudio de la
saliva han permitido establecer la utilidad de la misma como una
fuente de biomarcadores comparable con la sangre, liquido
cerebroespinal, liquido pleural y orina®*°, lo que permitiria un
diagnostico precoz y screening de las diferentes enfermedades a traves
de las “biopsias liquidas”?#3,

A pesar de las innovaciones en el campo de la identificacion
proteica, que supone diversos procedimientos de alta sensibilidad,
incluso cuando son aplicados a fluidos complejos como la
saliva®®%2* o] método ELISA sigue siendo uno de los més
utilizados, dada su amplia difusion, reproductibilidad y bajo coste, en
contraste con las nuevas técnicas émicas.

Existe un cambio de paradigma sobre la multiplicidad de
funciones de una misma proteina. Se propone que dicha proteina no es
unicamente el resultado de una transcripcién para un solo fin, sino que

37



SERGIO PINEIRO DONIS

la existencia de un mismo elemento proteico virtualmente tendria
multiples funciones en la célula, determinadas por las relaciones
estructurales presentes® %, Consecuentemente, la bisqueda de
marcadores proteicos en saliva abre nuevas posibilidades al
entendimiento de las interrelaciones estructurales de los TOPM vy
cémo éstos podrian determinar la progresién al carcinoma oral.

El dafio del ADN se acumula en las células a lo largo del tiempo
como resultado de factores tanto exdgenos como enddgenos. Durante
el metabolismo normal del ADN se pueden producir errores que, de
no ser reparados, pueden generar mutaciones en las células causando
disfuncion y enfermedad. Para evitar estos efectos nocivos y preservar
la integridad del genoma, las células poseen mdltiples mecanismos
para reparar el dafio del ADN y prevenir mutaciones, siendo uno de
ellos la reparacién de desajuste del ADN.

Las proteinas exclusivas del sistema MMR (mismatch repair)
(proteinas "Mut™) se identificaron originalmente en organismos
procariotas, donde su pérdida aumenta la acumulacion de errores de
replicacion del ADN y da como resultado un fenotipo mutador.

Las proteinas clave en MMR estan altamente conservadas desde
bacterias hasta mamiferos, lo que ha sido clave para definir los
componentes de los sistemas de MMR eucariotas, donde existen
multiples homdélogos de las proteinas bacterianas clave de MutS y
MutL*.

Las patologias asociadas a los defectos del sistema MMR han
sido estudiadas en humanos, especialmente en los procesos
cancerosos®, donde se observa la expresion reducida de algunos de
estos genes reparadores. Diversos aspectos de la biologia del cancer se
han asociado con alteraciones de las proteinas que participan en estos
mecanismos de reparacion del ADN.
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La expresion de estos genes, asi como algunos de sus
polimorfismos, ha sido ampliamente estudiada en cancer de colon***,
especificamente en cancer colorrectal hereditario no polip6sico
(HNPCC) o sindrome de Lynch*®. También en otros tipos de tumores
como: céancer de pulmon, tiroides, cérvix, ovarios, endometrio,

laringe, es6fago y piel*®".

Por otra parte, se ha encontrado relacién entre estas proteinas del
sistema MMR, sus polimorfismos y el cancer de cabeza y cuello, en
especial con XRCC1°*** MLH1 ***® y MSH2%**°. En cuanto al
MRE11, pocos estudios han abordado este tema. Aunque Zidtkowska
y colaboradores®® encuentran que las alteraciones en MRE11l no
contribuyen a un mayor riesgo de cancer, consideramos necesario
investigar mas profundamente el tema. En nuestra opinion, estos
genes son los mas relevantes y los que con mayor frecuencia se
asocian a un riesgo incrementado de padecer un proceso tumoral.

Centrandonos en la cavidad oral, en concreto en la leucoplasia
oral y en el cancer oral de células escamosas, se han estudiado
diferentes polimorfismos de diversos genes.

Por una parte, ATM ha sido ampliamente estudiado y tiene un
papel importante en el control del ciclo celular®®. Se ha estudiado la
hipermetilacion de hMLH1 y hMSH2 y su papel en la carcinogénesis
oral® que puede correlacionarse con una tendencia a desarrollar
multiples malignidades orales®®®’. También se ha evidenciado su
importancia en el cancer de lengua®.

Con respecto al XRCC1, Dos Reis y colaboradores creen que no
es un marcador adecuado para el diagnéstico de cancer oral®®. Sin
embargo, la mayoria de autores consideran que el XRCCL1 contribuye
al desarrollo de COCE y a LO™™. Una variante de este marcador
resulté ser el determinante mas significativo de la susceptibilidad de
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un individuo a LO™. En relacion a MRE11A, a pesar de que es
conocida su importancia’®, encontramos poca evidencia de su rol en el
riesgo de cancer’, por lo cual consideramos que debe ser analizado en
profundidad.

En cuanto al impacto que pueden tener factores ambientales sobre
los polimorfismos, se ha estudiado que el tabaco produce
hipermetilacion y reduccién de la expresion génica de MRE11A vy
XRCC1”, también de MLH1 y MSH2%® asi como una mayor
propension a LO en ciertos haplotipos™ ™.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipétesis de este trabajo propone que existen marcadores
basados en proteinas en saliva cuya expresion cuantitativa en los
TOPM es diferente a la de grupos controles sanos y a la de lesiones
malignas, pudiendo establecer puntos de expresion diferencial

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es estudiar la
expresion proteica de marcadores relacionados con la reparacion de
ADN en la leucoplasia oral, analizar el papel de diferentes
biomarcadores salivales en su diagnéstico y evaluar los factores
clinico patol6gicos involucrados en su evolucion.

Como objetivos secundarios se establecen:

1) Establecer un perfil de expresién inmunohistoquimica de
MLH1, MSH2, MRE11 y XRCCL1 en leucoplasia oral (cony
sin displasia) y carcinoma oral de células escamosas y asociar
el analisis inmunohistoquimico con la progresion maligna y
parametros clinicos de la leucoplasia.

2) Realizar un metaanalisis para obtener informacion sobre los
marcadores basados en proteinas salivales descritos en la
literatura para los TOPM vy estudiar las diferencias de
expresion con respecto a controles sanos y lesiones malignas
de COCE.
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44

3)

Analizar el impacto de factores clinicos (tipo de lesidn
clinica) y patoldgicos (grado de displasia) en la variacion del
tiempo de recurrencia de lesiones de leucoplasia oral para
determinar que perfil de leucoplasia es mas propenso a
recidivar.
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1. MATERIAL Y METODO PARA EL ARTICULO 1-
ANALISIS DE LA RECURRENCIA EN LESIONES
DE LEUCOPLASIA ORAL EN FUNCION DE SUS
CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS

1.1. DISENO DEL ESTUDIO Y SELECCION DE PACIENTES

Se disefid un estudio observacional retrospectivo realizado de
acuerdo con las recomendaciones de las guias STROBE™. Se
selecciond una cohorte de pacientes que habian sido diagnosticados
clinicamente de LO con confirmacion histopatoldgica. Sus lesiones
fueron tratadas con laser CO2 hasta su total eliminacion, sin
desarrollar recurrencia en un plazo de mas de seis meses.
Seleccionamos a todos los pacientes con lesiones que cumplian los
criterios de inclusion y que habian sido atendidos en la Unidad de
Medicina Oral de la Facultad de Medicina y Odontologia de la
Universidad de Santiago de Compostela. La muestra estuvo formada
por 83 pacientes con lesiones LO.

Para el calculo de la muestra y el poder estadistico, utilizamos el
método de proporcion / unilateral. Para una muestra de 80 pacientes,
con un 50% de probabilidad de recurrencia y una tasa de error del
10%, el poder estadistico es de casi el 70%. Las variables clinicas que
se analizaron fueron: edad, sexo, grado de displasia (segin la
clasificacion de la OMS 2005), tabaquismo (fumador, no fumador,
exfumador), apariencia clinica de leucoplasia (Figura 1): (homogénea,
nodular, moteada-eritroplasica o verrugosa), numero de lesiones
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(Unicas o multiples), localizacion de la lesién, tamafio (< 2 cm, 2 - 4
cm y > 4 cm), seguimiento clinico (cambio / consistencia en la
clasificacion clinica inicial), tipo de biopsia (incisional o escisional),
localizacion de la biopsia, transformacion maligna y recurrencia. Este
estudio fue aprobado por el comité ético de Galicia (Ref. 2016/337).

Figura 1 (Anexo 1 - Figura 1): Formas clinicas de la LO. a) Homogénea. b)
Verrugosa. c) Nodular. d) Moteada-Eritroleucoplasia.

1.2 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Inclusion: Se incluyeron pacientes que en algin momento habian
presentado lesiones de leucoplasia que posteriormente habian sido
confirmadas mediante biopsia. Para las lesiones que presentaron
alteraciones en su forma clinica durante el seguimiento (a veces las
lesiones sufren variaciones en su forma de presentacion clinica), se
considero la forma clinica mas frecuente de todas las citas de control.
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Exclusion: Se

excluyeron

1. Material y método para el Articulo 1

sujetos

con las

siguientes

caracteristicas: pacientes sin diagnostico histologico inicial, pacientes
con un periodo de seguimiento menor a seis meses, pacientes con
presentacion clinica o hallazgos histoldgicos de enfermedad benigna
blanca o predominantemente blanca, pacientes sin imagen clinica de la
lesion analizada y pacientes sin ningin material anatomopatoldgico
que nos permita confirmar el diagnostico inicial.

La Tabla 1 presenta un resumen de las caracteristicas clinicas de

la muestra de estudio.

Tabla 1 (Anexo 1 - Tabla 1). Caracteristicas clinicas y patologicas de los pacientes

Caracteristicas

Total Muestras (%)

Sexo

Tabaco

NUmero de lesiones
Tamano de
lesiones (cm)

Localizacion
de lesiones
Categorias
clinicas

Tipo de biopsia

Localizacion
de biopsia

Grado de displasia

Cambio
forma clinica
Recurrencia

Hombres
Mujeres

No fumadores
Ex fumadores
Fumadores

<2
2-4

>4
Unica
Mltiple
Homogénea
Verrucosa
Nodular
Moteada - Eritroleucoplasia
Incisional
Escisional
Encia
Lengua
Mucosa yugal
Mucosa palatina
Suelo de boca
Multiple
No displasia
Leve
Moderada
Severa
Si
No
Si
No

59 (71,1)

U= U0ONO =
COOONUIOWAWWUIOO NO

=N W =0

NN - N Ol
NGO W-oh o
N o
oS Lulr>
s )
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1.3 ESTUDIO HISTOLOGICO

A todos los pacientes incluidos en este estudio se les realiz6 una
biopsia siguiendo el procedimiento habitual. En los casos donde las
lesiones tenian un tamafio quirtrgico razonable, se decidid realizar
biopsia escisional y eliminarlas de forma completa; de tal forma que
ademas de conseguir una muestra para el analisis de la lesion, también
se realizaba la exéresis con fin terapéutico. Las lesiones de méas de 4
cm, localizadas en zonas comprometidas por estructuras vasculares o
nerviosas, o de dificil acceso, fueron biopsiadas mediante técnica
incisional y posteriormente tratadas mediante vaporizacion con laser
de CO2.

1.4 ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis bivariante se utilizaron pruebas de Chi-cuadrado y
ANOVA. Para verificar el riesgo relativo de las diferentes covariables
de recurrencia se realizd un andlisis de regresion logistica
multivariante. EI tiempo medio de recurrencia se calculé mediante las
curvas de Kaplan-Meier.
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2. MATERIAL Y METODO PARA EL ARTICULO 2-
ESTUDIO DE LOS MARCADORES SALIVALES
BASADOS EN PROTEINAS Y ANALISIS DE SU
EFICACIA EN EL DIAGNOSTICO DE
ENFERMEDADES ORALES.

Se realiz6 una revision sistematica de la literatura por un equipo
multidisciplinar entre el 1 de diciembre de 2019 al 31 de enero de
2020. La revision fue desarrollada siguiendo el Manual Cochrane de
revisiones sistematicas de intervenciones version 51.0" y el checklist
de la guia PRISMA'®" para revisiones sistematicas (Figura 2).

Figura 2 (Anexo 2 - Suplementario 1) PRISMA 2009 Checklist

Section/topic Checklist item Lzt ‘
on page #
TITLE Yes/No
Title Identify the report as a systematic review, meta-
analysis, or both. y
ABSTRACT
Structured Provide a structured summary including, as applicable:
summary background; objectives; data sources; study eligibility
criteria, participants, and interventions; study appraisal N
and synthesis methods; results; limitations; conclusions
and implications of key findings; systematic review
registration number.
INTRODUCTION
Rationale Describe the rationale for the review in the context of v
what is already known.
Objectives Provide an explicit statement of questions being
addressed with reference to participants, interventions, Y
comparisons, outcomes, and study design (PICOS).
METHODS
Protocol and Indicate if a review protocol exists, if and where it can
registration be accessed (e.g., Web address), and, if available, Y

provide registration information including registration
number.
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Section/topic # ‘ Checklist item i
on page #
Eligibility Specify study characteristics (e.g., PICOS, length of
criteria 6 follow-up) and report characteristics (e.g., years Y
considered, language, publication status) used as criteria
for eligibility, giving rationale.
Information Describe all information sources (e.g., databases with
sources 7 |dates of coverage, contact with study authors to identify Y
additional studies) in the search and date last searched.
Search Present full electronic search strategy for at least one
8 |database, including any limits used, such that it could be N
repeated.
Study selection State the process for selecting studies (i.e., screening,
9 |eligibility, included in systematic review, and, if Y
applicable, included in the meta-analysis).
Data collection Describe method of data extraction from reports (e.g.,
process 10 piloted forms, independently, in duplicate) and any v
processes for obtaining and confirming data from
investigators.
Data items List and define all variables for which data were sought
11 | (e.g., PICOS, funding sources) and any assumptions and Y
simplifications made.
Risk of bias in Describe methods used for assessing risk of bias of
individual 12 individual studies (including specification of whether this v
studies was done at the study or outcome level), and how this
information is to be used in any data synthesis.
Summary 13 State the principal summary measures (e.g., risk ratio, Y
measures difference in means).
Synthesis of Describe the methods of handling data and combining
results 14 |results of studies, if done, including measures of Y
consistency (e.g., I?) for each meta-analysis.
Risk of bias Specify any assessment of risk of bias that may affect the
across studies 15 |cumulative evidence (e.g., publication bias, selective Y
reporting within studies).
Additional Describe methods of additional analyses (e.g., sensitivity
analyses 16 |or subgroup analyses, meta-regression), if done, Y
indicating which were pre-specified.
RESULTS
Study selection Give numbers of studies screened, assessed for
17 |eligibility, and included in the review, with reasons for Y
exclusions at each stage, ideally with a flow diagram.
Study For each study, present characteristics for which data
characteristics 18 |were extracted (e.g., study size, PICOS, follow-up Y
period) and provide the citations.
Risk of bias 19 Present data on risk of bias of each study and, if -
within studies available, any outcome level assessment (see item 12).
Results of For all outcomes considered (benefits or harms),
individual 20 present, for each study: (a) simple summary data for Y
studies each intervention group (b) effect estimates and
confidence intervals, ideally with a forest plot.
Synthesis of Present the main results of the review. If meta-analyses
results 21 |are done, include for each, confidence intervals and Y

measures of consistency.
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Section/topic # Checklist item i ‘
on page #
Risk of bias 22 Present results of any assessment of risk of bias across Y
across studies studies (see Item 15).
Additional Give results of additional analyses, if done (e.g.,
analysis 23 |sensitivity or subgroup analyses, meta-regression [see Y
Item 16]).
DISCUSSION
Summary of Summarize the main findings including the strength of
evidence evidence for each main outcome; consider their
24 : Y
relevance to key groups (e.g., healthcare providers,
users, and policy makers).
Limitations Discuss limitations at study and outcome level (e.g., risk
25 |of bias), and at review-level (e.g., incomplete retrieval Y
of identified research, reporting bias).
Conclusions Provide a general interpretation of the results in the
26 |context of other evidence, and implications for future Y
research.
FUNDING
Funding Describe sources of funding for the systematic review
27 | and other support (e.g., supply of data); role of funders Y
for the systematic review.

From: Moher D, Liberati A, Tetzlaff J, Altman DG, The PRISMA Group (2009). Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses: The PRISMA Statement. PLoS Med 6(7): e1000097.
doi:10.1371/journal.pmed1000097 For more information, visit: www.prisma-statement.org.

2.1 PREGUNTA PICO

El trabajo se organizé basandose en la siguiente pregunta PICO:
Patient, index test, comparison, outcome. P: (Existe algln
biomarcador diagnostico para la leucoplasia oral (LO)? I: proteinas en
saliva. C: pacientes con carcinoma escamoso oral (COCE) y controles
sanos (HCG). O: Diferencias de expresion entre LO y COCE-HCG.
Con ello generamos la pregunta cientifica ¢Existen marcadores
basados en proteinas en saliva que permitan de manera cuantitativa
obtener diferencias diagnosticas entre controles sanos, TOPM vy
COCE?

55



SERGIO PINEIRO DONIS

2.2 CRITERIOS PARA INCLUIR ESTUDIOS EN ESTA REVISION
2.2.1 Tipos de estudio

Se consideraron relevantes para esta revision los estudios de
marcadores moleculares basados en proteinas (index tests) en saliva
que revelen resultados cuantitativos de expresion en relacion a
enfermedades diagnosticadas clinica e histopatolégicamente (estandar
de referencia). Por lo tanto, se incluyeron 1) Estudios de casos y
controles en humanos, en lengua inglesa, considerando como estandar
de referencia la LO y/o los TOPM que incluyan casos de LO; 2)
Estudios que incluyan marcadores basados en proteinas y salivales
exclusivamente; 3) Estudios que utilicen métodos de analisis mediante
ELISA y/o equivalentes, con determinacion de expresion cuantitativa
(Bromocresol green method, Immunoturbidometry y LUMINEX).
Como criterios de exclusion: 1) Estudios que analizan la expresion a
nivel tisular y/o en plasma. 2) Estudios que cuantifiquen la expresion
proteica en unidades de medida diferentes a peso/capacidad (es decir
mg/dl, ng/dl 6 pg/dl), tales como Sequence coverage, cociente
masa/carga (m/z), lon score, Fold-change o Mascot score. 3) Estudios
que sélo incluyan grupo COCE u COCE/HCG. 4) Aquellos donde el
marcador se expresa por debajo de un punto de corte minimo. 5)
Grupos controles poco claros o mal definidos.

2.2.2 Participantes

Los sujetos incluidos en el estudio fueron aquellos con diagndsticos
claros y validados tanto clinica como histopatolégicamente. Estudios en
animales de experimentacion o modelos in vitro fueron excluidos.
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2.2.3 Control y condiciones objetivo

Los pacientes incluidos fueron diagnosticados de acuerdo con la
Clasificacion de Tumores de Cabeza y Cuello de la OMS®. Los
TOPM y LO se consideraron condicion objetivo y el COCE vy los
HCG como grupo de controles tanto positivo (COCE) como negativo
(HCG), segun los subgrupos comparados.

El grupo HCG incluyd pacientes sin enfermedades sistémicas y
sin medicacion inmunosupresora.

2.2.4 Estandar de referencia

El estandar de referencia para el diagnostico de LO, TOPM y
COCE se baso6 en parametros clinicos e histopatolégicos (displasia y
malignidad). Los estudios que no detallaron ningun estandar de
referencia para el diagnéstico de las patologias descritas no fueron
elegibles para su inclusion en esta revision.

Ante la gran diversidad de estudios, se establecieron criterios
diagnosticos inclusivos claros. Para el grupo COCE: pacientes
diagnosticados  clinicamente,  verificados mediante  estudio
histopatolégico, independientemente del grado de diferenciacion,
excluyendo casos de carcinomas verrugosos. Grupo TOPM: se
incluyeron casos de liquen plano oral, eritroplasia, fibrosis oral
submucosa y LO. Se consider6 como TOPM aquellos trabajos donde
no mencionan un diagnostico clinico claro, pero si una lesion no
maligna con algdn grado de displasia®*®'. Grupo LO: lesiones blancas
no desprendibles al raspado, homogéneas y no homogeéneas (moteadas
0 verrugosas) con hiperqueratosis, acantosis y/o hiperplasia escamosa
histoldgica, con cualquier grado de displasia (excepto carcinoma in
situ que fueron excluidos).
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2.2.5 Prueba (s) de indice

Cualquier biomarcador basado en proteinas detectado en saliva,
que fuera analizado desde un punto de vista cuantitativo para
discriminar entre controles y las condiciones objetivo. Los estudios
que analizan paneles de biomarcadores multiples fueron excluidos por
imposibilidad de analisis.

2.2.6 Otros criterios de exclusién

Se excluyeron otros tipos de estudios: tesis, disertaciones,
revisiones, cartas, opiniones personales, capitulos de libros,
comunicaciones breves, resimenes de congresos y patentes. Otras
consideraciones: sin restricciones en la fecha de publicacion, el estado
de publicacion y so6lo en lengua inglesa.

2.3 METODOS DE BUSQUEDA PARA LA IDENTIFICACION Y
SELECCION DE ESTUDIOS

2.3.1 Fuentes de informacién y estrategia de busqueda

Nuestra estrategia para esta investigacion se baso en busquedas
electronicas en MEDLINE a través de PubMed, EMBASE, OVID,
Web of Science, Scopus, Cochrane Library, ClinicalTrials y las bases
de datos bibliogréaficas regionales de la OMS (AIM, IMEMR,
IMSEAR, WPRIM) vy las bases de datos del indice de Citas de la
Conferencia. Este proceso se complementd con una busqueda manual
en una serie de revistas revisadas por pares con contenidos
relacionados. Se buscaron articulos potencialmente relevantes que
cualquiera de los autores conocia, y también se verificaron
exhaustivamente las listas de referencias de los articulos de revision
recuperados y otras revisiones relevantes sobre el tema. Para disminuir
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la pérdida de cualquier estudio relevante, se evitd cualquier filtro de
busqueda basado en conceptos metodoldgicos. Siguiendo las
recomendaciones establecidas por el Grupo Cochrane de Revisiones
Sisteméticas de Exactitud de Pruebas de Diagndstico®, la estrategia de
busqueda para identificar estudios de precision incluy6 tres conjuntos
de términos relacionados con las condiciones objetivo (LO y TOPM),
las pruebas de indice (biomarcadores basados en proteinas) y el tipo
de muestra oral (saliva) (Figura 3.1).

Figura 3.1 (Anexo 2 - Suplementario 2.1): Estrategia de bUsqueda, aplicada a las
diferentes bases de datos.

Terms for target condition

1. Oral Leukoplakia

2. Oral Premalignant Lesion

3. Oral Potentially Malignant Disorder
4. 1or2or3AND

Terms for the type of oral sample analyzed

5. Saliva AND/OR Protein

Terms for the index tests

6. 8-OHdG 53. Glycosaminoglycan 100. MMP-3

7. Activating factor 54. Glycosidase 101. MMP-7

8. Adipocytokine 55. Growth factor 102. MMP-8

9. Adiponectin 56. ERBB2 103. MMP-9

10. Albumin 57. HGF 104. MUC4

11. Amino acid 58. HSP27 105. MPO

12. Aminopeptidase 59. Hydroxyproline 106. Naa10p

13. Aminotransferase 60. ICTP 107. Neopterin
14. Amylase 61. IFN-a 108. Neurokinin
15. Antibody 62. IFN-y 109. Nitrate

16. Antitrypsin 63. IgA 110. NO

17. Arginase 64. IgA2 111. Nitrite

18. Arylsulfatase 65. IgE 112. NLRP3

19. ASC 66. 1gG 113. OPG

20. Ascorbate 67. IgM 114. OPN

21. BGLAP 68. IL-1a 115. PDGF-BB
22. C4d 69. IL-1b 116. Peptidase
23. Ca? 70. IL-6 117. Peptide

24. Calgranulin 71. IL-8 118. Peroxidase
25. Calprotectin 72. 1L-10 119. PGE2

26. CASP1 73. IL-17 120. Phosphatase
27. Cathepsin 74. 1L-18 121. Plasminogen
28. CD14 75. IL-21 122. PCT

29. CEA 76. 1L-22 123. Progranulin
30. Chemerin 77. IL1RA 124. Prostaglandin
31. Chemokine 78. Immunoglobulin 125. Protease
32. Chitinase 79. Interferon 126. Protein

33. Chondroitin 80. Keratin 127. Proteinase
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34. Collagenase 81. L-plastin 128. Pyridinoline
35. Complement C 82. LDH 129. RANKL
36. Cortisol 83. Lactoferrin 130. RANTES
37. Creatine 84. Laminin 131. Resistin
38. Creatinine 85. LDH 132. S100A8
39. CRP 86. Leptin 133. S100A9
40. CYFRA21 87. Leukotriene 134. sCD14

41. Cystatin 88. Lysozyme 135. SOD

42. Cytokine 89. Macroglobulin 136. SPARC
43. Dehydrogenase 90. MAF 137. Substance
44. Dipeptidyl peptidase 91. Marker 138. TIMP-1
45. EGF 92. MCP-1 139. TLR-2

46. Elastase 93. MDA 140. TLR-4

47. EDN1 94. Mediator 141. TNF-a

48. Enzyme 95. Melatonin 142. VEGF

49. Esterase 96. Metabolite 143. Visfatin
50. Fibronectin 97. MMP 144. a-amylase
51. Gingipain 98. Microglobulin

52. Glucuronidase 99. MIP-1a

2.3.2 Seleccién de estudios

La manipulacion de los datos identificados en las busquedas se
realizd utilizando el software SPSS (IBM Corp. 2011. IBM SPSS
Statistics para Windows, Version 24.0. Armonk, NY: IBM Corp.).
Los resimenes de todos los articulos se analizaron manualmente
aplicando una serie de palabras positivas y negativas (Figura 3.2).

Figura 3.2 (Anexo 2 - Figura 3.2) Lista de las palabras positivas y negativas usadas

para la seleccion de articulos seleccionables.

Positive
words

Accuracy, sensitivity, specificity, threshold, area under curve, receiver
operating, operating characteristic, positive predictive value, negative
predictive value, true positive, true negative, false positive, false
negative, point of care, chairside test, diagnostic test, prognostic test,
logistic regression, canonic correlation, odd ratio, neuronal network,
support vector machine, performance measure, predictive model,
accurate, prediction, regression, discriminant, cluster, clustering,
variance.

Negative
words

dog, cat, animal, mouse, rat, vitro, monkey, pig, rabbit, review,
metanalysis, overview.
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El proceso de extraccién de datos fue previamente validado en
una pequefa serie de documentos de expresion que cumplian con los
criterios de inclusion. Los datos se extrajeron mediante un formulario
estandarizado y probado por piloto. Este formulario incluia los
siguientes items: Titulo (titulo original de la publicacién revisada);
Autores (aquellos que participaron en la publicacion); Afio (en qué
momento se publico el articulo); Grupo de estudio (COCE, LO,
TOPM y HCG); Muestra (N, numero de individuos que formaron
parte desde el inicio del estudio; Tipo de biomarcador; Expresion
cuantitativa; Método de analisis; Porcentaje de LO en muestras de
TOPM; Presencia y grado de displasia (leve, moderada, severa);
Tamafio de la LO; Aspecto clinico (Homogéneo/No-Homogéneo);
Seguimiento (tiempo, recurrencia, evento oncolégico).

El diagrama de flujo de la investigacion y el procesamiento de
datos se muestra en la Figura 4.
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Articles related to Oral Leukoplakia and/or
Cral Premalignant Lesion/Oral Potentially Malignant Disorders in Saliva and/or
Protein

7890 Cochrane

214589 PubMed 60953 EMBASE 301 LILACS X Seopus 5800 Others

Library
435 Combined result of previously databases

217 Articles after remove duplicates

Manual procedure of title and abstract revision

Analysis of positive and negative words. Selected articles with at least one positive

word and no negative words

210 Articles assessed for eligibility

210 Full text articles assessed. 202 articles excluded for any of the following reasons:

Patients with explicit diagnosis, systemic disease or condition that interferes the pathologies of
interest

Only evaluate blood or tissue markers

The biomarker did not validate, only discovered in label free analysis

The study only try to validate a technique for diagnosis

Population with only one risk factor as habitual betel quid chewers

Mo biomarker defined

The study investigated changes in cytokines in saliva pre/post-treatment, don’t distinguish a
potential biomarker

The study did not define the pathologies groups of interest

8 articles included in data extraction and qualitative analysis

Criteria for quantitative analysis:
Studies with OPML and/for OL groups against OSCC and/or HCG groups
Expression studies regardless of threshold value

8 articles included in quantitative analysis:
Molecules analysis in saliva: CEA, CYFRAZ21, IL-6, IL-8

Figura 4 (Anexo 2 - Figura 1): Diagrama de flujo de la investigacion.
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2.4 RECOPILACION Y ANALISIS DE DATOS
2.4.1 Seleccién de estudios

La busqueda fue realizada por 2 observadores (MPS y EAA).
Cualquier desacuerdo continuo se resolvié mediante discusion con dos
revisores diferentes (PGV y CMCP.). Se detallaron los motivos para
excluir los estudios. En la primera ronda, se leyeron el titulo y el
resumen de los articulos recuperados. Los estudios que cumplian los
criterios de inclusion, asi como aquellos que presentaban datos
insuficientes para tomar una decisién clara, se juzgaron en texto
completo. Luego, en una segunda ronda, todos los estudios que se
consideraron elegibles se examinaron por completo y se tomé la
decision final de incluirlos o no.

Extraccién y gestion de datos

Cuatro autores (MPS, EAA, CMCP, SPD) extrajeron los datos de
forma independiente mediante el formulario indicado. Los dos primeros
autores se centraron en las caracteristicas de los articulos, y los
segundos dos autores analizaron los datos de expresion de los estudios.

Valoracion de la calidad metodoldgica

Dos revisores (MPS y EAA) evaluaron de forma independiente la
calidad de los estudios incluidos mediante herramienta de Evaluacion
de calidad de los estudios de diagnostico revisada (QUADAS - 2)%
(Figura 5). Esta herramienta consta de cuatro dominios: 1) seleccion de
pacientes, 2) prueba de indice, 3) prueba de referencia, 4) flujo y
tiempo. Cada dominio se evalta en términos de su riesgo de sesgo y los
primeros tres dominios también se evallan en términos de su
aplicabilidad.
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Figura 5 (Anexo 2 - Suplementario 3) - Herramienta QUADAS para la evaluacion del riesgo de sesgo.

CONCERNS
RISK OF BIAS REGARDING APPLICABILITY

PATIENT INDEX REFERENCE FLOW AND PATIENT INDEX REFERENCE
STUDY YEAR SELECTION  TEST STANDART IMING SELECTION  TEST STANDART
Zheng, J. et al. 2018 HIGH ? LOW LOW LOW LOW ?
Airoldi, M. et al. 1986 HIGH ? LOW LOW LOW LOW LOW
Awasthi, N. et al. 2017 HIGH ? LOW LOW LOW LOW LOW
Rajkumar, K. et al. 2015 HIGH ? LOW LOW LOW LOW LOW
Rhodus, N. L. et al. 2005 HIGH ? LOW LOW LOW LOW LOW
Sharma, M. et al 2011 HIGH ? LOW LOW LOW LOW LOW
Gleber-Netto, F. O. et al 2016 HIGH ? LOW LOW LOW LOW LOW
Punyani, S. R. et al 2012 HIGH ? LOW LOW LOW LOW LOW

CONCERNS
RISK OF BIAS REGARDING APPLICABILITY
Low Probability Uncertan Probability Low Probability High Probability Uncertan Probability

Patient selection 0 8 0 8 0 0
Index test 0 0 8 8 0 0
Reference standart 8 0 0 7 0 1
Flow and timing 8 0 0 - - -
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Analisis cualitativo

La unidad de andlisis fue la expresion de cada biomarcador
proteico en saliva, complementado por el autor y el afio de publicacion.
En la mayoria de los estudios, se informd la expresion cuantitativa o
nivel de una proteina cuantificable. En consecuencia, estos resultados se
interpretaron como la presencia o ausencia de enfermedad (COCE,
TOPM o LO) en base a una medicion numérica que se clasificd de
acuerdo con un umbral (predeterminado o no). Las estimaciones de
expresion se mostraron como valores enteros y su desviacion estandar
para cada biomarcador y subgrupo. Para cada modelo se obtuvo la
diferencia de medias ponderadas o Weighted Mean (WM) entre el
grupo de casos y el grupo control, obteniendo el Overall Expression
(OE) y el intervalo de confianza al 95% (1C95%). Hemos distribuido el
metaandlisis en dos subgrupos, el primero COCE (estandar de
referencia)/ TOPM y el segundo TOPM (estandar de referencia)/HCG,
incluyendo el dnico grupo aislado de LO dentro de TOPM.

Analisis cuantitativo

Se realizd un metaandlisis cuando el numero de datos de un
biomarcador fue de al menos dos articulos y las unidades de medicién
del marcador eran las mismas. La estrategia de andlisis fue incluir
todos los estudios de expresion independientemente del valor umbral.
El analisis estadistico de los resultados se realizo con la herramienta
OpenMeta (Analyst).

Redes funcionales y mapeo de rutas

El analisis de las vias biologicas dentro de los marcadores
proteicos diferenciales se realiz6 utilizando la herramienta de analisis
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de enriquecimiento PANTHER®, solo para interacciones con alta
confianza (0,7) (Figura 6). El analisis de enriquecimiento de la via
biolégica Reactome de proteinas de interés se realizd con la
herramienta STRING® (Figuras 7, 8 y 9). En ambos casos utilizamos
proteinas que presentaron diferencias estadisticamente significativas
en nuestro estudio, realizando en algunos casos un enriquecimiento
nodal para obtener mas interacciones proteicas. Finalmente,
utilizamos un analisis bioinformatico sistematico que incluye la Base
de Datos para Anotacion, Visualizacién y Descubrimiento Integrado
(DAVID) y el enriquecimiento de ontologfa genética®™.

PANTHER GO-Slim Biological Process
Total # Genes: 4 Total # process hits: 8

Click to get gene list for a category
B biological regulation ( )07

**Chart tooltips are read as: Category name {Accassion): # genes; Percent of gena hit
against total # genes; Percent of gene hit against total # Process hits

Figura 6 (Anexo 2 - Suplementario 6) - La herramienta de analisis PANTHER indica
que las proteinas estan involucradas en los procesos de sefalizacion, el sistema
inmunologico, la regulacion, la localizacion y la locomocion.
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CEACAMS

Figura 7 (Anexo 2 - Suplementario 7) - CYFRA21 parece tener interacciones con un
complejo de proteinas del citoesqueleto y con la mesotelina (MSLN).

CEACAMS5
KRT19
l‘lnteraction
© KRT19 [ENSPO0000355124] @ CEACAMS [ENSP00000221992]
Keratin, type | cytoskeletal 19; Involved in the organization Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule
of myofibers. Together with KRT8, helps to link the <> 5 Cell surface glycoprotein that plays a role in cell
contractile apparatus to dystrophin at the costameres of adhesion and in intracellular signaling. Receptor for E.coli

striated muscle; Keratins, type | Dr adhesins; CD molecules

Evidence suggesting a functional link:
Neighborhood in the Genome: none / insignificant
Gene Fusions: none / insignificant
Cooccurence Across Genomes: none / insignificant

Co-Expression: yes (score 0.088).  Show

Experimental/Biochemical Data: none / insignificant.
Association in Curated Databases: none / insignificant

Co-Mentioned in PubMed Abstracts: yes (score 0.836). Show
Combined Score: 0.844

Figura 8 (Anexo 2 - Suplementario 8) - KRT19 esta involucrado en la organizacion de

miofibrillas junto con KRT8, mientras que CEA juega un papel muy importante en la
adhesion celular y los procesos de sefalizacion intracelular
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Figura 9 (Anexo 2 - Suplementario 9) - Interaccion de un fuerte grupo de proteinas
del citoesqueleto.

2.4.2 Evaluacion de heterogeneidad

En cuanto a la evaluacién de la heterogeneidad de esta revision
destacamos, en primer lugar, que el efecto umbral de expresion se
evalu6 graficamente observando el forest plot. En segundo lugar, el
efecto umbral se evalu6 estadisticamente mediante la prueba 12. Los
valores p>0,1 y el indice 12<50%, indican una baja heterogeneidad
entre los estudios por lo que se realiz6 el modelo de efecto-fijo (fixed-
effect model), por el contrario, valores de p<0,1 e indice 12>50%
indican una considerable heterogeneidad por lo que se llevé a cabo el
modelo de efecto-aleatorio (random-effect model). Todas las
diferencias bilaterales con un valor de p menor o igual a 0.05 se
consideraron significativas®’.
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3. MATERIAL Y METODO PARA EL ESTUDIO 3 -
ANALISIS DE PROTEINAS DE REPARACION EN
LESIONES DE LEUCOPLASIA ORAL Y CANCER

ORAL

3.1 DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio observacional transversal, disefiado de
acuerdo con las recomendaciones STROBE’® y aprobado por el
Comité Autonémico de Etica de Galicia (referencia 2019/271). La
muestra se selecciond en de la Unidad de Medicina Oral de la
Universidad de Santiago de Compostela (USC) y fue analizada en el
Instituto de Ciéncia e Tecnologia, Campus de S&o José dos Campos,
Universidade Estadual Paulista, S&o Paulo, Brasil (ICT/UNESP).
Todos los procedimientos se llevaron a cabo con la comprension vy el
consentimiento por escrito de los sujetos de conformidad con la
Declaracion de Helsinki y sus modificaciones posteriores.

3.2 SELECCION DE MUESTRAS Y EVALUACION HISTOLOGICA

El estudio incluyd 45 muestras de pacientes diagnosticados
clinicamente con LO y COCE. En todos los casos se realiz6 tincion
con hematoxilina-eosina y fueron revisados por un patologo. El
diagndstico se obtuvo segun las recomendaciones internacionales para
el anlisis histopatolgico®®. La distribucién final de las muestras fue:
16 LO sin displasia, 14 LO con displasia y 15 con COCE. Los datos
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clinicos de los pacientes y la estadificacion tumoral fueron recogidos
en una base de datos de la USC (Tabla 2 y Tabla 3).

Tabla 2 (Anexo 3 - Tabla 1). Datos descriptivos de habitos y comorbilidades de los
participantes.

LO sin

LO con

Variables displasia displasia (r:|O(°CA§
n (%) n (%)
Sexo Mujer 12 (41.4) 9 (31) 8 (27.6)
Hombre 4 (25) 5 (31.3) 7 (43.8)
No 9 (37.5) 8 (33.3) 7 (29.2)
Exfumador 3 (37.5) 3 (37.5) 2 (25)
Tabaco S 4(33.3) 3 25) 5 @1.7)
No especifica 0 (0) 0 (0) 1 (100)
No 11 (42.3) 9 (34.6) 6 (23.1)
Bebedor ocasional 0 (0) 0 (0) 3 (100)
Alcohol Si 2 (28.6) 3 (42.9) 2 (28.6)
No especifica 3(33.3) 2 (22.2) 4 (44.4)
- No 5 (33.3) 4 (26.7) 6 (40)
Comorbilidad - 11 (36.7) 10 (33.3) 9 (30)
No 5 (33.3) 4(26.7) 6 (40)
Comorbilidad | Cardiovascular 2 (22.2) 1(11.1) 6 (66.7)
especifica Psiquiatrico 1 (50) 0 (0) 1 (50)
Dos 0 mas patologias 8 (42.1) 9 (47.4) 2 (10.5)
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Tabla 3 (Anexo 3 - Tabla 2): Datos descriptivos de las muestras. NA: no se aplica.

Informacién sobre las lesiones LO sin displasia LO con displasia COCE
n (%) n (%) n (%)
Numero de  Unica 6 (26.1) 7 (30.4) 10 (43.5)
lesiones  Mdltiples 10 (45.5) 7 (31.8) 5(22.7)
Encia queratinizada 2 (66.7) 0 (0) 1(33.3)
Lengua 3(17.6) 9 (52.9) 5 (29.4)
Paladar 1(33.3) 0(0) 2 (66.7)
Localizacion Mucosa yugal 6 (46.2) 3(23.1) 4 (30.8)
Reborde alveolar 2 (33.3) 1(16.7) 3 (50)
Labio inferior 0(0) 1 (100) 0 (0)
Zona retrocomisural 1 (100) 0(0) 0(0)
Zona retromolar 1 (100) 0(0) 0 (0)
- L Incisional 7 (35) 7 (35) 6 (30)
Tipo de biopsia o icional 9 (36) 7 (28) 9 (36)
LO Homogénea 13 (59.1) 9 (40.9) NA
Presentacion  LO Verrugosa 3 (50) 3 (50) NA
clinica LO Eritroleucoplasia 0(0) 2 (100) NA
Carcinoma NA NA 15 (100)
No 13 (86.7) 2 (13.3) NA
Displasia Bajo grado 3 (25) 9 (75) NA
Alto grado 0(0) 3 (100) NA
Evolucion Estable ) 10 (58.8) 7 (41.2) NA
clinica de las Cambio de fo,rma clinica 1 (100) 0 (0) NA
LOs en el Evento oncoldgico 2 (40) 3 (60) NA
periodo Recurrgncia 1(25) 3 (75) NA
estudiado Curacion 2 (100) 0(0) NA
No sabemos 0 (0) 1 (100) NA
| NA NA 8 (100)
Estadio tumoral ::I mﬁ mﬁ 1 2188;
v NA NA 5 (100)
Diferenciacion Bien NA NA 9 (100)
del COCE Moderado NA NA 5 (100)
Pobre NA NA 1 (100)
Tipo de Seguimiento 11 (57.9) 8 (42.1) NA
tratamiento  Laser 1 (50) 1 (50) NA
realizado Exéresis 4 (44.4) 5 (55.6) NA
RT No NA NA 2 (100)
Si NA NA 13 (100)
Qr No NA NA 10 (100)
Si NA NA 5 (100)
X No NA NA 3 (100)
Si NA NA 12 (100)
Carcinoma No 14 (56) 11 (44) NA
. Si 2 (66.7) 1(33.3) NA
Previo | abio 0 (0) 2 (100) NA
No 12 (57.1) 9 (42.9) NA
Antecedentes g o\ micmo paciente 1(25) 3 (75) NA
cancer  eamiliar 3 (60) 2 (40) NA
Recidiva No NA NA 10 (100)
Si NA NA 5 (100)
Exitus No NA NA 11 (100)
Si NA NA 4 (100)
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3.3 EVALUACION INMUNOHISTOQUIMICA

Se realiz6 inmunohistoquimica para MLH1, MSH2, MRE11 y
XRCC1. Las secciones histologicas fueron desparafinadas,
rehidratadas y se sometieron a recuperacion antigénica, de acuerdo
con la Figura 10. Se incubaron en secuencia (de acuerdo con
fabricantes) los anticuerpos primarios, el polimero HRP (Envision —
Dako, Niteroi, Brasil), el cromégeno DAB (Dako, Niter6i, Brasil) vy,
finalmente, las secciones se contratifieron con hematoxilina. Se
utilizaron muestras de adenocarcinoma de mama como control
positivo. Como control negativo se utilizaron las mismas muestras, sin
incubacion del anticuerpo primario.

Figura 10 (Anexo 3 - Suplementario 1): Estandarizacion de anticuerpos

Anti Clon S Recuperacion Incubacion del
nticuerpo - Dilucion . .
(Fabricante) antigénica anticuerpo
MLH1 ESO5 (Dako) 1:25 Solucion tampon de pH 1 hora
MSH2 FE11 (Dako) 1:25 9 (Dako), en microondas 18 horas
(potencia maxima por (overnight)
XRCC1 33-2-5 (Abcam) 1:100 lo maximo 10 minutos 1 hora
después de hervir.)
MRE11 12D7 (Abcam) 1:100  Tampon pH 9 (Dako), en 1 hora
olla a presion, por 3
minutos.

La extension de la lamina se valoré a 10X, realizando una
evaluacion semicuantitativa de 4 campos diferentes con marcado
nuclear positivo a nivel epitelial. Los casos fueron clasificados como:
negativo (<5% de células tefiidas), positividad débil (>5% y <50%) y
positivo (>50%). El limite de intensidades entre negativo y positivo se
realizd por comparacién con el control interno.
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3.4 ANALISIS ESTADISTICO

Para realizar el analisis estadistico se utilizd el programa SPSS
v.24.0 (IBM, Statistics, NY, USA). Para estudiar las relaciones entre
las variables categodricas, los datos fueron sometidos al test chi
cuadrado y Kruskal-Wallis. El nivel de significacion se establecio en
p <0.05.
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DISCUSION

La leucoplasia es una entidad patoldgica oral que pertenece a un
grupo amplio de lesiones con tendencia a la transformacion maligna,
las lesiones orales potencialmente malignas o lesiones precancerosas.

El manejo terapéutico del paciente con leucoplasia debe estar
basado en dos objetivos: la prevenciéon de la malignizacion a través
del control periddico de las lesiones y el tratamiento fundamentado en
la eliminacién inicial de posibles factores etiologicos combinado con
la exéresis quirurgica de las lesiones.

Para ello, resulta fundamental que el clinico explore al paciente de
forma rutinaria para poder detectar prematuramente las lesiones y
evitar asi que la enfermedad se manifieste de forma inicial en estadios
avanzados. De igual manera, debe realizarse un diagndstico clinico
por exclusion de otras entidades patoldgicas que cursen con placas
blancas que no se desprendan al raspado, lo que de forma consecuente
y tras este descarte, obliga a la confirmacidn diagndstica a través del
analisis anatomopatolégico®.

El diagndstico definitivo debe realizarse mediante la toma de una
muestra de la lesion a través de la exéresis parcial con una biopsia
incisional, que abarque parte de la lesién y un fragmento de tejido
sano con el que se pueda realizar una comparacion histologica. Este
analisis presenta un espectro de variacion histologica que abarca desde
la hiperqueratosis sin displasia hasta la presencia de displasia de bajo
o alto grado.
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El tratamiento de la leucoplasia se basa en su andlisis histologico
previo. En caso de que se observe presencia de hiperqueratosis sin
displasia o si la displasia es de bajo grado, se recomienda realizar el
seguimiento de la lesién cada 3 meses. Sin embargo, si la displasia es
de alto grado, la actuacion por parte del clinico debe ir encaminada a
la realizacion de una exéresis quirdrgica que abarque el tamafio
integro de la lesidn y se extienda unos milimetros mas como margen
de seguridad para minimizar el riesgo de recurrencia. Esta exéresis de
la lesion remanente puede realizarse mediante bisturi frio o a través de
otras técnicas como el uso de laser CO2 o crioterapia. Tras la exéresis
de la lesidn, el paciente debe acudir a revisiones periddicas para
evaluar el seguimiento.

La recurrencia supone la aparicion de una nueva lesion en la misma
localizacion donde anteriormente se realizd una exéresis previa. Sin
embargo, se ha observado que la tendencia a una mayor recurrencia es
diferente en funcion de la forma clinica de la lesion. En el estudio de
Sundberg y colaboradores, se encuentra una tasa de recurrencia mayor
en las formas no homogéneas en comparacién con la forma homogénea,
estableciendo que el diagndstico clinico de una forma no homogénea
supone un riesgo dos veces mayor de desarrollar recurrencia®.

La literatura previa advierte sobre una mayor tendencia a la
recurrencia por parte de la leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP)
sobre el resto de lesiones de leucoplasia. En su articulo de revisién,
Capella y colaboradores encontraron una tasa de recurrencia media del
85%%. Esta elevada tasa de recurrencia fue observada en 6 estudios en
los que se trataba la recurrencia con diferentes modalidades de
tratamiento (exéresis quirurgica y laser) en una muestra minima de 30
pacientes por estudio®*. Entre ellos, Bagéan y colaboradores en su
estudio del afio 2003 evidenciaban una tasa de recurrencia del 86,3%
en las lesiones de LVP**, muy superior a la tasa de recurrencia media
de lesiones de leucoplasia situada en un amplio rango de 2 a 40% con
una tasa de recurrencia anual de 5 a 10%°’.
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La tasa de recurrencia en nuestro estudio fue del 91,6% y el 15%
de las lesiones presentaron cambios clinicos. Varios estudios han
demostrado que el 7,7% - 45% de las lesiones recurren después del
tratamiento quirrgico™*®%®%  En nuestro trabajo, el tiempo de
seguimiento de las lesiones es muy extenso, llegando en algunos casos
a casi 12 afos. Esta duracion explica la alta incidencia acumulada de
recurrencia que observamos en nuestra cohorte y su potencial
carcinogenico. Sundberg y colaboradores observan como la incidencia
acumulada de la recurrencia en sus casos cambia segun el afio en que
la analizan (45% a los 4 afios y 49% a los 5 afios)®°.

Kuribayashi y colaboradores encontraron que la tasa de
recurrencia después de la reseccién quirdrgica curativa fue del 15,1%,
siendo la localizacién mas comin la encia®. La recurrencia fue més
probable en los casos con margenes positivos. No se observo
asociacion significativa entre la recurrencia y el grado de displasia
epitelial®. Chandu y colaboradores observaron una supervivencia
libre de enfermedad del 55,4% a los 3 afios entre su cohorte de
pacientes (tasa de recurrencia del 45%), en particular, en los pacientes
que no abandonaron los habitos téxicos®™. En nuestra serie, casi el
65% de las lesiones fueron verrugosas, con riesgo intrinseco de
recurrencia, comportamiento proliferativo e incluso malignidad.

En nuestra investigacion analizamos la relacion de la recurrencia
de las lesiones con las formas clinicas y el grado de displasia. La
recurrencia la evaluamos de forma cuantitativa a través de un
promedio del tiempo que transcurre desde la exéresis de la lesion
hasta la aparicion de la recurrencia, realizandose esta media sobre
todas las lesiones.

Con respecto a la asociacion entre el tiempo promedio de
recurrencia y el grado de displasia (Figura 11), el fenbmeno de
recurrencia es mas frecuente en pacientes sin displasia que en
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pacientes con displasia (hallazgo similar a Kuribayashi y
colaboradores)™®. Después de 20 meses de seguimiento, més del 60%
de los pacientes sin displasia ya habian experimentado recurrencia.

| DYSPLASIA
L GRADE

TINO DYSPLASIA
DYSPLASIA

081

064

SURVIVAL RATE

0,04

00 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000
TIME OF RECURRENCE (MONTHS)

Figura 11 (Anexo 1 - Figura 3).
Curvas de recurrencia basadas en el grado de displasia.

Por otro lado, menos del 30% de los pacientes con displasia
habian experimentado recurrencia. En su estudio, Diajil y
colaboradores describieron lesiones con alto grado de displasia que
presentan una supervivencia libre de enfermedad del 62% a los 10
afios de seguimiento®.

La displasia en las lesiones premalignas orales confiere la
capacidad de estimular el crecimiento y division de las células
contenidas en las capas basales del epitelio; por tanto, este tipo de
lesion deberia ser mas susceptible a la recidiva y deberia ser
refractaria al tratamiento quirurgico. Sin embargo, este hecho no ha

sido demostrado®.
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En su estudio de supervivencia de lesiones de leucoplasia,
Gandara y colaboradores evaluaron la relacion existente entre factores
clinico-patolodgicos y la transformacion maligna, observando que tanto
el grado de displasia (leve, moderada o severa) como el aspecto
clinico (lesiones no homogéneas) son los parametros que se asocian de
una manera estadisticamente significativa con una mayor tasa de
transformacion maligna’®. Estas variables que tienen un impacto
directo sobre la malignizacion también parecen relacionarse con una
mayor tasa de recurrencia®.

Jerjes y colaboradores evaluaron la asociacion entre la recidiva y

el grado de displasia mediante un analisis bivariado, encontrando
niveles de displasia moderada-grave en la recidiva de leucoplasia'®.
Por otro lado, Chainani-Wu Yy colaboradores, no encontraron

diferencias significativas en el analisis de regresion logistica que se

realiz6 para evaluar la histopatologia de la lesién y su recurrencia™®.

Al comparar el tiempo medio de recurrencia y las formas clinicas
(Figura 12), la recurrencia ocurre con menos frecuencia en la forma
verrugosa que en las otras formas clinicas de leucoplasia.

CLINICAL
107 lR CATEGORIES

HOMOGENEUS
NODULAR

SPECKLED-
ERYTHROLEUKOPLAKIA
05 \ ERRUCOUS

044

SURVIVAL RATE

0.04

T T T T T T T T
00 20,00 40,00 6000 80,00 10000 12000 14000

TIME OF RECURRENCE (MONTHS)

Figura 12 (Anexo 1 - Figura 2).
Curvas de recurrencia basadas en las formas clinicas.
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Después de 10 meses de seguimiento, aproximadamente el 60%
de los pacientes sin leucoplasia verrugosa habian experimentado al
menos un episodio de recurrencia. En el mismo periodo de tiempo,
menos del 30% de los pacientes con leucoplasia homogénea habian
experimentado recurrencia. Un estudio previo evalud el riesgo de
recurrencia segun la forma clinica de las lesiones, determinando que
las lesiones no homogéneas presentan el mayor riesgo®.

En cuanto al tiempo medio de recidiva entre todas las formas
clinicas (nodular, eritroleucoplasia moteada, homogénea y verrugosa),
la recidiva de la leucoplasia nodular es méas frecuente y prematura en
comparacion con las otras formas clinicas. Antes de llegar al
seguimiento de 20 meses, mas del 70% de los pacientes con la forma
nodular ya habian experimentado recurrencia al menos una vez. Por el
contrario, solo el 45% y el 30% de los pacientes con las formas
homogénea y verrugosa, respectivamente, habian experimentado
recurrencia. En este periodo, no se registré la recurrencia de la forma
de eritroleucoplasia moteada, probablemente debido a una escision
quirdrgica menos conservadora'®.

Existen diferentes modalidades de tratamiento para las lesiones de
leucoplasia; sin embargo, la literatura no ofrece una guia terapéutica
definitiva. En un articulo reciente, Monteiro y colaboradores
evaluaron el impacto de diferentes tipos de laser en las lesiones de
leucoplasia en téerminos de su recurrencia. Concluyeron que el laser
Er:YAG es una opcion prometedora para el tratamiento de leucoplasia
oral®’. En una revisién sistemética posterior, se estudié el impacto
sobre la recurrencia del laser de CO2 contra la técnica de bisturi frio.
Los resultados de esta revision consideran que este tipo de laser es una
buena opcién de tratamiento debido a su eficacia y su baja
morbilidad"*.
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En un metaanalisis reciente, De Pauli Paglioni y colaboradores
evaluaron el impacto de los diferentes tipos de laser en la tasa de
recurrencia y transformacion maligna. En este conjunto de estudios,
las lesiones de leucoplasia fueron tratadas mediante vaporizacion o
escision usando distintos tipos de l&ser: laser Nd:YAG, laser Er:-YAG,
laser CO2, laser KTP y laser de diodo. Los resultados muestran un
descenso en el nimero de recurrencias que sufren las lesiones de
leucoplasia en comparacion con el tratamiento conservador mediante

exéresis con bisturf frio'®.

Tal como se ha descrito anteriormente, el tipo de tratamiento es
una variable importante para conseguir buenas evoluciones en el
seguimiento de las lesiones tratadas. Por otra parte, se ha observado
que la forma en la que se aplican estas modalidades terapéuticas sobre
las lesiones también tiene relevancia a la hora de conseguir reducir las
probabilidades de sufrir una recurrencia. En el estudio realizado por
Romeo U vy colaboradores, se evalu6 la importancia de realizar
margenes de seguridad en la exéresis de lesiones de leucoplasia
mediante el uso de laser CO2. En dicho estudio, a un grupo de
pacientes se le aplicd una extension de 3 milimetros en los margenes y
a otro no, siendo el primer grupo el que mostrd una tasa de recurrencia
significativamente mas baja (36.4% vs 45.5%)".

Las limitaciones de esta primera parte de nuestro estudio, donde
evaluamos el impacto de las variables clinico-patoldgicas en relacion
con la recurrencia incluyen: la controversia en torno a la displasia y su
gradacion, el grado de coherencia entre varios patologos durante
numerosos afos, las formas cambiantes de las lesiones y el efecto del
consumo de agentes mutagénicos sobre el grado de displasia durante
el periodo de seguimiento. Como podemos confirmar en este estudio,
la recurrencia de leucoplasia oral y los cambios clinicos a formas méas
susceptibles de recurrencia es alta, incluso cuando el tratamiento ha
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sido realizado por un especialista en Medicina Oral. Esto genera la
necesidad de reducir los periodos de seguimiento de estos pacientes,
en ocasiones incluso mensuales.

Previamente hemos destacado la importancia de obtener un
diagndstico definitivo a través de un andlisis anatomopatoldgico que
confirme un diagndstico de sospecha realizado por el clinico. Otro
aspecto de gran relevancia es conseguir un mejor pronostico de esta
patologia.

La leucoplasia, asi como otras lesiones precancerosas, tiene
tendencia a la malignizacién. Esta tasa de transformacion maligna
oscila entre el 0,13% vy el 34% y afecta con mayor frecuencia a los
pacientes de edad avanzada, del género femenino, con presencia de
lesiones con un tamafio superior a 200 mm2, formas no homogéneas y
un grado de displasia moderada o severa™””.

Cuando esta malignizacion sucede, se desarrolla una neoplasia en
la cavidad oral. El carcinoma de células escamosas constituye mas del
90% de todos los casos de cancer que surgen en la region de la cabeza
y el cuello, incluida la cavidad oral y la orofaringe'®. Su diagndstico
se confirma con el estudio histologico de una biopsia de la lesién y la
tasa de supervivencia media de esta patologia a los 5 afios se sitta en
el 60%, variando entre el 40% y el 80% segun el estadio de la
enfermedad™®.

Mejorar el pronostico de las lesiones precancerosas supone un
mayor control de su evolucién y una deteccion precoz de su
malignizacién. Una forma de obtener un mayor conocimiento sobre el
prondstico de las lesiones premalignas es a través de los
biomarcadores basados en proteinas presentes en saliva.
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La saliva es un fluido bioldgico claro, ligeramente acido (pH =
6,0 a 7,0) y complejo compuesto por secreciones de las glandulas
salivales principales. Ademas de los componentes secretados por estas
glandulas, la saliva contiene otras moléculas que pueden estar
relacionadas con el fenotipo de enfermedades, facilitando el
diagndstico y el pronostico, incluidos metabolitos, proteinas, ARNm,
ADN, enzimas, hormonas, anticuerpos, componentes antimicrobianos
y factor de crecimiento™™.

El conjunto de las proteinas presentes en la saliva conforma el
proteoma salival y el estudio de la expresion de estas proteinas, la
protedmica, se lleva a cabo a través de maltiples técnicas entre las que
destacan la electroforesis bidimensional en gel y la espectometria de

masas™.

En nuestro estudio, realizamos una revision sistematica y
metaanalisis que tuvo como objetivo determinar la existencia de
biomarcadores basados en proteinas salivales que permitan la
diferenciacion entre pacientes con COCE y TOPM, asi como entre
pacientes con TOPM vy los pertenecientes al grupo de controles sanos.
Aungue encontramos estudios que analizaron 11 biomarcadores
diferentes, solo fue posible realizar un metaanélisis en 8 estudios con
4 biomarcadores.

CEA es una glicoproteina transmembrana que tiene multiples
funciones. En el COCE de la lengua, su sobreexpresion se
correlaciona con la infiltracion de neutréfilos y ambos se asocian con
un mal prondstico™*2.

En nuestro metanalisis, CEA present6 diferencias en la OE entre
COCE y TOPM de 25,854 (1C95%: 13.215-38.492) (p <0,001). El
valor de la expresién en la poblacion china'*® y la poblacién italiana™*
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fue 29,3 (1C95%: 11,682-46,918) y 22,2 (IC95%: 4,060-40,340),
respectivamente. (Tabla 4, Figura 13)

Sin embargo, CEA no presentd una diferencia significativa en la OE
al comparar TOPM con HCG en los estudios considerados (Tabla 4).

Tabla 4 (Anexo 2 - Tabla 2A): Valores de overall expression (OE) para CEA,
con su intervalo de confianza 95% y analisis de la heterogeneidad.

Marcador  Subgrupo OE IC 95% (p) Heterogeneidad (1%, p)

CEA OSCC/OPML  25.854  13.215-38.492 (p<0.001) * Nula (1=0, p=0.582)
OPML/HCG  25.394  -1.221-52.008 (p=0.061) Alta (>=79.91, p=0.026)

0SCC/OPML
CEA
Studies Estimate (95% C.I.)
Zheng, J. et al. 2018 29.300 (11.682, 46.918) : =
Airoldi, M. et al. 1986 22.200 (4.060, 40.340) ] -
Overall (1A2=0 % , P=0.582) 25.854 (13.215, 38.492) e

10 15 20 25 30 35 40
Mean Difference

Figura 13 (Anexo 2 - Figura 2A) - CEA entre COCE vs TOPM

La distribucion de hombres y mujeres en la poblacion en el
estudio de Zheng y colaboradores**® fue similar, aunque el nimero de
casos de COCE fue casi 4 veces mayor que el de TOPM (Tabla 5).
Entre estos TOPM se incluyeron diagndsticos de liquen plano oral,
LO y eritema, sin precisar el numero de casos que correspondian a
cada diagnostico, lo que supone un riesgo de sesgo debido a la falta de
datos de este estudio. Los niveles salivales de CEA en el grupo de
COCE mostraron una asociacion significativa con el estadio del tumor

(p = 0,018) y la metastasis en los ganglios linfaticos (p = 0,035)*".
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Por otro lado, mas del 80% de los sujetos en el estudio de Airoldi
y colaboradores™* eran hombres, identificando que el 70,6% de los
TOPM correspondia a LO (n = 12) (Tabla 5). En este estudio, la
expresion de CEA fue significativamente mayor en COCE en
comparacion con TOPM (p <0.025) y HCG (<0.001).

Tabla 5 (Anexo 2 - Tabla 1?): Datos descriptivos de los estudios incluidos en el
metaanalisis.

First

Study Proteomic Male Smokers  Mean Method

Author Year  Country Subgroup Biomarker N Age (%) (%)  Expression Dysplasia
Zheng 2018  China 0scc CEA 112 63.2 55.35 - 146.02 ELISA
ng/ml
OPML CEA 30 61.43 53.33 - 116.72 ELISA
ng/ml
HCG CEA 60 60.57 61.66 - 77.34 ELISA
ng/ml
Airoldi 1986  ltaly OPML CEA 17 52 824 82 58.52 ELISA
ng/mL
0scc CEA 11 66 81.8 81 80.72 ELISA
ng/mL
HCG CEA 19 58 70 42 46.31 ELISA
ng/mL

Histéricamente, CYFRA21 se ha investigado como un
biomarcador del carcinoma de pulmoén de células no pequefias y
posteriormente se evalu6 en otros trastornos malignos*™® 'y
potencialmente malignos™®. También puede ser un biomarcador util
en la region de la cabeza y el cuello™’.

La OE para CYFRAZ21 fue altamente significativa en COCE
(9,317 veces mayor) en comparacion con TOPM (p <0,001), y este
ultimo grupo también mostré significacion en comparacion con HCG
(p = 0,017) (Tabla 6). En los estudios considerados, se estudiaron
poblaciones del mismo origen**®**°. EI grupo TOPM presenté una OE
que fue 3.679 (1C95%: 0.663-6.696) veces mayor que la HCG, a pesar
de esto, hubo una amplia heterogeneidad en la estimacion de los
estudios incluidos, para Awasthi y colaboradores™® con 2.000
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(1C95%: 0,211-3,789) y Rajkumar y colaboradores**® con 5,090
(1C95%: 4,980-5,200) (Figura 14).

Tabla 6 (Anexo 2 - Tabla 2B): Valores de overall expresion para CYFRA21, con su
intervalo de confianza 95% y analisis de la heterogeneidad.

Marcador  Subgrupo OE IC 95% (p) Heterogeneidad (1%, p)

Cyfraa1  OSCC/OPML  9.317  9.014-9.619 (p<0.001) * Nula (I%=0, p=0.428)
OPML/HCG  3.679  0.663-6.696 (p=0.017)*  Alta (I’=91.24, p<0.001)

CYFRA21

Studies Estimate (95% C.I.)

Awasthi, N. et al. 2017 2.000 (0.211, 3.789) .
Rajkumar, K. et al. 2015 5.090 (4.980, 5.200) : -

Overall (142=9124 % , P<0.001) 3.679 (0.663, 6.696)

T T T T 1

3 4
Mean Difference

Figura 14 (Anexo 2 - Figura 3B) - CYFRA21 entre TOPM vs HCG

La poblacion india, que fue estudiada por Awasthi y
colaboradores™®, estaba compuesta por mas del 88% de hombres y
evalu6 una muestra de TOPM equivalente a 1/3 de los casos de
COCE, especificando que el grupo de TOPM estaba compuesto por 5
LO, 2 fibrosis submucosas, 1 liquen plano y 1 papiloma escamoso
(Tabla 7). CYFRA21 mostré una asociacion positiva con el tamario
del tumor, el estadio clinico del tumor y de los ganglios linfaticos.
Ademas, el analisis de la curva ROC mostrd una sensibilidad del 90%
y una especificidad del 97%, con un valor de corte minimo de 8,7 ng /
ml para la deteccion de COCE.

El estudio de Rajkumar y colaboradores'*® incluyé un grupo de
TOPM que consistid en 50 casos de LO y 50 casos de fibrosis
submucosa oral, con hombres representando casi el 60% de los casos
y una tasa del 14% de fumadores tanto para COCE como para LO
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(Tabla 7). El analisis de la curva ROC mostrd especificidad y
sensibilidad del 75%, con un limite de corte > 10.4ng / mL para
diferenciar COCE de TOPM, adicionalmente mostr6 una especificidad
del 95% y una sensibilidad del 83.6%, con > 7,91ng / mL para la
deteccion de casos de COCE en contraste con HCG.

Tabla 7 (Anexo 2 - Tabla 1B): Datos descriptivos de los estudios incluidos en el
metaanalisis.

First Study  Proteomic Male Smokers  Mean .
Author Year Country Subgroup Biomarker Age (%) (%)  Expression Method  Dysplasia
Awasthi 2017  India 0scc CYFRA 21 30 49.6 93.3 - 17.5 ELISA ng/ml
OPML CYFRA 21 9 342 889 - 5.9 ELISA ng/ml
HCG CYFRA21 25 48.1 88 - 3.9 ELISA ng/ml
Rajkumar 2015 India 0scc CYFRA21 100 55.5 68 14 17.46  ELISA ng/ml
OPML CYFRA21 100 55.5 58 14 8.15 ELISA ng/ml
HCG CYFRA21 100 43 65 0 3.06 ELISA ng/ml

En los estudios que se realizaron para determinar la interaccion
entre CEA y CYFRA21, los resultados demostraron que ambos
presentan una fuerte asociacion (Figura 15) y que estan directamente
relacionados con todo un grupo de queratinas involucradas en el
citoesqueleto celular, uno de los factores clave de la carcinogénesis
oral’®. Todo ello en consonancia con estudios en los que se ha
determinado que ambas proteinas pueden utilizarse como marcadores
diagnésticos en otros tumores epiteliales como el cancer de pulmén*?
y el cancer de cabeza y cuello'??, porque se expresan diferencialmente
en tejidos sanos y potencialmente malignos.
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CXCR2

CEACAMS

KRT19

Figura 15 (Anexo 2 - Figura 4): Red de interaccion proteica de los cuatro
marcadores proteicos seleccionados utilizando las bases de datos de STRING.

El ARNm de IL-6 salival se identificé previamente como un
biomarcador prometedor para COCE*®. Sin embargo, los estudios
sobre el papel de la expresion de proteinas en la saliva para TOPM
son limitados. No hubo diferencia significativa en la OE salival de
citocinas IL-6 entre el grupo TOPM y HCG (Tabla 8).

Tabla 8 (Anexo 2 - Tabla 2C): Valores de overall expression para la IL-6, con su
intervalo de confianza 95% y analisis de la heterogeneidad.

Marcador  Subgrupo OE IC 95% (p) Heterogeneidad (1%, p)

IL-6 OPML/HCG ~ 233.561 -88.265-555.387 (p=0.155) Extrema (1*=99.89, p<0.001)

Con respecto a la IL-6 al analizar TOPM frente a HCG, la OE fue
de 397,800 (1C95%: 381,300-414,300) en el estudio de Sharma y
colaboradores'® en comparacién con 69,400 (IC95%: 56,182—
82.618) en el estudio de Rhodus y colaboradores'®, lo que resulté en
un valor de extrema heterogeneidad (Figura 16). En el estudio de
Rhodus y colaboradores, no se indicaron diagndsticos clinicos en el

grupo de TOPM, solo diferentes grados histolégicos de displasia'®.
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IL6

Studies Estimate (95% C.I.)
Sharma, M. et al. 2011 397.800 (381.300, 414.300) C E B
Rhodus, N. et al. 2005 69.400 (56.182, 82.618) B :

Overall (1"2=9989 % , P< 0.001) 233.561 (-88.265, 555.387)

T T T T 1
o 100 200 300 400 500
Mean Difference

Figura 16 (Anexo 2 - Figura 3D) - IL-6 entre TOPM vs HCG

La concentracion de IL-6 fue significativamente mayor en COCE
y TOPM en comparacién con HCG (p <0,001)*%.

Por otro lado, en el estudio de Sharma realizado en India, se
informd una media de expresion salival en los casos de LO de la
poblacion india que fue casi 6 veces mayor que la observada en los
casos de TOPM de la poblacion estadounidense. En el estudio de
Sharma, el grupo LO mostro una IL-6 media significativamente mas
alta en comparacion con el HCG (p <0,001) (Tabla 9). Los niveles de
IL-6 en pacientes fumadores y con mayor grado de displasia fueron

siempre mayores'?*,

Tabla 9 (Anexo 2 - Tabla 1C): Datos descriptivos de los estudios incluidos en el

metaanalisis.
. Study . Smoker  Mean
AEItrt?;r Year Country Subgrou Eir:rtneaorﬂf_ N Age N:;l)e (;) Expr:ssio Method Dysplasia
Rhodus 2005  USA 0scc IL-6 13 59.4 76.9 61.53 0.0882  ELISA
(interleukin-6) 6 2 pg/ml
OPML IL-6 13 56.7 30.7 53.84 0.0708  ELISA  Moderate
(interleukin-6) 6 6 pg/ml (38.46%)
Severe
(61.54)
HCG IL-6 13 58.7 53.8 0 0.0014  ELISA -
(interleukin-6) 4 pg/ml
Sharma 2011 India oL IL-6 20 50 100 35 0.414 ELISA  Mild (40%)
(interleukin-6) pg/ml  Moderate
(35%)
Severe (25%)
HCG IL-6 20 35 100 0 0.0172  ELISA -
(interleukin-6) pg/ml
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Los cambios en la expresion de las citocinas proinflamatorias
pueden desempefiar un papel en la transformacién maligna en el
COCE vy es probable gue se utilicen como marcadores de diagndstico
en la saliva de los pacientes, debido a su produccién excesiva por las
células tumorales®, y de la misma forma también podrian actuar como
posibles dianas farmacolégicas.

La IL-8 desempefia un papel importante en la invasion del cancer,
la angiogénesis y las metastasis'®. En este metaanalisis, no
encontramos diferencias significativas para IL-8 entre COCE vy
TOPM, ni entre TOPM y HCG (Tabla 10).

Tabla 10 (Anexo 2 - Tabla 2D): Valores de overall expression para la IL-8, con su
intervalo de confianza 95% y analisis de la heterogeneidad.

Marcador  Subgrupo OE IC 95% (p) Heterogeneidad (1%, p)

IL-8 OSCC/OPML  912.622 -108.248-1933.492 (p=0.08) Extrema (1=97.69, p<0.001)
OPML/HCG  45.967 -24.473-116.407 (p=0.201)  Baja (1%=39.30, p=0.193)

Asimismo, no encontramos relacion entre estas citocinas
proinflamatorias y los marcadores previamente descritos (CEA vy
CYFRAZ21). Sin embargo, como se puede observar en la Figura 15, las
citocinas proinflamatorias formarian por si mismas un fuerte cimulo
de sefalizacion. El andlisis funcional se realiz6 con el programa
DAVID, que corresponde a la via de sefializacion de la respuesta
inmune y la inflamacion (Figura 17).
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Figura 17 (Anexo 2 - Suplementario 4) - Vias de sefalizacion de la respuesta inmune
y la inflamacion, analizadas mediante el programa DAVID.

En el analisis de IL-8, los estudios incluidos mostraron unos
valores de heterogeneidad dispares, siendo extrema en la comparativa

entre COCE y TOPM (Figura 18) y baja entre TOPM y HCG (Figura
19).

I8
Studies Estimate (95% C.I.)
Gleber-Netto, F et al. 2016 143.420  (66.305, 220.535) E = :
Punyani, S. et al. 2012 1420.097 (1150.894, 1689.300) ¢ —_—
Rhodus, N. et al. 2005 1235.900 (495.467, 1976.333)

Overall (1*2=9769 % , P< 0.001) 912.622 (-108.248, 1933.492)

T 1
o 500 1500

1000
Mean Difference

Figura 18 (Anexo 2 - Figura 2C) - IL-8 entre COCE vs TOPM
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IL8

Studies Estimate (95% C.I.)
Gleber-Netto, F et al. 2016 12.540 (-35.702, 60.782) .
Punyani, S. et al. 2012 89.417 (6.017, 172.817) — R
Rhodus, N. et al. 2005 338.200 (-312.051, 988.451) .
Overall (1"2=3930 % , P=0.193) 45.967 (-24.473, 116.407) -
r T T T 1

-200 o 200 400 600 800
Mean Difference

Figura 19 (Anexo 2 - Figura 3C) - IL-8 en TOPM vs HCG

El estudio de Gleber-Netto y colaboradores'®’ de una poblacién
de Taiwan era casi exclusivamente masculino y tenia un porcentaje de
fumadores que excedia el 80% en todos los grupos (Tabla 11). En el
grupo TOPM no se informaron los diagnosticos clinicos
correspondientes, solo se incluyeron aquellas lesiones con diferentes
grados de displasia.

Por otro lado, el estudio realizado por Punyani y colaboradores'?®
en India inform6 que el grupo TOPM estaba compuesto por 13
fibrosis submucosa oral y 12 LO, presentando 5 de estas lesiones
displasia leve (Tabla 11). La identificacion de IL-8 fue
significativamente mayor en COCE en comparacion con TOPM (p
<0,0001) y HCG (p <0,0001). EI grupo TOPM presentd niveles mas
altos de IL-8 en comparacién con HCG, sin embargo, esta diferencia
no fue significativa (p = 0,738).
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Tabla 11 (Anexo 2 - Tabla 1D). Datos descriptivos de los estudios incluidos en el
metaanalisis.

First Study Proteomic Male Smokers  Mean .
Author Year  Country Subgroup  Biomarker Age (%) (%)  Expression Method Dysplasia
Rhodus 2005  USA 0scc IL-8 13 59.46 76.92 61.53 3154 ELISA pg/ml -
OPML IL-8 13 56.76 30.76 53.84 1918 ELISA pg/ml  Moderate
(38.46%)
Severe (61.54)
HCG IL-8 13 58.7 53.84 0 1580 ELISA pg/ml -
Gleber- 2016 Taiwan  OSCC L8 60 51.4 95 83.3 283.75  ELISA pg/ml
Netto
OPML IL8 60 50.8 95 96.7 140.35  ELISA pg/ml
HCG IL8 60 50.5 91.7 81.7 127.79  ELISA pg/ml
Punyani 2012 India 0scc L8 25 53.2 64 - 1718.610 ELISA pg/mL -
OPML IL8 25 32.16 76 - 299.513  ELISA pg/mL  Mild (20 %)
HCG IL8 25 45.12 76 - 210.096  ELISA pg/mL -

En el estudio de Rhodus y colaboradores*®, no se determinaron
los diagndsticos clinicos en el grupo de TOPM, solo se menciono la
existencia de lesiones con diferentes grados de displasia. La
concentracion de IL-8 fue significativamente mayor en COCE en
comparacion con HCG (p <0,001), y también fue significativamente
mayor en TOPM en comparacion con HCG (p <0,05).

En este metaandlisis hemos encontrado limitaciones entre las que
se incluyeron la falta de informacion clinico-patolégica sobre las
lesiones que se mencionan como displasicas en el grupo TOPM, asi
como tampoco se caracteriza el grado de displasia. Ademas, hubo
discrepancias considerables entre el niUmero de casos analizados de LO
y TOPM, en comparacion con los casos de COCE. Muy pocos estudios
han analizado grupos LO puros, independientes de otros TOPM, por lo
que es dificil sacar conclusiones especificas. Otro aspecto que debe
tenerse en cuenta es que el género y la edad de los individuos en el
metaanalisis fue bastante heterogéneo, sin que existiera una seleccion
estrictamente emparejada en términos de género o intervalos de edad
similares entre todos sus grupos de estudio. Ademas, no todos los
estudios informaron de la presencia de factores de riesgo como el
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tabaquismo (factor clave en la carcinogénesis oral) y otros incluyeron
habitos propios de la region geogréafica en estudio, como masticar nuez
de betel, lo que significa que la extrapolacion a un nivel global no fue
posible. En cuanto a las fortalezas de este estudio, es importante
destacar los criterios de inclusion claros y estrictos que permitieron
limitar los sesgos de andlisis. Ademas, aunque existian diferentes
técnicas como las protedmicas que permitian realizar analisis
cuantitativos masivos en la literatura, esta revision sistematica solo
incluyé estudios en los que los valores cuantitativos eran
representativos, reproducibles y comparables.

Otro aspecto que decidimos evaluar en nuestro estudio fue
determinar la presencia que tienen los genes de reparacion en las
lesiones de leucoplasia oral y qué impacto pueden tener en el
pronostico hacia cancer oral. EI ADN puede sufrir alteraciones en su
estructura debido a factores exdgenos o enddgenos. Sin embargo, en
ocasiones la cadena de ADN produce errores en su propia replicacion
natural, lo que da lugar a la formacion de nucle6tidos mal

emparejados que pueden promover el desarrollo de patologias™.

Cuando se originan estos errores en la asociacion entre
nucleétidos, el ADN tiene un mecanismo que permite detectar estas
alteraciones mediante el sistema mismatch repair (MMR)*. EI
sistema MMR es un grupo importante de proteinas que reparan y
mantienen el ADN para la estabilidad del genoma y es responsable de
la vigilancia y correccion de errores introducidos dentro de las
secuencias de microsatélites por la ADN polimerasa.

El sistema MMR se descubri6 originalmente en bacterias de
Escherichia coli*®. Los primeros estudios mostraron que los
desajustes en las moléculas de ADN inducen una reaccion de
reparacion tras la transformacion en la célula de E. coli. Més tarde, se
descubrieron genes implicados en la E. coli, a saber: MutS, MutL,
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MutH y uvrD (proteina de reparacién ultravioleta D)*2. Se ha
demostrado que la inactivacion de cualquiera de los cuatro genes de E.
coli implicados en la reparacion aumenta las tasas de mutacion en las
bacterias entre 50 y 100 veces.

Este sistema estd dividido principalmente en dos grupos
homologos: hMutS y hMutL. Los homdélogos de los genes MutS de E.
coli en humanos son hMSH2, hMSH3, hMSH5 y hMSH6, mientras
que los homologos de MutL son hMLH1, hPMS1, hMLH2, hMLH3,
hPMS2 y hMLH4,

Aunqgue los grupos MutS y MutL bacterianos estan formados por
homodimeros, en las células eucariotas estos grupos estan formados por
heterodimeros compuestos en dos subunidades de proteinas relacionadas
pero distintas. hMutS contiene los heterodimeros hMSH2-hMSH6
(lamados hMutSa) y hMSH2-hMSH3 (llamados hMutSp), mientras que
hMutL contiene los heterodimeros hMLH1-hPMS2 (hMutLa), hMLH1-
hPMS1 (hMutLp), y hMLH1 - hMLH3 (hMutLY')**.

El dimero MutSa esta formado por el producto de los genes
MSH2 y MSHS6, y es capaz de reconocer los errores de apareamiento.
MutLa, constituido por las proteinas codificadas por los genes MLH1
y PMS2, se une entonces al dimero MutS y recluta al resto de
proteinas necesarias para la correccion del error: exonucleasa, DNA
polimerasa y pinza replicativa, entre otras. EI complejo es capaz de
reconocer la hebra de DNA de nueva sintesis, eliminar varios
nucledtidos consecutivos en torno al error y resintentizar de nuevo

esta hebra, evitando de esta forma que se consolide la mutacion™.

Existe evidencia que demuestra que la interrupcion de este
sistema se relaciona como parte del proceso carcinogénico oral®>">3
y que la pérdida de proteinas en el sistema MMR es importante para el
desarrollo de lesiones bucales como LO y COCE™'.
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Los principales resultados de nuestro estudio han mostrado una
alta positividad en la expresion de las proteinas analizadas,
especialmente en aquellos pacientes que presentaban comorbilidades.
Curiosamente, el valor de MSH2 fue positivo en todas las muestras de
LO con displasia y COCE. Es importante destacar que los casos
negativos de MSH2 solo correspondieron a muestras de LO sin
displasia (P = 0,020) (Tabla 12).

Tabla 12 (Anexo 3 - Tabla 3): Datos descriptivos de la evaluacion
inmunohistoquimica.

Valoracion d!.O sin ITO con COCE
inmunohistoquimica isplasia displasia n(%) p-value
n(%) n(%)
MLH1 Negativo 2 (66.7) 0 (0) 1(33.3) 0.218
Débil 1(33.3) 0 (0) 2 (66.7)
Positivo 13 (33.3) 14 (35.9) 12 (30.8)
MSH2  Negativo 4 (100) 0 (0) 0 (0) 0.020*
Positivo 12 (29.3) 14 (34.1) 15 (36.6)
XRCC1 Negativo 0 (0) 2 (28.6) 5(71.4) 0.136
Débil 3 (42.9) 2 (28.6) 2 (28.6)
Positivo 13 (41.9) 10 (32.3) 8 (25.8)
MRE11  Negativo 4 (23.5) 5(29.4) 8 (47.1) 0.234
Débil 6 (50) 2 (16.7) 4 (33.3)
Positivo 6 (37.5) 7 (43.8) 3(18.8)
Positividad de 4 Negativo 6 (30) 5 (25) 9 (45) 0.221
marcadores  Positivo 10 (40) 9 (36) 6 (24)

Los datos se encuentran en n (nUmero de muestras) y porcentaje (%). *Representa
la diferencia significativa segln a el test Kruskal-Wallis (p < 0.05).

En cuanto a las posibles implicaciones clinicas de los marcadores
a nivel de diagndstico diferencial y progresion, se observé que la
expresion de estas proteinas podria estar relacionada con el grado de
malignidad y diferenciacion tumoral. La expresion de estos genes
puede verse alterada por la inestabilidad gendmica, pudiendo presentar
una sobreexpresién causada por la activacion de oncogenes o bien una

expresion reducida por una inactivacién de genes supresores*®,
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Fernandes y colaboradores observaron una relacion entre la
inmunoexpresion de hMLH1 y el grado histolégico de malignidad,
destacando la inmunoexpresion habitualmente normal de hMSH2, y la
sobreexpresion de hMLH1 en lesiones bien diferenciadas y su
reduccion en lesiones pobremente diferenciadas. Los autores
sefialaron que esta variacion puede reflejar el alto rendimiento de estas
proteinas en los casos en lesiones més diferenciadas y el agotamiento
del sistema en las lesiones menos diferenciadas'®. Esta idea apoya
nuestros hallazgos, dado que la mayoria de los casos con carcinoma
estaban bien diferenciados y la expresion también fue positiva en la
mayoria de los casos.

En un estudio previo realizado por el grupo, la reaccion en cadena
de la polimerasa cuantitativa®® detecté una expresion reducida de los
genes de reparacion del ADN: MLH1, MSH2, MLH3, ATM,
MRE11A, XRCC1y PMS2 en COCE. Ademas, otros estudios previos
encontraron una expresion alterada de estos genes en fumadores,
grupo que esta en riesgo de desarrollar carcinogénesis, asi como
también se observé metilacion y reduccion de la expresion génica’™.

Wagner y colaboradores*®® observaron una alta expresion de

hMSH2 y sugirieron que esto puede indicar una mayor activacion de
la inestabilidad gendmica inducida. Por lo tanto, consideramos que la
sobreexpresion de MSH2 en LO con displasia y COCE observada en
nuestros casos representa una inestabilidad genomica que indujo la
activacion de oncogenes.

Por otra parte, otros estudios mostraron resultados diferentes.
Jessri y colaboradores*** evaluaron la inmunoexpresion proteica de las
4 subunidades que constituyen las 2 proteinas principales del sistema
MMR, MutSa y MutLa, en lesiones que van desde displasia leve,
moderada y severa hasta COCE. Utilizando un modelo matematico,
estos autores observaron una clara tendencia entre la gravedad de la
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enfermedad oral y una expresion reducida de hMLH1 y hMSH2,
apoyando la hipdtesis de que las vias de reparacion defectuosas juegan
un papel funcional en el cancer oral.

Caldeira y colaboradores™ demostraron que hMLH1 en
leucoplasia  mostraba  tasas  decrecientes de  expresion
inmunohistoquimica, desde un grado mas bajo de displasia a uno méas
alto. Estos autores sugirieron que la expresion alterada de hMLH1
podria estar asociada a eventos tempranos en el proceso
carcinogénico'®. En un estudio complementario, los autores
mencionados sugirieron que los procesos bioldgicos que se vinculan al
deterioro de la proteina hMLH1 estan asociados con la evolucion de

bajo riesgo de transformacién maligna a lesiones de alto riesgo™*2.

Asimismo, Chaudhari y colaboradores'*® observaron una menor

expresion de hMLH1 en leucoplasia, y esta disminuyd ain mas en los
COCE en comparacion con la mucosa oral normal.

La expresion de XRCC1y MREL11, que fue evaluada por reaccion
cuantitativa en cadena de polimerasa, se redujo en COCE™®. Sin
embargo, en la literatura no hay estudios que asocien la expresién del
gen XRCC1 con el desarrollo o progresion de lesiones hacia la
transformacion maligna. Algunos estudios han relacionado los
polimorfismos con la susceptibilidad a COCE™ y con un mayor riesgo
de transformacion maligna en las lesiones de LO™"2.

En nuestro estudio es novedosa la asociacion significativa entre la
positividad de los 4 marcadores estudiados (MSH2, MRE11, MLH1 y
XRCC1) y la presencia de patologias asociadas y en los pacientes con
2 0 mas patologias. Hasta donde sabemos, este resultado no se habia
informado previamente y podria resultar de relevancia clinica (Tabla
13).
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Tabla 13 (Anexo 3 - Tabla 4): Asociacion comorbilidad-positividad de los

marcadores.
Vari Positividad 4 marcadores N (%)
ariables . ces
Negativo Positivo p
Comorbilidad No 11 (73.3) 4 (26.7) 0.006*
Si 9 (30) 21 (70)
Comorbilidad No 11 (73.3) 4 (26.7) 0.008*
especifica Cardiovascular 5 (55.6) 4 (44.4)
Psiquiatrico 1 (50) 1 (50)
Dos o mas patologias 3 (15.8) 16 (84.2)

* Representa la diferencia significativa segin a el test X2 (p < 0.05).

Schupp y colaboradores™** estudiaron la carga del dafio genético
en pacientes con enfermedad renal crénica y encontraron anomalias
cromosoémicas, una reduccion en la reparacion del ADN y lesiones del
ADN. No encontramos ningun estudio que pudiera vincular la
expresion de estas proteinas en LO y COCE con comorbilidades
sistémicas. A pesar de esto, creemos que esta expresion podria
explicarse a través de la conexion entre la inflamacion cronica y la
inestabilidad del ADN.

El microambiente de los tejidos afectados por enfermedades
inflamatorias cronicas tiene acumulaciones de citocinas, quimiocinas
y especies reactivas de oxigeno y nitrégeno'*. Estos factores tienen el
potencial de inducir inestabilidad genética a traves de la estimulacion
de la proliferacion celular, la activacion de oncogenes y la

inactivacion de genes supresores de tumores*®.

A pesar de las limitaciones de esta parte de nuestro estudio, como
el tamafio reducido de la muestra, el hecho de que solo se utilizaron
métodos de evaluacion inmunohistoquimica y la evaluacion compleja
de los anticuerpos utilizados, nuestros hallazgos apoyan la evidencia
de la posible participacion de la sobreexpresién de proteinas MSH2 en
LO con displasia y COCE.
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Ademas, cabe mencionar la asociacion significativa entre la
positividad de los 4 marcadores estudiados con la presencia de
comorbilidades, algo que hasta donde conocemos no ha sido abordado
en la literatura hasta la fecha.
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CONCLUSIONES

Nuestros hallazgos apoyan la evidencia de la posible
implicacion de la sobreexpresion de proteinas MSH2 en el
desarrollo de leucoplasia oral con displasia y carcinoma oral
de células escamosas.

Las proteinas de reparacion MSH2, MRE11l, MLH1 y
XRCC1 se asociaron significativamente con la presencia de
comorbilidades.

Los marcadores salivales CEA y CYFRA21 mostraron ser
particularmente Gtiles para diferenciar los carcinomas orales
de células de los trastornos orales potencialmente malignos.

El marcador salival CYFRA21 se mostr6 como la Unica
proteina capaz de distinguir entre los trastornos orales
potencialmente malignos y los controles sanos.

La recurrencia de la leucoplasia oral en nuestro estudio
aparece con mayor frecuencia en pacientes con lesiones sin
displasia y con formas clinicas nodulares.
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La leucoplasia oral es la lesién premaligna mas comun de la cavidad
oral. La recurrencia es un fendmeno habitual de esta patologia y
puede verse alterada en funcién de la forma clinica y el grado de
displasia de la lesion. Debido a su potencial de malignizacién, la
prevencion secundaria es esencial, teniendo en cuenta la baja
supervivencia de los pacientes diagnosticados con cancer oral en
estadios avanzados. Poco se sabe sobre los mecanismos moleculares
que subyacen en esta entidad y menos aun los marcadores que
pueden predecir el progreso hacia su malignizacién. Nuestro
objetivo es analizar el impacto de factores clinico-patolégicos en la
recurrencia y evaluar los genes de reparaciéon que pueden estar
implicados en su malignizacion.
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