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Resumen

El cancer oral es un patologia que merece especial atencion; actualmente
constituye el 90% de todos los canceres de cabeza y cuello y el 3-4% de las
neoplasias malignas. La deteccion precoz favorece la supervivencia a largo
plazo, por lo que una exploraciéon minuciosa del paciente es crucial para
detectar cualquier cambio en la mucosa que podria generar un carcinoma a

largo plazo.

Actualmente los pacientes diagnosticados de este tipo de tumores de
cabeza y cuello son tratados con cirugia, radioterapia y quimioterapia, y en
muchas ocasiones es necesario recurrir a la combinacion de los mismos. El
tratamiento con radioterapia ocasiona numerosas secuelas, que dificultan,
en gran medida, la vida del paciente, disminuyendo su calidad de vida, por
lo que es necesario una atencion del paciente irradiado antes, durante y

después del tratamiento.

Los factores de riesgo por excelencia, para su desarrollo, son el tabaco y
el alcohol, sabiendo que, si cesa la presencia de habitos toxicos, se
disminuyen las probabilidades del desarrollo del carcinoma. Pero hoy en
dia, hay que buscar que sucede con los cambios celulares que se producen
en las diferentes etapas del ciclo celular, que ocasionan procesos tumorales.
El estudio de los diferentes genes implicados en las distintas fases del ciclo
celular permitirda establecer patrones de metilacion para identificar
individuos en etapas iniciales y valorar el pronostico y la posibilidad de

recidivas.
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El objetivo de este estudio sera estudiar la prevalencia de los efectos
secundarios de la radioterapia y analizar el patron de metilacion de
determinados genes implicados en el ciclo celular en estos pacientes, antes
y después de ser sometidos a radioterapia, para ver si existen variaciones
provocadas por €sta, comparandolos con lo que ocurre en personas sanas,
consideradas como controles. Para ello se realizard un seguimiento de los
pacientes antes, durante y después del tratamiento, analizando el patron de
metilacion de diferentes genes, para lo que se obtendran muestras de ADN
de enjuagues salivales y su andlisis correspondiente mediante técnicas de

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) especifica de metilacion (MSP).
PALABRAS CLAVES

Metilacion, cancer de cabeza y cuello, radioterapia, epigenética, saliva
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Resumo

O cancro oral ¢ unha patoloxia que merece especial atencion;
actualmente constitiie o 90% de todos os cancros de cabeza e pescozo ¢ o
3-4% das neoplasias malignas. A deteccion precoz promove a
supervivencia a longo prazo, de xeito que un exame detallado do paciente ¢
crucial para detectar calquer cambio na mucosa que poderia xerar un

carcinoma a longo prazo.

Actualmente os pacientes diagnosticados deste tipo de tumores de cabeza
e pescozo son tratados con cirurxia, radioterapia € quimioterapia, e en
moitas ocasions ¢ necesario utilizar a combinacion dos mesmos. O
tratamento de radiacion ocasiona numerosas secuelas, que fan dificil, en
gran parte, a vida do paciente, reducindo a sua calidade de vida, polo que ¢
necesario unha atencion do paciente irradiado antes, durante e despois do

tratamento.

Os factores de risco por excelencia, para o seu desenvolvemento, son
tabaco e alcol, sabendo que, se cesa a presenza de habitos toxicos,
dimintense as posibilidades de desenvolvemento do carcinoma. Pero hoxe
en dia, temos que buscar o que ocorre cos cambios celulares que se
producen nas diferentes fases do ciclo celular, que causan procesos
tumorais. O estudo de diferentes xenes implicados nas distintas fases do
ciclo celular permitira establecer patrons de metilacion para identificar
individuos en estadios iniciais e valorar o pronostico e a posibilidade de

recidivas.
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O obxectivo deste estudo sera estudar a prevalencia dos efectos
secudarios da radioterapia, e analizar o patron de metilacion de
determinados xenes implicados no ciclo celular nestes pacientes, antes e
despois de ser sometidos a radioterapia, para ver se existen variacions
provocadas por esta, comparandoos co que ocorre en persoas sas,
consideradas como controis. Para iso realizarase un seguimento dos
pacientes antes, durante e despois do tratamento, analizando o patréon de
metilacion de diferentes xenes, para o que se obteran mostras de ADN de
enxoagues salivales e a sua analise correspondente mediante técnicas de

reaccion en cadena da polimerasa (PCR) especifica de metilacion (MSP).

PALABRAS CLAVE

metilacion, cancro de cabeza e pescozo, radioterapia, epixenética, saliva
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Abstract

Oral cancer is a pathology that deserves special attention; currently
constitutes 90% of all head and neck cancers and 3-4% of malignant
neoplasms. Early detection favors long-term survival, so a patient complete
examination is crucial to detect any changes in the mucosa that could lead

to long-term carcinoma.

Currently patients diagnosed with this type of head and neck tumors are
treated with surgery, radiotherapy and chemotherapy, and in many cases it
is necessary to resort to the combination of these. Treatment with
radiotherapy causes numerous sequelae, which greatly complicate the life
of the patient, decreasing their life quality, so it is necessary to care for the

patient irradiated before, during and after treatment.

The risk factors par excellence, for its development, are tobacco and
alcohol, knowing that, if the presence of toxic habits ceases, the
probabilities of carcinoma development are diminished. But nowadays, we
have to look for what happens with the cellular changes that take place in
the cell cycle different stages, which cause tumoral processes. The study of
the different genes involved in the different phases of the cell cycle will
allow establishing methylation patterns to identify individuals in early

stages and assess the prognosis and the possibility of recurrence.

The objective of this study is to study the prevalence of side effects of
radiotherapy and analyze the methylation pattern of determined genes

involved in the cell cycle in these patients, before and after being submitted



to radiotherapy, to check if there are any variations due to epigenetic
changes, comparing them with what happens in healthy people, considered
as controls. For this purpose, patients will be followed before, during and
after treatment, analyzing different genes methylation pattern, using DNA
samples of salivary rinses and their corresponding analysis by methylation-

specific polymerase chain reaction (PCR) techniques (MSP).
KEYWORDS

Methylation, head and neck cancer, radiotherapy, epigenetics, saliva
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metaloproteinasas de la matriz
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PCR:
MSP:
pre-RTP:
post-RTP:
DS:

M:

U:

ml:

mg:

reaccion en cadena de la polimerasa
técnica de metilacion especifica de PCR
antes de la radioterapia

después de la radioterapia

desviacion estandar

primer metilado

primer no metilado

gramos

mililitro

miligramos
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1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Las pautas actuales de tratamiento en el cancer de cabeza y cuello
implican el uso de radioterapia (RTP) y quimioterapia (QTP). La
utilizacion de la RTP tiene una doble vertiente, por un lado una intencion
curativa, pero al mismo tiempo desencadena una serie de complicaciones

que genera un gran impacto en la calidad de vida del paciente.

Se necesita avanzar en la investigacion de paneles de genes que
desarrollan el céncer de cabeza y cuello, ya que en la actualidad son

muchos los pacientes que padecen esta enfermedad.

Por otro lado, es necesario el control de estos pacientes durante todo el
tratamiento e incluso hasta un afio después del mismo, ya que es necesario
que conozcan las precauciones que deben de tener y las complicaciones que

puedan presentarse.

La complicacion mas grave es la osteorradionecrosis (ORN) de los
maxilares, principalmente asociadas a las extracciones previas y
posteriores a la RTP, por lo que unas condiciones bucodentales 6ptimas en
pacientes con cancer de cabeza y cuello antes de iniciar la RTP aminorara

las secuelas derivadas de dicho tratamiento.

Por ello, justificamos esta tesis doctoral en la cual se analizard la
prevalencia de los efectos secundarios de la RTP. Ademads nos centraremos
en el estudio de los factores de riesgo tumorales, asi como las
complicaciones derivadas de la terapia utilizada. Ademas de estas
consideraciones clinicas, profundizaremos en el conocimiento epigenético
del tumor, para ello abordaremos el estudio de varios genes implicados en el
ciclo celular, estudiando su perfil de metilacion y si este sufrira

modificaciones como consecuencia de la terapia aplicada.
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Objetivo principal

Estudiar la prevalencia de los efectos secundarios de la RTP y el patron

de metilacion de determinados genes en pacientes sometidos a RTP con

cancer de cabeza y cuello.

Objetivos secundarios

36

. Cuantificar las necesidades de tratamiento bucodental previas y

posteriores, asi como durante el tratamiento con RTP en pacientes con

cancer de cabeza y cuello.
Estudiar el estado de salud bucodental de estos pacientes a largo plazo.

Evaluar las complicaciones de la RTP en pacientes con cancer de cabeza
y cuello, concretamente mucostis, radiodermitis, hiposialia, candidiasis

y ORN, en diferentes momentos del tratamiento.

Determinar la prevalencia de ORN y su relacion con pardmetros

clinicos.

. Estudiar el patron de metilacion de los genes (pl6, MGMT, CCND2,

DAPKI1, TIMP-3) antes y después de ser sometidos a RTP,
comparandolos con lo que ocurre en pacientes sanos, consid.erados

como controles.

Establecer si existe relacion entre parametros clinico-patologicos y el

estado de metilacion.
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2. INTRODUCCION

2.1 Carcinoma oral de Células Escamosas (COCE)

2.1.1 Concepto

Existen multiples definiciones, en la bibliografia, de lo que se conoce
como cancer de cabeza y cuello. Independientemente de la definicion que
elijamos, todas ellas hacen referencia al grupo de tumores malignos
localizados en los senos paranasales, nasofaringe, orofaringe (amigdala,
paladar blando, base de lengua), hipofaringe, laringe, cavidad oral
(refiriéndose a ella como mucosa oral, encia, paladar duro, lengua y suelo

de boca) y glandulas salivales (1).

El término de cancer oral se emplea, habitualmente en la literatura y en
la préctica clinica diaria, como sinénimo de COCE. Siguiendo la ultima
edicion de la Clasificacion Internacional de Enfermedades (ICD) de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), sugieren que las lesiones
asentadas en la porcion moévil de la lengua, suelo de boca, mucosa yugal,
mucosa del reborde alveolar superior e inferior y paladar deben ser
agrupadas bajo la denominacion de cancer oral, y que el cancer de labio,

orofaringe y de glandulas salivales deben ser analizados separadamente (2).

El COCE (Ilustracién 1) es la neoplasia maligna mas frecuente de la
cavidad oral, que se origina a partir del epitelio escamoso que recubre la
cavidad oral, constituyendo el 90% de todos los cénceres de cabeza y

cuello y el 3-4% de las neoplasias malignas (3-6).

En cuanto a su crecimiento, comienza como un tumor localizado, para
invadir en profundidad (en algunos casos) llegando con el tiempo a producir

metastasis en los ganglios linfaticos cervicales proximos y a distancia.
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llustracion 1 Paciente con COCE en el suelo de la boca

2.1.2 Etiologia

La etiologia del cancer es realmente desconocida, aunque se sabe que es
una patologia con origen multifactorial. Los factores de riesgo por
excelencia son el tabaco y el alcohol que, aunque son factores de riesgo
independientes, tienen un efecto sinérgico, (7-9). Otros factores etiologicos
serian, el virus de Epstein Bar, el virus del papiloma humano (VPH), la
radiacion ultravioleta en el cancer de labio, infecciones, dieta pobre en
frutas y vegetales, inmunodepresiones, influencia de una mala higiene oral

y la presencia de factores genéticos.

Los estudios epidemioldgicos muestran que el riesgo de desarrollar
cancer oral es de cinco a nueves veces mayor para los fumadores que para
los no fumadores, y este riesgo puede aumentar hasta 17 veces para los
fumadores de 80 o mas cigarrillos/diarios (8-13). Un dato alentador para los
pacientes fumadores, es que el cese de este habito, tras un periodo de 10
aflos, disminuye el riesgo de desarrollar un tumor, llegando a niveles

cercanos a los de los no fumadores (14).
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En este sentido, el tabaquismo es el responsable del 90% de los canceres
de la cavidad oral en hombres y del 60% en mujeres (15), probablemente
porque era un habito mas extendido en el sexo masculino. Existen mas de 30
carcinoégenos en el humo inspirado del tabaco, dentro de los cuales, los mas
importantes son el benzopireno y las nitrosaminas especificas del tabaco,
nitroso-nor-nicotina (NNN), nitrosopirrolidina, nitrosodimetilamina y 4-
(metilnitrosamina)- 1-(3-piridil)-1-butanona (NNK). En cuanto al mecanismo
de accion de los carcindgenos, estos interfieren en la replicacion del ADN
produciendo, por tanto, un dafio en la replicacion de las células, incluyendo

aquellas que intervienen en la respuesta inmune (16).

En cuanto a la aparicion de segundos tumores primarios y la persistencia
del tabaco, es del 30% si continian fumando y del 18% si cesan el habito
tabaquico (17,18).

En algunas areas geograficas existe otras formas de consumir tabaco sin
combustion, ya sea en forma de “snuff” (tabaco fino molido) o de tabaco de
mascar (quid de betel), ambas se han asociado al cancer oral (19).
Concretamente el consumo “quid de betel” se asocia a un incremento de

riesgo de cancer oral en la encia y en el suelo de la boca (17,20).

En lo que respecta al alcohol, es el segundo factor de riesgo por
excelencia. El riesgo de cancer en pacientes bebedores es seis veces mayor
que en no bebedores, y el riesgo de muerte por cancer de orofaringe es
cuatro veces mayor en los bebedores (17,21). El alcohol actia provocando
una irritacion en la mucosa oral, aumentando la permeabilidad de la misma,
permitiendo, asi, el paso de otros agentes carcinégenos como el tabaco. Es
importante recalcar que el riesgo de desarrollar un tumor oral pasa de 1, en
los consumidores de < 25 gramos (g) de alcohol/ dia, a 125 en los que

consumen > 100 g/dia. Los “licores oscuros” como el whisky, el ron afiejo
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y el cofiac, contienen mayor proporcion de carcinogenos éter y
acetaldehido que los licores ligeros (vodka, ginebra, ron claro); Ia
proporcion de cancer hipofaringeo y de laringe supraglética es mayor en
los consumidores de alcoholes oscuros; los consumidores de vino y cerveza

tienen mayor proporcion de cancer de la cavidad oral (22,23).

La evidencia reciente sugiere que los VPH pueden estar asociados con
algunos canceres orales y orofaringeos. El VPH 16 se ha detectado en hasta
un 22% de los canceres orales y el VPH-18 en el 14% de los casos (24). La
activacion oncogénica, en el VPH, se lleva a cabo a través de la interaccion
proteina-proteina; asi la proteina E7, codificada por el VPH-16 y 18,
interacciona con la proteina pl105rb codificada por el gen humano del
retinoblastoma (RD), y la proteina p53, codificada por el gen del mismo
nombre. Ambas proteinas poseen propiedades represoras de la proliferacion
celular y estas propiedades quedan anuladas después de la interaccion del
virus con dichas proteinas, por lo que se desencadena la proliferacion

celular incontrolada (25).

Finalmente, indicar que la exposicion solar prolongada presenta un
mayor riesgo de desarrollar un carcinoma en el labio, fundamentalmente en
el labio inferior. Esta exposicion solar prolongada conduce a una serie de
cambios preneoplasicos (queilitis actinica) y, si esta se prolonga en el

tiempo, se podria desarrollar un carcinoma labial (5,26).

2.1.3 Epidemiologia

La incidencia de cancer de cabeza y cuello se ha incrementado
significativamente en los ultimos 20 afios. Corresponde al 90% de todos los
canceres que aparecen en la cavidad oral. Es una enfermedad que afecta

predominantemente a varones que a mujeres con una proporcion 2:1 y 4:1
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sin embargo, esa disparidad se estd volviendo menos acentuada debido al

aumento del consumo del tabaco y el alcohol de la mujer (27).

Frecuentemente se establece a partir de 40 afios de edad, con un pico
maximo en la década de los 60 afios (28). En paises como Estado Unidos,
la mediana de edad, en el momento del diagnostico, fue de 62 afios (29).

Tan solo el 6% de los canceres orales ocurren en menores de 45 afios (30).

El cancer oral es el sexto cancer mas comun a nivel mundial; sin
embargo este tipo de tumor se caracteriza por marcadas variaciones
geograficas en su incidencia y tasas de prevalencia, asi, en paises
subdesarrollados, como Asia central, es el tercer tipo de cancer mas comun

(31,32).

La ubicacion geografica es una variable importante para la aparicion de
cancer oral, ya que las poblaciones de bajo nivel socioeconéomico estan en
mayor riesgo de desarrollar cancer oral debido a la falta de conciencia
sobre los efectos nocivos de los factores de riesgo evitables de cancer oral

como son el tabaco y el alcohol (31,32).

Las areas geograficas que presentan altas tasas de incidencia de cancer
oral (excluyendo el labio) se encuentran en el sur y el sudeste de Asia (por
ejemplo, Sri Lanka, India, Pakistan y Taiwén), partes de Occidente (por
ejemplo, Francia) y Europa del Este (por ejemplo, Hungria, Eslovaquia y
Eslovenia), partes de América Latina y el Caribe (por ejemplo, Brasil,

Uruguay y Puerto Rico) y en las regiones del Pacifico (31).

En paises de alto riesgo como Sri Lanka, India, Pakistan y
Bangladesh, el cancer oral es el cancer mas comun en los hombres y puede

contribuir hasta el 25% de todos los casos nuevos de cancer (31,32).
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A pesar de los avances en cirugia, RTP y QTP, la tasa de supervivencia a
cinco afios, del cancer oral, no ha mejorado significativamente durante las

ultimas décadas y sigue siendo del 50 a 55% (33,34).

En 2004, se registraron 67.000 casos nuevos en los paises de la Unioén
Europea (UE). En general en la UE, el cancer oral y el de faringe ocupan el
séptimo lugar (35). Sin nos adentramos en la UE, las tasas de incidencia
masculina mas altas se encuentra en Francia y Hungria, y las mas bajas en

Grecia y Chipre (36).

Se estima que el riesgo de desarrollar cancer oral en los paises europeos
es de 1,85% para los hombres y 0.37% para las mujeres (35). Las tasas mas
altas de mortalidad se localizan en Europa del este, sin embargo la
incidencia es mayor en Europa occidental si la comparamos con Europa del

norte o del sur (31).

En nuestro pais, la incidencia es de 5,7-12,9 casos por 100.000
hombres/afio y de 0,6-2,1 casos por 100.000 mujeres/ afio, aunque estas
cifras se estan igualando con la adopcion por parte de la mujer de habitos

nocivos similares a los de los hombres (37).

Indicar, ademés, que tanto en la poblaciéon europea como en la
estadounidense, la lengua es el lugar mas frecuente de localizacion de
cancer intraoral, suponiendo entre un 40-50% del total de los tumores
orales (31).

Un factor clave para poder disminuir la incidencia de este tipo de
lesiones es realizar un diagndstico precoz. Insistir en programas de
concienciacion de la poblacion para que ante cualquier lesion sospechosa
de malignidad acudan al especialista para asi mejorar la supervivencia,
porque actualmente el 50% de los pacientes llegan en estadios avanzados,

con pronosticos malos, lo que implica unas elevadas tasas de mortalidad.
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2.1.4 Clasificacion

Pierre Denoix describié en 1944 la primera clasificacion TNM para
describir la extension de los tumores (38), donde (T) hace referencia al
tamaio del tumor principal, la extension de la propagacion a los ganglios o
nodulos linfaticos regionales (N) y el desarrollo de metastasis a distancia
(M). Hoy en dia, se acepta la clasificacion desarrollada por la “American
Joint Commite on Cancer”, donde se incluye la clasificacion TNM y el
estadiaje clinico. El sistema TNM es muy util para establecer un buen
diagnostico, plan de tratamiento y establecer un prondstico de la
enfermedad (39,40).

La presencia y el nimero de adenopatias regionales metastasicas son el
factor pronodstico mas importante en los pacientes con canceres de cabeza y

cuello (41).

2.1.5 Clinica y localizacion

La forma clinica de presentarse el COCE es por la presencia de una
ulcera (lesion exofitica, ulcerativa y verrugosa) que en estadios iniciales es
practicamente indiferenciable; sin embargo en estadios avanzados la clinica
es tan caracteristica que siempre hay una clara sospecha de malignidad

(lesion sobreelevada, dura, de suelo y margenes irregulares).

Siempre que estemos ante una ulcera de tiempo de evoluciéon que no
cicatriza debemos de eliminar cualquier agente fisico o quimico que
produzca la irritacion, y si en 15 dias no desaparece, biopsiar y proceder al

consecuente estudio anatomopatologico (42-44).
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El diagnostico clinico debe de ser muy minucioso, explorando mucosas,
suelo de boca, lengua, en definitiva, todas las localizaciones donde con
frecuencia puede asentarse el COCE, ademas de explorar la cadena

ganglionar para descartar la presencia de metastasis (45).

En cuanto a la sintomatologia, el dolor puede aparecer tempranamente en
algunos de estos tumores, concretamente €ste suele asociarse a los tumores
de suelo de boca o lengua; suele aparecer solo cuando las lesiones han
alcanzado un tamafio importante, y es el momento en que el paciente
solicita consulta médica, por lo que los carcinomas tempranos a menudo

pasan desapercibidos, porque son asintomaticos.

Otros sintomas que puede presentar el paciente serian disfagia,
hemorragia, disfonia, movilidad y/o pérdida de dientes, anestesia,

tumoracion y trismus (45,46).

Debemos prestar mucha atencion en aquellos pacientes que presentan
lesiones pre-malignas como leucoplasia o/y eritroplasia, ya que pueden

desarrollar a largo plazo un COCE.

El COCE puede aparecer en cualquier localizacion, pero hay ciertas
areas de la cavidad oral en las que es mas prevalente. La localizacién mas
frecuente de la cavidad oral es la lengua, concretamente el borde lateral y el
suelo de boca (47,48). También pueden aparecer en otras localizaciones
como encia, mucosa yugal, paladar blando y duro, zona trigonoretromolar,
orofaringe y labio (concretamente, la localizacion labial suele ocurrir o
asociarse en areas o localizaciones geograficas que tienen una mayor

exposicion solar).
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2.1.6 Tratamiento

Los pacientes diagnosticados de este tipo tumoral, son tratados mediante
cirugia, RTP, QTP o un tratamiento combinado; la seleccion de un
tratamiento Unico o no, depende, principalmente de la localizacion del
tumor, su extension, el subtipo histologico, el estadio tumoral y las

condiciones generales del paciente (49,50).

La cirugia y la RTP son utilizadas de manera aislada para tratar casos de
enfermedad en estadios iniciales, no metastasicos, eliminandose el tumor
con margenes de seguridad (estadio I y II), pero en los estadios avanzados
(IIT' y IV) se tratan mediante cirugia combinada con RTP y QTP. Como
indicdbamos, en estadios iniciales, el tratamiento de eleccion es el
quirtrgico, eliminandose el tumor con margenes de seguridad y con o sin
vaciamiento cervical segiin la localizacion, el tamano y la sospecha de
metastasis regional. El vaciamiento cervical se realiza segun los diferentes
niveles cervicales (LILIILIVyV) incluyendo, o no, el nervio espinal, la
vena yugular interna y el musculo esternocleidomastoideo. La glandula
submaxilar y la vena yugular externa se incluyen siempre en la cirugia. Una
vez realizado el vaciamiento cervical, se analiza histopatologicamente, y en
el caso de estar afectadas las estructuras extirpadas se valora el tratamiento

postquirargico con RTP (51,52).

Los estadios avanzados pueden ser tratados con cirugia seguida de RTP,
pero, con esta terapia, solamente se consigue una curacion de un pequefio
porcentaje de pacientes, menos del 30%. De hecho, esta combinacion sélo
cura una minoria de los pacientes, y menos del 30% sobreviven a los 5
afos. El control del tumor y la supervivencia son insatisfactorios con estos

tratamientos, porque solo el 30% de los pacientes siguen vivos después de
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3 afios, mientras que entre el 60% y el 70% tendran una recidiva
locorregional y/o desarrollardn metastasis a distancia, lo que es, en ultima

instancia, la causa principal de muerte en estos pacientes (53).

Pese a estos antecedentes tan poco alentadores, la QTP, junto con la RTP
y la cirugia, se asocia con una mayor supervivencia general en los pacientes

con cancer bucal y orofaringeo.

La QTP consiste en la administracion de farmacos citotoxicos capaces de
destruir e inhibir el crecimiento y la reproduccion celular (incluidas las
células malignas) (54). De todos ellos, los mas empleados en los canceres
de cabeza y cuello son la bleomicina, el cisplatino, el metotrexato, el 5-

fluoruracilo, la vinblastina y la ciclofosamida (55).

La administracion de QTP puede ser simple o combinada. El uso de
farmacos aislados se mostré ineficaz en la induccion de respuestas
completas o parciales significativas. Por ello, la tendencia actual es la
poliquimioterapia, cuyos objetivos son afectar poblaciones celulares en
diferentes fases del ciclo celular, utilizando la accion sinérgica de los
farmacos, disminuyendo el desarrollo de resistencias a los mismos y
promoviendo una mayor respuesta por dosis administrada (55). Entre las
combinaciones mas usadas destacan: a) cisplatino y 5-fluoracilo; b)
cisplatino, 5- fluoracilo y taxol o ¢) cisplatino, bleomicina y metotrexato

(56).

Los citostaticos ofrecen mejores resultados en los tumores con una
importante fraccion de crecimiento y/o diseminacion a distancia temprana o
frecuente como por ejemplo los linfomas (90% de fraccion de crecimiento).

Este no es el caso del carcinoma de células escamosas, (25% de fraccion de
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crecimiento), por lo que la QTP suele emplearse siempre asociada a otra

modalidad terapéutica (57).

La RTP puede aplicarse de forma intersticial (braquiterapia) o externa
(teleterapia). La RTP externa es la forma clasica de administracion, con la
fuente de radiacion alejada del organismo. Las fuentes de irradiacion
externa son el bajo voltaje (rayos X), supervoltaje (cobalto 60),
megavoltaje (acelerador lineal) y el haz de electrones (fuente eléctrica), de
los cuales los mas empleados para la terapia de cabeza y cuello son el

cobalto 60 y el acelerador lineal de particulas (58).

La RTP convencional consiste en un dosis de 10 Grey (Gy) semanales, 2
Gy diarios durante 5 dias y 2 dias de descanso, generalmente repartidos en
un periodo de 5 a 7 semanas (50). La RTP fraccionada permite aplicar una
dosis total de radiacion elevada en el tumor, respetando el tejido normal
adyacente y disminuyendo, por tanto, la toxicidad. También condiciona la
respuesta en los tejidos sanos y tumorales mediante la reparacion de las
lesiones, ya que el tejido normal repara mejor el ADN dafiado, sobre todo a
dosis bajas, que el tejido tumoral. Ademas favorece la reoxigenacion de las
células tumorales, aumentando su radiosensibilidad y la repoblacion del
tejido entre las fracciones, especialmente durante los descansos semanales,
cuando la zona no es irradiada, reduciendo de ese modo los efectos

tempranos, como mucositis y radiodermitis entre otros (59).

La dosis de radiacion va a depender de la localizacion y el tipo de tumor
y de si la RTP se emplea sola o asociada a otras terapias. Cuando la RTP es
el tratamiento de eleccion se suelen dar dosis entre los 60-80Gy, mientras

que cuando es postquirtrgica se administran dosis de 50-60Gy (3).
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La braquiterapia, por otro lado, es un método que usa radiaciones
ionizantes, situando el material radioactivo en las proximidades o en el
interior del tumor. Existen diferentes modalidades de braquiterapia, de las
cuales la mas empleada para los tumores de cabeza y cuello es la RTP
intersticial. El Iridio 192 (Ir192) y Yodo 125 (I125) son las fuentes

radiactivas mas comunes en esta modalidad (55).

Muchas son las secuelas que, generalmente, produce la RTP y que
afectan, en gran medida, la calidad de vida del paciente. Las
complicaciones que provocan a nivel de la esfera orofacial las podemos

clasificar en agudas y tardias (60).

2.1.6.1 Complicaciones agudas de la RTP

2.1.6.1.1 Mucositis

Consiste en la reaccion inflamatoria de la mucosa orofaringea que
aparece como resultado de los efectos citotoxicos de la RTP. La mucositis

es dosis-dependiente, por lo tanto, desaparece con el cese de la agresion

(61).

Su primer signo es el eritema que aparece cuando se acumula una dosis
de 10 Gy (primera semana) y persiste hasta unos 15 dias después de la
finalizacion de la RTP. El punto de maxima sintomatologia se produce

cuando se acumulan dosis de 60-70 Gy (62,63).

Clinicamente la mucosa estd eritematosa, edematosa por lo que puede
ulcerarse y sobreinfectarse por hongos (62,64). El dolor que acompaiia a la

mucositis puede ser tan intenso, que altere la calidad de vida del paciente
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llegando a limitar funciones bucales basicas como hablar, deglutir saliva o

alimentarse (64).

Esta mucositis (Ilustraciéon 2) por radiacion se puede clasificar en 4
grados segun la intensidad de la afectacion de la mucosa (5,65,66): Grado
1: ninguno; Grado 2: eritema; Grado 3: eritema, Ulceras, pero capaz de
ingerir solidos; Grado 4: ulceras pero requieren dieta liquida, y Grado 5:

imposible la alimentacién por via oral.

llustracion 2 Mucositis en Grado 3 en paciente tratado con RTP de cabeza y cuello
2.1.6.1.2 Riesgo de infecciones

La RTP facilita el desarrollo de infecciones oportunistas,
fundamentalmente por Candidas, como consecuencia de la disminucion de
saliva, uso de protesis dentales, higiene oral deficiente y la persistencia de
habitos como el consumo de alcohol y tabaco (67). Este tipo de infecciones
suele desaparecer con antimicoticos de uso topico, pero el paciente
irradiado, con frecuencia, ha de recurrir a farmacos de uso sistémico mas

efectivos (68).

51



PAULA BONAR ALVAREZ

2.1.6.1.3 Radiodermitis

Con este término, nos referimos a la toxicidad que sufren la piel y tejido
celular subcutaneo, y se clasifica, en funcion de su severidad, en tres

niveles.

El eritema transitorio se produce por la congestion de los capilares
dérmicos en las primeras 24 horas; con una dosis de 3 Gy es suficiente para
desencadenarlo. Una dosis de 25 Gy va a producir una aceleracion del
proceso descamativo de la piel que se manifiesta como una disminucion
importante de su espesor, tornandose oscura y atréfica y descamandose, lo

que se denomina Radiodermitis Seca.

La dosis de 50-70 Gy va a ocasionar un eritema tardio, seguido de una
necrosis superficial y la formacion de costras cutaneas. Si estas lesiones
progresan, pueden aparecer vesiculas (Ilustracion 3) que sangran con

facilidad, lo que se denomina Radiodermitis Himeda.

Estas lesiones curan al finalizar el tratamiento de RTP, dejando unas
cicatrices en la piel que pueden ser blanquecinas, esclerdticas,
telangiectasicas, quedando destruidos los bulbos pilosos y, en ocasiones,

aparecen pigmentaciones (5).
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llustracion 3 Paciente que presenta Radiodermitis tras el tratamiento con RTP de cabeza y
cuello

2.1.6.1.4 Alteraciones de las glandulas salivales

La mayoria de los pacientes con canceres de cabeza y cuello sometidos a
RTP sufren una xerostomia o hipofuncion salival (Ilustracion 4). Suele
aparecer en las primeras semanas de la radiacion. En dosis bajas (menos de
30 Gy) se cree que el dafo puede ser reversible, aunque en dosis mas altas
(mas de 60-70 Gy) se produce xerostomia irreversible y permanente,
debido a una degeneracion significativa de los acinos que se ve reflejada en

la inflamacion concomitante y la fibrosis del intersticio.

La hipofuncion salival (flujo salival en reposo de menos de 0,2 ml por
minuto o estimulado con un flujo de menos de 0,7 ml por minuto) es
causada por el dafio de la radiacion ionizante directa en las células de las
glandulas salivales (69). Es la secuela mas persistente en los pacientes que
reciben RTP de cabeza y cuello. Se caracteriza por cambios en la cantidad
y calidad de la saliva (mdas viscosa y escasa), produciendo malestar oral y
dolor, un mayor riesgo de caries dental, infeccion oral, dificultad para

hablar, y disfagia, teniendo un efecto perjudicial en la calidad de vida del
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paciente (70-72). La reduccion del flujo salival también puede aumentar la
susceptibilidad a la caries dental y comprometer la integridad de la mucosa
(73).

Ilustracion 4 Lengua con aspecto aspero y rugoso provocado por la hipofuncion salival
2.1.6.1.5 Alteraciones del gusto

La alteracion de la sensacion de sabor se produce como resultado de la
radiacion directa en las papilas gustativas y receptores gustativos, asi como,
a los cambios en la saliva (74-76). Contribuye a la pérdida del apetito por

lo que lo pacientes presentan una pérdida de peso.

Aparece a los 15 dias de comenzar con el tratamiento a partir de los 4
Gy y llega a su maximo esplendor al finalizar la RTP; en la mayoria de los
casos, el gusto retorna gradualmente a sus niveles normales, o casi
normales, un afo post-RTP (77), aunque algunos pacientes pueden
conservar una reduccion residual del sabor (hipogeusia), dafio permanente

en la sensacion (disgeusia) e incluso pérdida del gusto (ageusia) (78,79).
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2.1.6.2 Complicaciones tardias de la RTP

2.1.6.2.1 Necrosis de los tejidos blandos

Se produce una necrosis de los tejidos blandos caracterizada por una
ulcera localizada en el tejido irradiado sin presencia de malignidad residual.
Normalmente es una condicion dolorosa y los tejidos presentan una

coloracion palida y ausencia de flexibilidad (80).

2.1.6.2.2 Trismus

Se caracteriza por una disminucion de la apertura, debido a la
contraccion e incluso fibrosis de los musculos masticatorios y de la
articulacion temporomandibular (ATM). Aparece entre tres y seis meses
post radiacion (67) y puede conducir a problemas en la alimentacion, la
comunicacion, la realizacion de higiene oral, la protesis que usa, y en la

realizacion de tratamientos dentales.

2.1.6.2.3 Osteorradionecrosis (ORN)

La ORN (Ilustracion 5) puede llegar a ser la complicacion mas grave
del RTP (81). Se define como una zona de exposicion 6sea en un campo
previamente irradiado, de al menos 6 semanas de evolucion y en ausencia
de recidiva tumoral (82). La ORN se origina como consecuencia de una
reduccion de la vascularidad del periodonto, periostio y hueso que ocasiona
un tejido hipovascular, hipocelular e hipoxico, donde la capacidad de

reparacion y regeneracion Osea estd severamente comprometida (83-85).

Puede ser asintomatica o cursar con dolor, disestesia o anestesia en
funcién de su relaciéon con el nervio dentario. Los pacientes refieren
halitosis, trismus, disgeusia, impactacion de alimentos en la lesion y

dificultad en la masticacion, deglucion y fonacion (80). En la mayoria de
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los casos la condicion es cronica, progresa gradualmente y se vuelve mas

extensa y dolorosa (83,86).

Existen unos factores de riesgo que pueden desencadenar la ORN, los
cuales estan relacionados con el tumor, con el paciente o con el tratamiento
con la RTP. En cuanto a los factores que depende del paciente nos
centramos fundamentalmente en la realizacion de extracciones después de
la RTP (post-RTP), de hecho, la ORN sin cirugia previa ha demostrado ser
extremadamente rara, con una incidencia del 2,7% después de 5 afios. Otros
factores determinantes son la mala higiene oral, la irradiacion previa del
campo (87) y la presencia de periodontitis, ademas de malos habitos como
el tabaco y el alcohol. Los factores de riesgo dependiente del tratamiento
con RTP se refiere a la dosis administrada, a su fraccionamiento, el tipo de
RTP y la zona irradiada. Por ultimo, los factores dependientes del tumor
abarcan la localizacion anatdmica, la proximidad o el grado de implicacion
de las estructuras Oseas vecinas, y la etapa y el tamafio del tumor. Todos
estos factores se deben de tener en cuenta porque aumentan el riesgo de

ORN para asi intentar prevenirla (88,89).

La mayoria de los casos de ORN se producen en la mandibula, donde la
vascularizacion es deficiente y la densidad 6sea alta. Las manifestaciones
clinicas de ORN pueden incluir dolor, fistulas orofaciales, hueso necrético

expuesto, fractura patoldgica y supuracion (90-92).

Un tercio de los casos de ORN se producen espontaneamente, aunque la
mayoria de los casos suceden por exodoncias de dientes durante la RTP o
por un tiempo insuficiente de curacion después de extracciones antes de la
RTP (pre-RTP). Segin Starcke et al., Murray et al., y Makkonen et al,

cuando se realizan correctamente las exodoncias pre-RTP y se espera el
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tiempo necesario, no se ve un aumento significativo del riesgo de ORN
(93-95).

La incidencia de ORN es dos veces mayor en pacientes dentados, aunque
la mala higiene bucal y el uso continuado de alcohol y tabaco también
pueden conducir a su rapida aparicion (96), en la literatura hemos
encontrado una indicencia y prevalencia entorno al 5-10% (97,98). Una
mayor incidencia de ORN se observa después de recibir dosis superior a los
65 Gy, dependiendo del fraccionamiento de radiacion, tratamiento con QTP

o cirugia en el campo irradiado (99).

llustracion 5 Paciente que presenta ORN en cuarto cuadrante tras realizarle extracciones
dentales después del tratamiento con RTP

2.1.6.2.4 Caries post-irradiaciéon

Son muy frecuentes las caries post-irradiacion (Ilustracion 6), que se
inician a los tres meses de finalizar la RTP. Se produce un
desmoronamiento y desprendimiento de los prismas del esmalte que
afectan, fundamentalmente, a los bordes incisales, clspides y region
cervical de los dientes (5). Este es el resultado de una alteracion
cuantitativa y cualitativa de la saliva, con una disminucion de su capacidad

tampon que favorece el desarrollo de una flora bacteriana acidogena y
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cariogénica. Influye también el cambio a una dieta rica en hidratos de
carbono de consistencia blanda, una higiene oral pobre y el deterioro de la

motivacion.

El cambio de la dieta en el paciente irradiado por una mas blanda o
liquida, con un alto contenido en carbohidratos, junto con una disminucién
de la saliva hace que se produzca un cambio en la microbiota por una mas
cariogénica. Esto, sumado a una higiene oral deficiente, ocasiona la
desmineralizacion del esmalte y la destruccion de las coronas y del area
cervical, donde el cemento y la dentina quedan expuestos al ambiente oral,

provocando gran sensibilidad dental (100).

llustracion 6 Caries cervicales en paciente irradiado después del tratamiento con RTP

Las diferentes formas de clasificar los efectos producidos por la RTP,

quedan reflejadas en las siguientes tablas 1,2,3.

Efectos Agudos Tardios
Mucositis Necrosis de los tejidos blandos
Radiodermitis Trismus
Infecciones oportuistas ORN
Xerostomia Caries post-irradiacion

Alterationes en el sentido del gusto

Tabla 1 Efectos agudos y tardios de la RTP
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Cronologia  Immediatos Medio plazo Largo plazo
Mucositis Caries post-irradiacion ORN
Alterationes en el gusto  Infecciones Oportunistas Desordenes en los dientes
Xerostomia Necrosis de los tejidos blandos
Radiodermitis Trismus

Tabla 2 Cronologia de los efectos de la RTP: inmediatos, medio y a largo plazo

Evolucion Reversible Irreversible
Mucositis Xerostomia
Radiodermitis Alterationes en el sentido del gusto
Xerostomia Caries post-irradiacion
Alterationes en el gusto ORN
Infecciones oportunistas Desordenes en los dientes

Necrosis de los tejidos blandos

Trismus

Tabla 3 Evolucion de la RTP: efectos reversibles e irreversibles

2.1.7 Pronostico

La tasa global de supervivencia a 5 afios en el COCE no se ha
incrementado significativamente en los ltimos afios (33,34). La tasa de
supervivencia a los 5 afios es del 80% en estadios iniciales, 40% en
neoplasias con afectacion regional, y menos del 20% para pacientes con

metastasis a distancia (101).

La recidiva en pacientes que han padecido un COCE es generalmente de un
75% durante el primer afio, por ello las revisiones mensuales durante el primer
afio son esenciales para prevenir recurrencias. No es hasta el quinto afio libre
de cancer cuando las revisiones pueden hacerse anualmente (56). La presencia
de metéstasis ganglionares es uno de los factores prondsticos mas importantes

para el paciente, reduciendo la supervivencia hasta el 50% (41).

59



PAULA BONAR ALVAREZ

La supervivencia global y libre de enfermedad se encuentra en torno al
56% y 58%, respectivamente (102). La lesion primaria es la causa de la
mitad de las muertes asociadas al cancer oral, mientras que un cuarto de las
muertes se deben a una segunda lesion primaria y los restantes casos se

atribuyen a otras enfermedades (103).

La tarea més importante es conseguir establecer un diagnostico precoz

en las primeras etapas de la enfermedad (104).

2.2 Bases Genéticas del cancer

2.2.1 Ciclo celular

Para comprender porque se produce la carcinogéneses tenemos que
empezar por un recorrido en los procesos mas esenciales, como es el ciclo
celular. El descontrol del ciclo celular es fundamental en la progresion del

cancer oral (105).

El proceso de caricnogénesis es el mecanismo a través del cual se
desarrolla una neoplasia (106), incluye diferentes fases en la que aparecen
implicados multiples genes. Hanahan y Wwinberg et al. describieron 6
caracteristicas distintivas que se repiten en todos los tumores y que
denominaron sefiales del cancer “Hallmarks of cancer” y que fueron

modificados por Choi et al.(107,108):

a) Adquisicion de sefiales estimuladoras del crecimiento
autosuficientes; entre estas las principales estudiadas son: Factor
de crecimiento epidérmico (EGFR), factor de crecimiento

hepatocicito (c-Met), oncogen Ras, Ciclina DI, proteinas
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transductoras de sefales y activadoras de la transcripcion (STAT),
factor nuclear kappa (NF-KB), proteina activadora 1 (AP-1).

b) Anormalidades en las sefiales inhibidores del crecimiento: gen del

WAF1 INK
1 6

retinoblastoma (Rb), p53, p2 ,pl

c) Evasion de la apoptosis.

d) Inmortalizacion.

e) Angiogénesis: factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF),
interleukina-8 (IL-8).

f) Invasion y metastasis: E-cadherina, integrinas, metalproteinasas

de la matriz (MMP).

El ciclo celular (Ilustracion 7) es la base para la reproduccion del
organismo, consta de un conjunto de eventos que culmina con el
crecimiento de la célula y su division (109). Su funcién no es solamente
originar nuevas células sino asegurar que el proceso se realice de forma

debida y con la regulacion adecuada (110).

La progresion del ciclo celular en las células eucariotas se asocia con la

expresion de un conjunto de genes especificos (111-113).

Se encuentra dividido en dos fases bien definidas, la interfase y la fase
M. Durante la interfase ocurren todos los procesos celulares y bioquimicos
necesarios para que la mitosis se pueda llevar a cabo de manera exitosa y se
encuentra dividida en tres fases ordenadas y subsecuentes que se conocen

como G1, Sy G2 (114).

La Fase G1, que viene del término Gap 1 o intervalo, es la fase donde
las células se encuentran metabolicamente activas, donde la célula solo
aumenta de tamafio sin llegar a dividirse, donde sintetiza ARN y proteinas,

pero no hay replicacion del ADN. Las células en G1 pueden detener su
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progresion en el ciclo y entrar en un estado de reposo especial, llamado GO
o fase de quiescencia, donde pueden permanecer durante dias, semanas o
afios antes de volver a proliferar y en ocasiones nunca mas dividirse

(110,115,116).

(@)
G2 L..—-/ + P

(. j' %, Y l‘t.!,»}

Z
L= ¥,

°

z

La celula entra en
periodo de latencia

B
VreReace

0

llustracion 7 Fases del ciclo celular.Permitido por la revista MedUNAB (110)

Go

En la Fase S o de sintesis tiene lugar la replicacion del ADN. Antes de la
mitosis se debe generar dos juegos de ADN idénticos para ser repartidos

entre las dos células hijas (110).

Durante la Fase G2 ocurre la preparacion para la mitosis, se verifica que
la duplicacion del material genético haya concluido, que la reparticion del
material genético sea equitativa y que el ADN nuclear no esté dafado
(110,117).

En la fase M o fase de mitosis se produce la division nuclear (mitosis) y

la division del citoplasma (citogénesis), originando dos células hijas (110).

En cuanto a la duracion del ciclo celular existe variabilidad segtn el tipo

de célula y entre las especies (118).
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El sistema de control del ciclo celular esta regulado por dos familias de
proteinas, las proteinas quinasas dependientes de ciclinas (kdc), las cuales
sufren fosforilacion sobre sus aminoacidos y las ciclinas, las cuales se unen
a las kdc y controlan sus reacciones de fosforilacion. Su activacion y su
desensamblaje son los procesos centrales que dirigen el ciclo celular

(110,119-123).

De manera externa o extrinseca algunos factores de crecimiento y otras
moléculas de sefalizacion desempefian un papel fundamental en el control

del crecimiento y la proliferacion celular (124).

Dentro de las moléculas externas podemos encontrar, el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) (125), que estimula la division de los
queratinocitos orales al unirse con sus receptores de crecimiento
epidérmico (EGFR), localizados en la membrana celular de los
queratinocitos de la capa basal. La union entre ligando y receptor activa la
proteina RAF y posteriormente da inicio a un proceso en cascada de
activacion de otras quinasas citoplasmaticas (MEK, MAPK) (126). Esta
cascada de activacion de quinasas, transmite la sefial externa de
crecimiento desde la membrana celular hacia el ntcleo, donde los niveles
de quinasas aumentan bruscamente. La proteina c-myc se une al ADN y
estimula la transcripcion de la ciclina D, que se une y activa las KdCs. Las
KdCs activadas catalizan la fosforilacion de la proteina supresora de
tumores del gen del retinoblastoma (pRb). La pRb fosforilada (activa)
libera los factores de transcripcion (E2F) que son necesarios para la
transcripcion de proteinas de replicacion del ADN. La replicacion del ADN
antecede a la division celular. Las ciclinas D y la mayoria de las proteinas

de replicacion del ADN se degradan necesitando ser transcritas nuevamente
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en cada ciclo de division celular. La mayoria de estas proteinas que
transmiten la sefial de crecimiento a partir de la membrana hacia el nucleo,
son codificadas por oncogenes. Las mutaciones en estos oncogenes pueden
estimular la proliferacion excesiva de los queratinocitos en el cancer oral

(127).

2.2.2 Oncogénes

Las células cancerosas derivan de una sola célula que ha acumulado
mutaciones a lo largo del tiempo (128). Las células de los organismos
multicelulares estan en reposo en ausencia de estimulos y las mutaciones
ocurren en genes que controlan la proliferacion y/o el ciclo celular, por lo
que ha llevado a que los investigadores busquen las causas del cancer
dentro de la célula y en especial, mutaciones en los llamados oncogénes y

genes supresores de tumores (129).

Los protooncogénes son secuencias génicas que codifican las proteinas
que controlan el crecimiento y la diferenciacion celular (106). La mutacion
o la expresion anormal de estos protooncogénes conducen a Ia
transformacion maligna, por lo que se denominan oncogénes (130). Segun
la funcién de sus productos proteicos, los oncogénes se pueden dividir en:
factores de crecimiento, receptores de membrana, mensajeros

citoplasmaticos y factores de transcripcion (131).
Sidransky, en 1995, clasifico a los oncogénes en 5 grupos (132):

I Factores de crecimiento y receptores de los mismos: Hst-1, int-2,
EGFR/erbB, C-ERBb-2/Her-2, sis.

1. Transductores de sefiales intracelulares: Ras, Raf, STAT-3.
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1. Factores de transcripcion: Myc, Fos, Jun, C-myc.
1v.  Reguladores del ciclo celular: Ciclina D1.

V. Inhibidores de la apoptosis: Bcl-2, Bax.

Varios oncogenes han sido implicados en la carcinogénesis oral. La
expresion aberrante del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR / c-erb 1) y CCNDI/ciclina D1 y miembros de la familia ras, c-
myc, int-2, hst-1, PRAD-q, y BCL-1 contribuye al desarrollo del cancer
oral (133).

2.2.3 Principales genes supresores de tumores

Los oncogénes no son suficientes para causar cancer oral. El evento
crucial en la transformacion de una célula premaligna a una célula maligna
es la inactivacion de reguladores negativos celulares-genes supresores
tumorales, (GST), que provoca la incapacidad de respuesta a los
mecanismos de control que regulan la division celular (134); se considera
este proceso un evento importante que conduce al desarrollo de Ia
malignidad. Los genes supresores de tumores a menudo son inactivados por
mutaciones puntuales, delecciones y reordenamientos en ambas copias de

genes (135-137).

Gen Rb

El gen del Rb o proteina Rb es abundante en el ntcleo de las células de
los mamiferos y se considera el primer gen supresor de tumores conocido
(138). Reside en 200 kilobase (kb) de ADN, en el cromosoma 13 y
concretamente en la banda 14 y estd formado de 27 exones, su proteina
esta localizada en el nucleo celular y pesa de 10 a 110 kilodalton (kDa).

Esta proteina se encuentra en las células en reposo, en fase GO o Gl,
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formando un complejo con el factor de trascripcion llamado E2F, (que
actia inactivandolo); éste regula la activacion transcripcional de varios
genes virales y celulares, el cual a su vez regula enzimas que sintetizan

nucleodtidos y polimerizan el DNA (139).

En G1 o GO, la proteina Rb es fosforilada por las kinasas kdc4 y 6-
ciclina; permite la liberacion de E2F, es asi, que se libera la represion
mantenida por el complejo E2F-Rb y los genes requeridos para la fase S y
M se activan (Ilustracion 8). La pRb fosforilada se asocia principalmente
con las kdc 4,6, ciclina D1,2,3, aunque dentro del ciclo existen complejos

Rb-kdc2 y ciclinas E (120,140-143).

La ciclina D1 es una proteina inestable fundamental para la progresion
de G1 mediante la activacion del complejo CDK 4/6 que lleva a la
fosforilacion de la proteina pRb. La fosforilacion de la proteina pRb es
esencial para la continuacion del ciclo celular. Si pRb no esta fosforilada se
bloquea el ciclo celular. Se ha encontrado sobreexpresion de Ciclina D en
carcinomas orales (26,144-145), asimismo, Koontongkaew et al. ha
encontrado sobreexpresion de la proteina pRb en un 58,49% de los

carcinomas estudiados (146).

Es importante tener en cuenta que la produccion excesiva de D1 dispara
la entrada temprana de la célula a la fase S, por lo tanto, en determinado
momento D1 puede inactivar la funcion control de la proteina Rb y permitir
a la célula el paso a S. La actividad de la ciclina DI es inhibida por

diversos genes supresores de tumores, entre ellos P16, P21,y P27 (127).
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v
@

Transcripcion Transcripcion de genesde
retenida la fase S

E2F.

Ilustracion 8 Regulacion del ciclo celular mediado por Rb y E2F. La fosforilacion de la Rb por
el complejo kcd4/ciclina D conlleva a la separacion de Rb- E2F. Permitido por la revista
MedUNAB (110)

P53

El gen p53 en humanos reside en 20 kb de DNA del 7pl13.1, esta
compuesto de 11 exones que producen ARNm de 2.2-2,5 kb y se expresan
en casi todos los tipos celulares. La proteina del gen p53 esta formada por
393 residuos de aminoacidos y es una fosfoproteina nuclear (130). La
proteina p53 es llamada el “guardian del genoma”, se localiza en el nucleo
y es una proteina labil e inestable; parece estar asociada con multiples
funciones bioldgicas, entre ellas el crecimiento de la célula, la progresion o

detencion del ciclo celular, senescencia y apoptosis (147-149).

Las mutaciones en p53, generan una sintesis anormal de proteinas. Una
proteina p53 mutada tiende a estabilizarse y acumularse en el nucleo,
perdiendo toda capacidad supresora de crecimiento celular, por lo que, la
consecuencia del incremento de p53 es la detencion del ciclo celular en G1,

actuando mientras los mecanismo de reparacion del ADN (138).
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Si la reparacion del ADN es satisfactoria, p53, activara a un gene
denominado MDM2, cuyo producto se une e inhibe a la propia p53,
levantando asi el bloqueo celular (150); por el contrario, si los dafios en el
ADN son muy extensos y no puede ser reparado, p53 puede inducir el
inicio de muerte celular fisiologica (apoptosis), activando los genes
promotores de apoptosis, de ahi el nombre de guardian del genoma, dado

que previene la inestabilidad genomica (106).

El bloqueo celular se consigue mediante la induccion de la proteina p21,
inhibidora de las KdC. La p21 bloquea la transicion G1-S y bloquea
también la replicacion del ADN en la fase S del ciclo celular (26,144). P53
se une al ADN en sitios especificos como factor de transcripcion. Asi,
incrementa la transcripcion de CKI p21, el cual inhibe a los complejos
ciclina A y D con sus repectivos KdCs, bloquea la actividad de KdCs
evitando la hiperfosforilacion de pRb y por tanto, la activacion de genes de

fase S (151,152).

Por otro lado, el gen p53 también bloquea la angiogénesis, favorecedora

del desarrollo y diseminacion tumoral (138).

La pérdida de la funcion de p53 esta bien documentada en canceres
orales, y se han informado mutaciones de p53 en mas del 60% de los
COCE (153). La acumulacion del p53 mutado en el epitelio oral maligno
ha sido demostrada por varios estudios inmunohistoquimicos (154,155). El
p53 elevado en canceres orales se correlaciona con el tabaquismo intenso
pero no con la edad del paciente (156-158). Sin embargo, los pacientes mas
jovenes muestran acumulacion de p53 durante la progresion maligna (159).
Por ultimo, p53 se ha utilizado como un marcador de prondstico para la

terapia actual contra el cancer de cabeza y cuello (160-163).
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Gen p73

El gen p73 en condiciones adecuadas, de igual manera que el gen p53,

puede detener el ciclo celular y provocar la apoptosis (150).

2.2.4 Carcinogénesis

Ya indicamos previamente que la carcinogénesis es el mecanismo a
través del cual se desarrolla una neoplasia maligna y que desconocemos
muchos de los factores implicados en la misma (164,165); sin embargo,
sabemos que el silenciamiento de genes supresores de tumores es
fundamental para el desarrollo del cancer. Este silenciamiento se produce,
entre otros, por mecanismos epigenéticos, concretamente las
modificaciones post-translacionales de las histonas, principalmente los
cambios mediante fosforilacion, cambios en la deacetilacion y en estatus de
ubiquitinizacion (166-170). El grupo metilo (CH;) se anade a los
nucledtidos de citosina por medio de la enzima ADN-metiltransferasa,
inhibiendo con ello la expresion del gen. Algunos de los genes que con
frecuencia son metilados son encargados del crecimiento celular y la

reparacion del ADN (171). (Ilustracion 9).

Unmethylated normal cell promoter

R

CpG island

Methylated cancer cell promoter

e

CpG island

Ilustracion 9 Inactivacion epigenética de un promotor del gen de reparacion del
ADN .Permitido por la revista Journal of Molecullar Cell Biology (172)
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Segun Larsen et al., existen aproximadamente 45.000 islas CpG, de unos
500 pares de bases, y no estan distribuidas casualmente por todo el genoma,
apareciendo con mayor frecuencia en la parte promotora de las regiones de
genes especificos (173,174). La mayoria de las islas CpG estan metiladas
para prevenir la inestabilidad cromosémica; ademas un porcentaje muy alto
de estas islas CpG permanecen sin modificaciones durante el desarrollo y

en tejidos diferenciados (175).

El codigo de metilacion del ADN debe leerse por celda; la informacion
almacenada por metilacion de las islas CpG es en parte interpretada por
proteinas de union a metil-CpG (MBD). Las MBD son importantes
"traductores" entre la metilacion del ADN y los genes modificadores de
histonas que establecen un ambiente de cromatina transcripcionalmente
inactivo. Esta familia de proteinas consta de cinco miembros bien
caracterizados (MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3 y MBD4) (176). Las
proteinas MBD se asocian con promotores isla CpG hipermetilados de

genes supresores tumorales y su silenciamiento transcripcional (177,178).

El descubrimiento de que MeCP2 reprime la transcripcion de ADN
metilado mediante el reclutamiento de un complejo que contiene histona
deacetilada establecié por primera vez una conexion mecanica entre la
metilacion del ADN y la represion transcripcional mediante la

modificacion de la cromatina (179).

La metilacion de ADN puede ser utilizado como posible biomarcador
para el diagnostico precoz, asi como para la clasificacion, el prondstico y el
tratamiento del cancer. El perfil de metilacion de promotores de genes es
diferente para cada tipo de tumor, permitiendo la identificacion de patrones

de metilacion especifica de tumores (180). Los genes mas frecuentemente
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metilados y silenciados en las células del céncer residen en regiones

cromosoOmicas que muestran pérdida de heterocigosidad (181).

Existen varios factores que podrian desencadenar la metilacion del ADN
como la radiacion, el tabaco, stress, dieta, hormonas (como el estradiol),
cadmio, arsénico, niquel, por lo que es importante minimizarlos, ya que

juegan un papel importante en la desarrollo del cancer (182-184).

2.3 Panel de metilacion en el cancer de cabeza y cuello

Los genes que se encuentran metilados en el carcinoma de cabeza y
cuello cubren una amplia gama de procesos celulares, incluido el control
del ciclo celular (p16, pl5), apoptosis (p14, DAPKI, p73 y RASSFI1A),
Wnt senalizacion (APC, WIF1, RUNX3), adhesion célula-célula (E-
cadherina) y reparacion del ADN (MGMT y hMLH1) (185-188).

La blsqueda de biomarcadores para evaluar y medir el estado de los
procesos normales y patologicos en biologia celular y su respuesta al
tratamiento son de suma importancia, por tanto, el tratar de establecer un
patron de metilacion para la identificacion de individuos en las etapas
iniciales del cancer, asi como para estratificar a los pacientes, de acuerdo
con el pronostico del tumor y la respuesta a los perfiles de la terapia, es de

suma importancia (189).

p16 /CDKN2A/ INK4A

pl6 se localiza en el cromosoma 9p21, inhibe la detencion del ciclo
celular quinasa dependiente de ciclina 4 y 6, y es vital para el

mantenimiento de la proteina del Rb en su estado no fosforilado activo. Las
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alteraciones genéticas de p16 conducen a la pérdida de control del punto de
restriccion en la fase G1 del ciclo celular y favorecen la transformacion
celular (190). La incidencia de metilacion oscila entre el 23% al 76% tal y
como podemos observar en la tabla 4 (191-197). La metilacion de pl16 se
asocia con un aumento del tamafio tumoral, estadios mas avanzados
(estadios III y IV), metastasis ganglionares, mayor riesgo de recurrencia de

la enfermedad y un mal pronostico (198-200).

Gen Afo Referencias N° de casos % Metilacion

p16 1995 Merlo et al.(201) ND ND
1997 Naggar et al.(202) ND ND
2000 Sanchez-Céspedes et al.(203) 95 27%
2001 Nakahara et al.(194) 32 50%
Hibi et al.(204) 31 23%
Esteller et al.(180) ND ND
Rosas et al.(205) 30 47%
2002 Huang et al.(193) 48 42%
Ogi et al.(195) 96 29%
Hasegawa et al.(206) 80 32%
2003 Lopez et al.(207) ND 44%
Viswanathan et al.(191) 99 23%
Ai L et al.(208) 100 27%
2004 Kulkarni et al(192) 60 67%
Maruya et al.(196) 32 33%
2005 Ishida et al.(199) 49 35%
Tran et al.(209) 27 63%
Puri et al.(210) 62 36%
2007 Righini et al.(211) 90 29%
Calmon et al.(212) 43 63%
Sengupta et al.(213) 99 23%
2008 Shaw et al(214) 79 28%
2009 Ohta et al.(215) 44 64%
De Shutter et al.(216) 46 5%

Taioli et al.(217) 80 11,5%
Supic et al.(187) 77 58%

2014 Pierini et al.(218) 97 47,4%

Tabla 4 Resumen de los trabajos publicados donde se muestran las alteraciones epigenéticas
en p16
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P15/ CDKN1A/INK4B

El inhibidor de quinasa dependiente de ciclina se localiza en una regién
en el cromosoma 9p21 (219). Act@ia inhibiendo el crecimiento celular
mediante la prevencion de la progresion del ciclo celular durante la fase
G1; codifica un inhibidor de quinasa dependiente de ciclina, y forma un
complejo con Cdk4 / Cdk6 (220). Su porcentaje de metilacion varia entre

9% al 23% (191,195,211,213).

Takeshima et al. encontré que los tejidos sanos y tumorales adyacentes
no presentan tipicamente sefales de metilacion para pl5 (221), sin
embargo, Yeh et al. en su estudio encontré que entre el 9 y 28% de los

tejidos examinados con COCE presentaban metilacion del gen p15 (222).

P53

El gen P53, se localizado en el cromosoma 17pl3. Como se indico
previamente, al alterar la funcién de P53, se altera la capacidad de las
células de responder al estrés o dafio, lo que produce una inestabilidad en el
genoma. Este gen desempefia un papel en la reparacion del ADN,
progresion del ciclo celular, la diferenciacion celular, y la apoptosis, siendo
su funciodn principal ser guardian del genoma. Este gen es el que con mas
frecuencia se encuentra metilado, el rango de metilacion va del 25% a 69%
(223-226). Los cambios en p53 surgen, entre otros, de la combinacion de

exposicion al tabaco y alcohol (227).

Serializacion de Wnt

La via de sefializacion Wnt es una compleja red de proteinas con un
papel relevante tanto en la embriogénesis como en el desarrollo tumoral.

Implicados en esta via encontramos distintos tipos de genes como, E-
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cadherina, APC, B- catenina, CDH3, familia SFRP, WIF1, y DKK3, que
frecuentemente estan silenciados epigenéticamente en el cancer. Nos

centraremos en el APC y la E-cadherina que son metilados con frecuencia

en el COCE.

APC (Adenomatous polyposis coli)

El APC es un gen supresor tumoral que inhibe indirectamente la
proliferacion celular a través de la Wnt-1. Su silenciamiento epigenético
ocurre en las fases tempranas de la carcinogénesis, lo que ocasiona un
aumento del gen B-catenina y por tanto un aumento de la proliferacion
celular durante la carcinogénesis (228,229) . Los trabajos de Gao et al. en
lineas celulares en COCE indican un porcentaje de metilacion de dicho gen
del 25%. Sin embargo Uesugi et al. utilizando muestras tumorales indica

que dicho porcentaje es del 15% (229,230).

E-cadherin/ CDH1

El gen CDHI se encuentra en el cromosoma 16q22.1 y codifica la
proteina E-cadherina que estd implicada en el mantenimiento del fenotipo
epitelial y regula la invasion tumoral (231,232). La metilacion y, por tanto,
pérdida de su expresion, fue observada en los tumores primarios de la
lengua (233,234). Estudios posteriores indican que su metilacion se asocia
con el comportamiento en cuanto a invasividad y por tanto, peor prondstico
tumoral; asi al asociarse a grupos metilo, su expresion es menor o nula, lo
que conduce a una mayor probabilidad de invasién tumoral y/o metastasis
(174). Su frecuencia de metilacion va desde el 17% al 85%

(228,233,235,236).
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MGMT (ADN-06-metilguanina metil transferasa)

Una de las sefias de identidad del cancer es la regulacion a la baja
(downregulation) o silenciamento de los genes implicados en las vias de
reparacion del ADN. Dentro de estas, los mas ampliamente estudiados son
la Metiltransferasa-6-metilguanina ADN-O (MGMT), MutLL homologo 1
(MLH1).

Situado en el cromosoma 1026, codifica MGMT, una enzima de
reparacion del ADN. Este gen repara el genoma cuando sufre dafio por
alquilacion, ya que es capaz de eliminar los grupos alquilo que se
encuentran en la posicion O6 de la guanina (192,197). La frecuencia de
metilacion oscila entre el 12% y el 74% segun los distintos autores que
aparecen en la tabla 5, frente al 9% que se encuentra en la mucosa oral de
individuos sanos (237). Su silenciamiento ocurre en etapas tempranas de la
carcinogénesis (197) y esta relacionado con un estado avanzado de la
enfermedad, metéstasis en los ganglios linfaticos, un mal prondstico y baja

supervivencia del paciente (197,238).

Gen Ao Referencias N° de casos % Metilacion

MGMT 2000 Sanchez-Céspedes et al.(203) 95 33%
2001 Rosas et al.(205) 30 23%
2003 Viswanathan et al.(191) 99 41%

2004 Zuo et al(239) 94 18,1%
Maruya et al.(196) 32 37%
Kulkarni et al.(192) 60 52%
2005 Ishida et al.(199) 49 12%
Puri et al.(210) 62 30%
2006 Kato et al.(197) 55 56%
Worsham et al.(240) ND 20%
2007 Righini et al.(211) 90 29%
Sengupto et al.(213) 99 41%
Sawhney et al.(238) 107 52%
2008 Lee et al.(241) 69 ND
2010 Kordi-Tamandani et al.(236) 76 74%

Tabla 5 Resumen de los trabajos publicados donde se muestran las alteraciones epigenéticas
en MGMT
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MLH1 (MutL homolog 1)

Localizado en la region del cromosoma [3p21.3], se piensa que la
metilacion de su region 5 'del promotor puede silenciar la expresion de
genes MLHI y, por tanto, regula por disminucion la expresion de la
proteina. La metilacion de MLH1 puede estar asociada con un mayor riesgo
de desarrollo de tumores malignos orales (242). En un estudio de Gonzalez-
Ramirez et al. , se encontrd metilado el promotor de hMLH1 en 38 (76%)
pacientes con COCE, pero en ninguna de las muestras de control; ademas
también sugiere que la metilacion del promotor es un evento temprano del
cancer (243). El porcentaje de metilacion va desde el 0% al 50% como se

muestra en la tabla 6.

Gen Ao Referencias N° de Casos % Metilacion
HLM1 2002 Ogi et al.(195) 96 0%
Liu et al.(244) 13 92%
2003 Viswanathan et al.(191) 99 8%
Liu et al.(245) 8 88%
2005 Puri et al.(210) 51 23%
2011 Gonzalez-Ramirez et al.(243) 38 76%
2006 Demokan et al(246) 116 47%
2014  Pierini et al.(218) 97 46,4%

Tabla 6 Resumen de los trabajos publicados donde se muestran las alteraciones epigenéticas
en HLM1

La apoptosis (DAPKI1, RASSFI1A)

Evento comun y frecuente en la carcinogénesis. La resistencia a la
apoptosis de las células de cancer tiene una gran importancia clinica ya que
estas células son resistentes a la QTP y RTP. Por lo tanto, la identificacién
de los puestos de control de la apoptosis en el cancer puede ofrecer nuevas

modalidades terapéuticas para el tratamiento de cancer. Los genes, que
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estan involucrados en la apoptosis son los siguientes: DAPKI1, p73, y

RASSF2.

DAPKI1 (Death-associated protein kinase 1): Se localiza en el

cromosoma [9q34.1] y tiene un efecto proapoptotico (174,192,197).

Gen Afo
DAPK1 2000
2001

2002

2004

2006

2007

2009

2011

Referencias
Sanchez-Cespedes et al.(203)
Rosas et al.(205)

Hasegawa et al.(206)
Ogi et al.Ogi et al.(195)

Maruya et al.(196)
Kulkarni et al.(192)
Wong et al.(247)

Worsham et al.(240)

Calmon et al.(212)
Righini et al.(211)

De shutter et al.(216)
Supic et al.(187)

Radhakrishnan et al.(248)

N° de casos
92
30

80
96

32
60
41

ND

43
69

46
77

ND

% Metilacion
18%
33%

24%
7%

25%
68%
42%

76%

81,3%
27%

11,4%
36,8%

ND

Tabla 7 Resumen de los trabajos publicados donde se muestran las alteraciones epigenéticas

en DAPK1

La frecuencia de metilacion de DAPK1 oscila entre un 18% al 81 %

como se muestra en la tabla 7. Es un mediador positivo de la muerte celular

programada inducida por gamma-interferon, por lo que se ha utilizado

como un marcador tumoral (187) mientras que la DAPKI inactivada,

podria conducir a la patogénesis y metastasis del tumor (249). La pérdida

de expresion de DAPKI1 inducida principalmente por la metilacion de su

promotor desempefia un papel crucial en la carcinogénesis del tumor (250).

Supic et al. encontr6 una relacion entre la afectacion de ganglios

linfaticos y la etapa de enfermedad avanzada con la metilacion de este gen

(187).
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RASSF-1

Situado en 3p21.3, muestra un 7,5% de metilacion en cancer de cabeza y

cuello (206). La metilacion de este gen se relaciona con tumores agresivos

y una supervivencia mas corta (241). (Tabla 8).

Gen Afo
RASSF-1 2002
2004

2006
2008
2009

Referencias
Hasegawa et al.(206)

Maruya et al.(196)
Wong et al.(247)

Worsham et al.(240)
Lee et al.(241)

De Shutter et al.(216)
Huang et al.(251)

N° de casos

80

32
41

ND
69

46
482

% Metilacion

7,5%

16%
5%

84%
35%

2,4%
22,4%

Tabla 8 Resumen de los trabajos publicados donde se muestran las alteraciones epigenéticas

Regulador transcripcional Nuclear (RARB2)

en RASSF-1

El gen RARB2 (Tabla 9) es un gen supresor de tumores que pertenece a

la familia RARB, que se localiza en el cromosoma [9q34]. Se encuentra

metilado en el cancer. El porcentaje de metilacion de este gen es en torno al

67% (252). Estd muy relacionado con el aumento de la edad en los

pacientes, la agresividad de los tumores y el mal prondstico (241).

Gen Aho
RARB2 2004
2006

2008

2011

Referencias

Youssef et al.(252)
Maruya et al.(196)

Shaw et al.(228)
Worsham et al.(240)

Lee et al.(241)
Radhakrishann et al.(248)

N° de casos

53
32

79
ND

69
ND

% Metilacion

66%
53%

73%
80%

46%
ND

Tabla 9 Resumen de los trabajos publicados donde se muestran las alteraciones epigenéticas
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TIMP-3

El inhibidor tisular de metaloproteinasas 3 (TIMP-3) pertenece a una
familia de genes que inhiben las metaloproteinasas de la matriz (MMP), un
grupo de peptidasas involucradas en la degradacion de la matriz
extracelular (ECM). Ejerce su funcion en el frente de invasion tumoral,
para eliminar la actividad de degradacion que sobre la ECM ejercen las
MMP asociada al tumor o en el propio estroma, donde las proteasas
solubles liberan factores unidos a ECM que ayudan a las células cancerosas

en la migracion y la invasion.

Numerosos estudios han indicado que los TIMP-3 inhiben la invasioén
celular, la tumorogénesis, la metéstasis y la angiogénesis (253). Por lo
tanto, la metilacion de TIMP-3 y, en consecuencia, su represion
transcripcional, dificultaria su funcion como inhibidores de las
metaloproteinasas de la matriz (MMP), contribuyendo asi a la degradacion

de la matriz extracelular y favoreciendo la migraciéon tumoral.

El estudio de Carvalho et al. , inform6é que una mayor expresion de
MMP9 en los margenes quirtrgicos histolégicamente negativos de
carcinoma de cabeza y cuello se asoci6 con el desarrollo de un segundo
tumor primario. MMP9 codifica una gelatinasa que degrada el colageno

tipo IV, el principal constituyente de la membrana basal (254).

La diseminacion lateral de clones de tumores malignos implica la
aparicion de multiples factores necesarios para que la motilidad celular
penetre en la matriz extracelular. Por lo tanto, la inhibicion de TIMP-3 por
metilacion y, en consecuencia, la pérdida de la actividad reguladora de la

degradacion de la matriz extracelular de MMP puede contribuir al
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desarrollo de un segundo tumor primario o de metastasis a distancia. Sun et
al. (255) mostro la deteccion de metilacion TIMP-3 en muestras de
enjuagues salivales recogidas en diagndsticos asociados con la
supervivencia en pacientes con cancer de cabeza y cuello sin recidivas
locales. La deteccion de la metilacion de TIMP-3 en el enjuague salival
recolectado, no sélo en el momento del diagndstico, sino también seis
meses después del ultimo tratamiento curativo es un factor prondstico

independiente para los pacientes con cancer de cabeza y cuello (256).

2.3.1 Deteccion de la metilacion

Varios trabajos han estudiado la presencia de metilacion en los fluidos
corporales. La capacidad de determinar estados de metilacion en tumores
primarios mediante saliva y suero podria ofrecer la posibilidad de crear
paneles de genes de metilacion para detectar el cancer (203,205,257),
utilizando métodos poco agresivos, incluso incruentos (caso de la saliva)

para el paciente.

Clasicamente la fuente de la que partimos era tisular, sin embargo cada
dia estd mas en auge, nuevas fuentes como la obtencion desde Suero
/Plasma o biopsia liquida, que se caracteriza por ser un método prometedor,
ya que es menos invasiva que la biopsia clasica y que parece ser eficaz para
el seguimiento de los pacientes (258). Si bien hay estudios de metilacion
génica, utilizando fluidos como la orina para otros tipos tumorales, no

hemos encontrado datos en pacientes con tumores de cabeza y cuello.

En el caso de los tumores de cabeza y cuello, la citologia exofoliativa,
como fuente de obtencion celular, sigue siendo un método eficaz y sencillo,

ya que es una técnica minimamente invasiva, el uso del cepillo permite
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recoger todas las células del epitelio (259). Longo et al. mostro, que
recogiendo muestras de mucosa oral tras un cepillado de la mucosa
intraoral, era capaz de detectar la metilacion de genes, en concreto en un
estudio de 96 pacientes con COCE encontraron los siguientes porcentajes

de metilacion CCNA1 (60,4%), DCC (54,2%), y TIMP-3 (35,4%) (259).

Multiples estudios ha valorado y detectado la presencia de la metilacion
de los promotores génicos tras enjuagues salivales (205,211,256,260). Es
una técnica prometedora para el seguimiento y la deteccion precoz de
recidivas (211). El grupo de Rosas et al., demostré por primera vez la
posibilidad de detectar metilacion de genes utilizando la saliva del paciente.
Este estudio evalud la presencia de metilacion en la region promotora de
los genes implicados en la supresion tumoral, la metastasis tumoral y la
reparacion del ADN, como CDKN2A / pl6, MGMT y DAPKI. Se
evaluaron muestras pareadas de tumor y saliva de pacientes con cancer de
cabeza y cuello para verificar si los cambios encontrados en los tumores
también podrian detectarse en la saliva, ya que este fluido corporal contiene
células de la mucosa oral y la faringe (205), por otro lado, Lopez et al.
valoro la eficacia del estudio de la metilacion de los genes en enjuagues
orales, observando metilacion de pl6, pl4 y MGMT en el 44%, 12% y

56% de las muestras orales, respectivamente (207).

2.3.2 Correlacion de la metilacion con la progresion y la

malignizacion

El estudio del estado de metilacion en el carcinoma de cabeza y cuello
tiene un gran potencial para la deteccion precoz, seguimiento y tratamiento.
Existe una correlacion entre la metilacion y la gravedad de la enfermedad y

metastasis (216,261,262).
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La metilacion del promtor DAPKI1 se correlaciona con estadios
avanzados y la presencia de metastasis (195,203). Sanchez-Cespedes et al.,
en su estudio, encontré6 que los genes MGMT y DAPKI1 fueron los
promotores que con mas frecuencia se metilaban en los tumores de
orofaringe, DAPK1 se relacionaba con estadios avanzados y metéstasis
ganglionares, concretamente 15 pacientes (93%) con metilacion del gen
tenian afectacion de los ganglios linfaticos en el momento del diagnostico,

representando un papel importante en la diseminacion tumoral.

Todavia no se ha podido identificar la relacion entre la metilacion de
hMLHI1 vy estadios clinicos. Sin embargo, Tzao et al. describi6 la relacion
entre la metilacion y la supresion de la expresion de hMLHI1 en estadios
clinicos tempranos en el cancer de es6fago, lo que sugiere que la pérdida de
proteina hMLH1 por metilacion ocurre en fases tempranas de la
carcinogénesis (263). Asi mismo Gonzalez Ramirez et al. en su estudio
reafirma que la metilacion del promotor de hMLHI1 es un evento temprano
que ocurre en el cancer oral, y lo ratifica en un estudio de casos y controles,
donde en 50 pacientes de poblacion mexicana y 200 muestras de control de
individuos sanos, encontraron que el promotor de hMLH1 estaba metilado
en 38 (76%) pacientes con COCE; el estudio mostro una alta frecuencia de
casos de metilacion con expresion negativa para la proteina hMLHI1

correspondiente a una clinica temprana de COCE (264).

En cuanto al silenciamiento epigenético de pl6 y pl5 juega un papel
importante en el desarrollo temprano del cancer de cabeza y cuello y se
correlaciona con un peor pronostico (265,266). En cuanto a pl6 se puede
utilizar como un biomarcador de baja supervivencia y metastasis (186,

267).
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pl6 puede usarse como biomarcador para predecir la transformacion
maligna, ya que la metilacion de este gen se asocia con metastasis y una
supervivencia general deficiente en pacientes con COCE (267). Aunque los
tejidos normales sanos no muestran signos de metilacion de p16, los tejidos
normales de pacientes fumadores que no presentan COCE a menudo
demuestran la metilacion de este gen (268), sugiriendo que la metilacion de
pl6 puede ser un evento muy temprano en el desarrollo de COCE (268).
Por otro lado, en pacientes con leucoplasia, condicion precancerosa, tras
realizar el enjuague oral, se observd metilacion de pl6 en el 44% de los

pacientes y la metilacion aument6 con el estadio de la enfermedad (207).

La metilacion del gen pl6 se correlaciond con la progresion maligna
(269). Ademas de predecir la transformacion maligna, la metilacion p16 se
relaciond con la recurrencia local del COCE (186). Para identificar el
riesgo individual de un paciente para la recurrencia de COCE, puede ser
util evaluar algo mas que el estado de metilacion p16 de su tejido tumoral.
Un estudio evalu6 la efectividad de las pruebas para la metilacion del
promotor pl6 en los tejidos tumorales y en los margenes quirargicos. Se
observo metilacion del promotor de p16 en el 87% de los tejidos del COCE
de la lengua. Pero, lo que es mas importante, los pacientes con margenes
quirtrgicos, histolégicamente, libres de tumor y pl16 metilado tenian un
riesgo seis veces mayor de recidiva local, en comparacion con los pacientes

con margenes negativos y libres de tumor histologico (270).

El silenciamiento del gen RASSF1A est4 asociado a tumores agresivos y

una supervivencia baja (241).

La metilacion de MGMT es muy elevada en casos de displasia de la

mucosa, con lo que se presenta en las fases tempranas de la carcinogénesis
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(238). Kordi-Tamandani et al., Taioli et al., y Shaw et al., demostraron que
la metilacion MGMT podria considerarse un marcador de baja

supervivencia del cancer de cabeza y cuello (214,217,236).

Sanchez-céspedes et al. y Ha pK et al. demostraron que las proteinas que
controlan la apoptosis tales como DAPKI1 y E-cadherina pueden aumentar
la probabilidad de metastasis y tienen un papel importante en el prondstico
del cancer (174,203). La metilacion de E-cadherina tiene su principal
accion en el pronostico del cancer (187,206,233). Curiosamente, para el
cancer de cabeza y cuello, se ha informado una correlacion entre la
metilacion de DAPK1 y la presencia de ganglios linfaticos metastasicos
(203).

El silenciamiento epigenético de los genes MGMT, pl6 y DAPKI
implican alteraciones en el proceso de reparacion del ADN, el ciclo celular
y los procesos relacionados con la metéstasis, respectivamente (174). Por
otro lado un factor pronostico favorable es la deteccion de la metilacion de
TIMP-3 en el enjuague salival recolectado, no so6lo en el momento del
diagnoéstico, sino también seis meses después del ultimo tratamiento

curativo (256).
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3.1 Tipo de estudio

Nuestro trabajo esta compuesto de dos partes, la primera parte se trata de
un estudio retrospectivo y la segunda parte de un estudio de casos y
controles captados prospectivamente. La primera parte se trata de un
estudio retrospectivo en 83 pacientes con diagnodstico de cancer de cabeza y
cuello, donde se valorarda su manejo antes, durante y post-RTP.
Posteriormente, en la segunda fase de nuestro trabajo se procedio a realizar
un estudio de casos y controles en 78 pacientes diagnosticados de cancer de
cabeza y cuello, que iban a recibir tratamiento de RTP y donde se estudiara

el patron de metilacion.

En la parte retrospectiva, se estudiaron 83 pacientes, concretamente se
revisaron las historias clinicas de los pacientes diagnosticados con cancer
de cabeza y cuello que acudian al Master de Medicina oral, Cirugia Oral e
Implantologia de la Universidad de Santiago de Compostela, entre Octubre
de 2013 y Octubre de 2016; cuyos criterios de inclusion eran que
estuviesen diagnosticados de cancer de cabeza y cuello y tratados con RTP,
siendo mayores de 18 afios y excluyendo a los pacientes que habian
recibido previamente RTP de cabeza y cuello y los pacientes sometidos a

irradiacion corporal total.

En el estudio de casos y controles, todas las muestras, tanto casos como
controles, fueron obtenidas de pacientes que acudian al Master de Medicina
oral, Cirugia Oral e Implantologia de la Universidad de Santiago de
Compostela, concretamente desde Octubre de 2013 hasta Septiembre de

2015.
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El nimero de casos fue de 78 pacientes y los criterios de inclusion
fueron pacientes diagnosticados de cancer de cabeza y cuello; cuyo
tratamiento fue RTP de cabeza y cuello, siendo mayores de 18 afios,
quedando excluidos aquellos que habian recibido previamente RTP de

cabeza y cuello y los sometidos a irradiacion corporal total.

El grupo control estaba formado por 23 pacientes que acudieron para su
atencion clinica al master antes referido. En este caso los criterios de
inclusion fueron pacientes sanos, mayores de edad y apareados por edad,
descartandose aquellos que presenten enfermedad sistémica o patologia de

la cavidad oral.

Todos los pacientes, tanto en la fase retrospectiva como en el grupo de
casos y controles atendidos en el Master de Medicina oral, Cirugia Oral e
Implantologia firmaron el correspondiente consentimiento informado para
participar en el estudio. Los consentimientos estaban disponibles en gallego
y castellano. Este estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de

Investigacion Ref. 2014/304 (Anexo I) y sigue el codigo ético de Helsinki.

3.2 Obtencion de las muestras del estudio casos-controles

De todos los pacientes, tanto casos como controles, se hizo la recogida
de células de la mucosa oral con la finalidad de obtener material genético.
Para ello, se realiz6é un enjuague con solucion de clorhexidina al 0.12 % sin
alcohol (10 ml), una hora después del ultimo cepillado, durante un periodo
de 5 minutos. El material obtenido fue depositado inmediatamente en un
tubo estéril de 15 ml, conservandose a -80°C hasta el momento de ser

analizado.
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3.3 Seleccion de los genes a estudiar en el estudio casos-

controles

Para estudiar el patron de metilacion, tanto en casos como en controles,
se elaboré un panel de genes. Los genes seleccionados fueron DAPKI,
MGMT, TIMP-3, pl6, y CCND2. Para la seleccion de genes que
constituyen dicho panel, nos hemos basado, tomando como referencia
fuentes bibliograficas, en aquellos que estan implicados en diferentes fases
del ciclo celular, con el propdsito de no centrarnos s6lo en un punto sino de
abarcar diferentes momentos por los que pasa la célula y como estos se

pueden ver afectados por la RTP.

3.4 Variables Clinicas

Para la obtencion de las variables se hizo, previo consentimiento
informado, la revision de las historias clinicas que figuran en el archivo del
Master de Medicina oral, Cirugia Oral e Implantologia de la Universidad de

Santiago de Compostela.

De cada una de las historias clinicas se recogieron las siguientes
variables que se muestran a continuacion. Hemos dividido las variables en

funcién del momento de la RTP, es decir antes, durante y después.

a) Variables antes de someterse a RTP

Sexo (Hombre/Mujer), edad, tratamiento con QTP (si/no), estadio
(T1/T2/T3/T4), T (T1/T2/T3/T4,Tx), N (NO/N1/N2/Nx), M (M0/M1/Mx),
sesiones de RTP, tipo de tumor (COCE/otros), localizacion (lengua/

supraglotis/paladar duro/epiglotis/laringe/labio/faringe/cavum/seno piriforme/
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paladar blando y pilar amigdalino/orofaringe/parétida/ hipofaringe
/amigdala/ suelo de la boca, faringolaringe/nasofaringe/mandibula), TSG-I,
TSG-II, cultivo (negativo/positivo), higiene (Grado0/Gradol/Grado2/
Grado3), habitos toxicos (si/no), namero de cigarrillos (no/exfumador/1-10/10-
20/+40), consumo alcohol (no/exalcoholico/bajagraduacion/altagraduacion/
alcoholicos), exodoncias (si/no), niumero de exodoncias, exodoncias
mandibulares, exodoncias maxilares, exodoncias por caries, exodoncias por
motivos periodontales, exodoncias por restos radiculares, exodoncias por
otras causas, tratamiento conservador (si/no), tartrectomia (si/no), cirugia
pre-RTP (si/no), acude a revisiones (si/no), fecha de diagnostico, paciente
(caso/control), metilacion p16 pre-RTP (si/no), metilacion MGMT pre-RTP
(si/no), metilacion DAPK1 pre-RTP (si/no), metilacion de CCND2 pre-
RTP (si/no), metilacion TIMP-3 pre-RTP (si/no)

b) Variables durante el tratamiento con RTP

Acude a revisiones (si/no), TSG-I semanales durante 7 semanas, TSG-II
semanales durante 7 semanas, mucositis semanales durante 7 semanas
(nada/eritema/eritema, ulceras, dieta con sélidos/ eritema, edema, ulceras,
dieta con liquidos/soporte parenteral) radiodermitis semanales durante 7
semanas (nada/eritema/descamacion seca/ descamacion himeda), cultivo a
mitad del tratamiento (negativo/positivo) y cultivo al final del tratamiento
(negativo/positivo), ORN (si/no) y causas ORN (espontanea/zona de

extracciones pre-RTP/zona de extracciones post-RTP).
¢) Variables después del tratamiento con RTP

TSG-I al mes, a los 3 meses, a los 9 meses y al afio , a los dos y a los 3
afos; TSG-II al mes, a los 3 meses, a los 9 meses y al afio , a los dos y a los

3 afios ; mucositis al mes, a los 3 meses, a los 9 meses y al afio , a los dos y
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a los 3 anos; radidermitis al mes, a los 3 meses, a los 9 meses y al afio , a
los dos y a los 3 afos; cultivo, a los 3 meses, a los 9 meses y al afio;
extracciones dentales (si/no); control bucodental a los 2 afios y a los 3 afios
(estable/inestable/edentulo/necrosis/protesis/implantes);  momento  de
aparicion de la ORN (durante RTP/después RTP), localizacion
(maxilar/mandibular), tamafio (<lem/l1-2cm/>2cm), curacidén (estable,
curada/muerto el paciente), estado vital 2018 (vivo/muerto) y recurrencia
de enfermedad (si/no), metilacion p16 post-RTP (si/no), metilacion MGMT
post-RTP (si/no), metilacion DAPK1 post-RTP (si/no), metilacion de
CCND?2 post-RTP (si/no), metilacion TIMP-3 post-RTP (si/no)

3.5 Protocolo ANTES, DURANTE y DESPUES DE LA RTP

Se estableciod un protocolo en el que, semanalmente, se completaban los
datos bucodentales y la evolucion del paciente con el tratamiento que se

describe a continuacion.

3.5.1 Antes de la RTP

En la primera visita se realiza una historia clinica donde se recogen datos
de filiacion del paciente: edad, sexo, antecedentes médicos familiares,
antecedentes médicos personales, problemas médicos actuales, medicacion,
alergias, y habitos nocivos. Todos los pacientes acuden con un informe del
oncbélogo donde se recoge la historia médica oncoldgica del paciente:
diagnoéstico del tumor, estadio tumoral y tratamiento del tumor y una

ortopantomografia para valoracion del estado dental.
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Se realiza una exploracion bucodental para ver la situacion oral del
paciente y valorar las distintas necesidades terapéuticas y se cubre el
protocolo de RTP (Anexo II). En cada visita son imprescindibles una serie
radiografica del paciente, extraoral (frente, perfil, cuello y sonrisa) e
intraoral (maxima intercuspidacion, laterales, arcadas superior e inferior,

mucosa yugales y lengua).

1. Exploracion de las mucosas (mucosas yugales, labios, lengua, encias,
fondo de vestibulo, suelo de boca, paladar...) para descartar

cualquier lesion que pueda existir.

2. Exploracion dental y periodontal con ayuda de la sonda y el espejo y
se establecen 4 grados de higiene oral segin el indice de Silnesloe

(271).
e Grado 0: Ausencia de placa dental.

e Grado 1: Placa no visible, pero que puede extraerse del tercio

gingival del diente con ayuda de una sonda.

e Grado 2: Acumulacion moderada de placa en area gingival que es

apreciada a simple vista.

o Grado 3: Placa abundante en esta misma zona e incluso cubriendo

el diente adyacente.

3. Toma de cultivo, la muestra sera del dorso lingual y la lectura a las
24-48-72 horas. Con un bastoncillo se recoge la muestra del dorso

lingual, se deposita en una placa de agar-sabourand que se cultivara.

4. Valoracion del estado de la funcion salival para lo que se emplea un tira
papel milimetrada (de 1 cm de ancho por 17 ¢cm de largo, con 1 cm no

milimetrado) introducida en una bolsa de polietileno, que se denomina
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Test de saliva global (TSG); en reposo (TSG-I) y estimulada (TSG-II)
(272). Para la realizacion del test se extrae de la bolsa la porcion de tira
no milimetrada. A continuacion se dobla el extremo en un angulo de 90
grados y se inserta en la cavidad bucal debajo de la lengua. Al cerrar los
labios éstos quedan ligeramente en contacto con la bolsa de polietileno.
La saliva producida que se va acumulando en la vallécula lingual
durante los 5 minutos que dura la prueba, va empapando lentamente la
tira. Transcurrido este tiempo, se retira de la boca y se leen
inmediatamente los milimetros humedecidos. Posteriormente se realiza
el test estimulado mediante el deposito de unas gotas de acido citrico al

4% en la cavidad oral y se realiza el mismo proceso que en reposo.

Una vez cubierto el odontograma, y con ayuda de la ortopantomografia
se deciden las distintas necesidades terapéuticas del paciente:

1. Exodoncias (si es necesario realizarlas, todos los pacientes
firman un consentimiento informado donde se les explican las
posibles complicaciones).

2. Obturaciones/endodoncias.

3. Tratamiento para la candidiasis oral (Mycostatin®. Enjuagues
3 veces al dia/3 minutos durante 4 semanas).

4. Tartrectomia, raspaje y alisado radicular.

5. Eliminar cualquier factor irritante (protesis traumaticas,
dientes cortantes).

6. Motivacion en higiene oral, por lo que se recomienda un
cepillado diario de 3 veces al dia mas un pasta dentifrica con
alto contenido en fliior, ademas de fluorizaciones en pacientes
dentados: confeccion de cubetas individuales para la
aplicacion diaria de gel de fluoruro de sodio al 1°24%, 5

minutos/dia y enjuagues con clorhexidina.
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En la indicacion de exodoncias (273,274) influye, ademas del prondstico

del propio diente, la motivacion del paciente y su habilidad para seguir las

instrucciones de higiene oral, por ello, todos los dientes con un prondstico

cuestionable deben ser extraidos antes de la RTP:

. Caries (no restaurables).
. Enfermedad periodontal activa (dientes sintomaticos).

. Enfermedad periodontal moderada y severa (bolsas > 5 mm)

especialmente con pérdida osea avanzada, movilidad y

afectacion de furca.

. Impactacion parcial o erupcion incompleta, sobre todo terceros

molares, que no estdn totalmente cubiertos por el hueso

alveolar, o que estan en contacto con la cavidad oral.

. Lesiones periapicales extensas (si no son cronicas o bien

localizadas).

. Restos radiculares que no estén completamente cubiertos por

hueso alveolar o muestren radiolucidez.

. Dientes proximos al tumor o en el tumor.
. Falta de dientes antagonistas.

. Higiene comprometida.

Al hacer las exodoncias se debe se seguir un manejo de estos pacientes

que reflejamos a continuacion (274-276):
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. Profilaxis antibidtica en aquellos pacientes que sea necesaria

segun las recomendaciones de la American Dental Association

(ADA).

2. Enjuague con colutorio antiséptico: digluconato de

clorhexidina al 0,12%, 1 minuto.
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3. Técnica anestésica: Anestesia con vasoconstrictor: Articaina al
4% con epinefrina 1:200000 (Ultracain®, Inibsa®). y Bloqueo
troncular, anestesia infiltrativa y/o anestesia intraligamentosa.

4. Minimo trauma.

5. Regularizacion del proceso alveolar.

6. Aproximacion de bordes.

7. Sutura no reabsorbible con seda 4.0.

8. Se prescribid6 cobertura antibidtica, Amoxicilina 750 mg
1/8horas/7dias.

9. Tratamiento postoperatorio: analgésico-antiinflamatorio
(Ibuprofeno 600 mg) y colutorio antiséptico de digluconato de
clorhexidina al 0°12%.

10. Minimo numero de sesiones, comenzando por las exodoncias

mandibulares.

La mayoria de los autores coinciden en que el tiempo minimo para
demora el tratamiento con RTP es de 15-20 dias (84,94,274,277). Aunque
otros indican que si se trata de procedimientos quirirgicos complejos se

debe esperar de 4 a 6 semanas (5,276).

3.5.2 Durante la RTP

Los pacientes que van a recibir RTP sufren principalmente tres
complicaciones agudas que le provocan incapacidad funcional y poder
desarrollar una vida normal, que son la mucositis, la radiodermitis y la
xerosomia. Debemos de hacer un control semanal, es decir, debemos ver al
paciente una vez a la semana durante las 8 semanas que suele durar el

tratamiento. La principal sintomatologia aparece tras la quinta dosis de
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radiacion. Por lo que en cada visita solemos hacer las siguientes

mediciones (Anexo II):

1. Grado de mucositis.

2. Grado de radiodermitis.

3. Grado de higiene oral.

4. Presencia de ORN.

5. Eliminar posibles roces si tiene alguna prétesis removible o
completa.

6. Estado bucodental e insistir en instrucciones en higiene oral.

7. Cantidad de saliva mediante el TSG-1y el TSG-II.

8. Cultivo a la mitad del tratamiento y al finalizar.

Durante el tratamiento con RTP y hasta 18 meses después no se podra
realizar ninguna técnica quirdrgica en estos pacientes, y si se tiene que
realizar tratamiento endodonticos, no sobrepasar el apice dental (73). Se
aconsejan movimientos mandibulares y ejercicios orales para la prevencion
del trismus y asi mantener la maxima apertura. Debemos seguir insistiendo
en las instrucciones de higiene oral, que comentabamos en el apartado de
manejo pre-RTP, para prevenir la aparicion de caries rampantes; como
estos pacientes siente bastante dolor en la cavidad oral podemos aconsejar
un cepillo blando para que no le irrite demasiado a la hora de la técnica del
cepillado, ademas de una dieta blanda que no irrite las mucosas y

anticariogénica.

3.5.3 Después de la RTP

La revision de los pacientes tras el tratamiento con RTP, se hizo en 5

tiempos: 1,3,6,9,12 meses. A partir de entonces, se revisan anualmente.
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En cada una de las revisiones se valora el estado oral del paciente para
establecer las necesidades de tratamiento realizando nuevamente las

siguientes exploraciones:

1. Odontograma con la situacion actual despues de recibir RTP, se
valora el estado dental y periodontal.

2. Valoracion de higiene oral: Indice de Silnessloe (271). Reforzarla y
seguir efectuando las fluorizaciones.

3. Se valora el estado de la funcion salival cuantitativamente mediante
TSG, tanto TSG-I, como TSG-II, siguiendo la técnica descrita por
Lopez- Jornet (Test de Schrimer oral) (272).

4. Se realiza un cultivo dorso lingual para el aislamiento y la
identificacion de especies de candida. Se valora la forma clinica de
candidiasis (subclinica, eritematosa, psecudomembranosa).

5. Se valora la mucositis y la radiodermitis residual.

6. Se solicita una nueva OPG 12 meses después de haber finalizado la
RTP.

7. Evitar prétesis completa o removible hasta 6 meses post-RTP, y es
imprescindible un control semanal para evitar el roce de las mismas
y afnadir siempre un rebase blando.

8. Realizar ejercicios orales para mejorar el grado de apertura bucal

9. Para realizar las extracciones post-RTP, se siguieron los criterios de
Sulaiman y Jansma et al. (274,275). Es necesario demorar toda
cirugia 18 meses post-RTP para disminuir el riesgo y seguir las
siguientes recomendaciones:

o Enjuague con colutorio antiséptico: digluconato de clorhexidina

al 0,12%, 1 minuto.
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Técnica anestésica: Anestesia sin vasoconstrictor: Mepivacaina al
2% (Scandinibsa®, Inibsa®) y Bloqueo troncular, anestesia
infiltrativa, nunca anestesia intraligamentosa.

Minimo trauma.

Alveolectomia, regularizacion del proceso alveolar con
instrumental no rotatorio.

Cierre primario, con realizacion de colgajos mucoperiosticos.
Sutura no reabsorbible con seda 3.0

Siempre profilaxis antibidtica (Amoxicilina 750mg 1/8horas/10
dias, en caso de alergia a la penicilina se recetd la asociacion de
espiramicina y metronidazol (Rhodogil®), 2 cada 8 horas durante
10dias).

Tratamiento postoperatorio: analgésico-antiinflamatorio
(Ibuprofeno 600mg) y colutorio antiséptico de digluconato de
clorhexidina al 0°12%, ademas del antibiotico.

Espaciar las exodoncias en el tiempo.

10. Inspeccion minuciosa de la cavidad oral para diagnosticar

precozmente las recidivas.

11. Valoracion de la ORN.

3.6 Protocolo de analisis de las muestras

3.6.1 Extraccion del ADN de las muestras

El material obtenido de la toma de muestras se sometio a centrifugacion

a 4°, 1200 rpm en la propia clorhexidina, para luego hacer un lavado con

H20 libre de nucleasas y asi conseguir un pellet celular. Para la obtencion

del material nucleico se utilizo el kit Puregene Core A (Quiagen ®) segun
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el protocolo del fabricante. Brevemente, afiadimos a la muestra una
solucion de lisis asi como proteinasa K (20mg/ml) y se incubara a 56°C
durante toda la noche, afiadiendo, nuevamente, proteinasa K (50%)
incubandolo una hora mas. Se dejan enfriar las muestras a temperatura
ambiente y se afiade solucion de precipitacion de proteinas al contenido de
la lisis celular. Seguidamente, se centrifuga a 16.000 g durante 5 minutos
para que las proteinas formen un pellet, se recoge el sobrenadante y se
coloca en un tubo limpio de 1.5 ml que contenga Isopropanol al 100%,
donde se precipitara el material nucleico a -80°C y tras lavados con alcohol
de 70 % se procede a la hidratacion del ADN y se almacena a -20°C o -

80°C hasta su utilizacion.

La cantidad de material nucleico obtenido fue medida a través del

Nanodrop (Thermo Scientific®).

3.6.2 Técnica de Transformacion con bisulfito

Se realiza la conversion de ADN por bisulfito (Epitect® Bisulfite Kit®)
para convertir las citosinas no metiladas en uracilos (y timinas tras la
reaccion de PCR) sin modificar las citosinas metiladas (278,279). Para ello,
en tubos 200 microlitros (pul) , se afiade 1 microgramo (ng) ADN con agua
libre de ADN y ARN (20ul), mix de bisulfito (85 pl) y tampoéon de
proteccion de ADN (35ul). Para llevar a cabo la conversion de ADN
bisulfito se utiliza un termociclador, utilizaindose las temperaturas y los
tiempos que describimos a continuacion: 5 minutos a 95°C para realizar la
primera desnaturalizacion, seguidamente se incuba durante 25 minutos a
60°C, seguidamente se desnaturaliza 5 minutos a 95°C, y se realiza una

nueva incubacion durante 85 minutos a 60°C, otra desnaturalizacion
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durante 5 minutos a 95°C, y una ultima incubacion durante 175 min a

60°C.

Se centrifugan los tubos que contienen la reaccion de bisulfito vy,
posteriormente, se transfieren a tubos de 1,5 ml. Se afiaden 310ul de Buffer
BL y 3,1ul de Carrier ARN, se mezcla en vortex y se centrifuga durante 1
minuto a velocidad maxima. Se adicionan 250ul de etanol a 96%. Se

mezcla en vortex y se centrifuga durante 1 minuto a velocidad maxima.

Se transfiere la totalidad de la mezcla desde cada tubo a las columnas
de spin EpiTect con tubo colector, se centrifugan las columnas a velocidad
maxima durante 1 minuto y se elimina el filtrado. Se afiaden 500ul de
buffer BW, y se centrifugan a velocidad maxima durante 1 minuto. Se
descarta el filtrado. Se adicionan 5001 de buffer BD en cada columna, y se
incuba durante 15 minutos a temperatura ambiente y se centrifuga a
velocidad maxima durante 1 minuto. Se descarta el filtrado. Se adicionan
500ul de buffer BW en cada columna, se centrifuga a velocidad maxima
durante 1 minuto. Se descarta el filtrado. Se repite este paso. Se colocan las
columnas en nuevos tubos colectores de 2 ml y se centrifuga a velocidad
maxima durante 1 minuto. Se descarta el filtrado. Se incuban las columnas,
con las tapas abiertas, en microtubos nuevos de 1,5ml, durante 5 min a
56°C. Se adicionan 20ul de Buffer EB en el centro de cada membrana, sin
tocarla, y se centrifuga durante 1 minuto. El producto final de conversion

fue almacenado durante un tiempo indefinido a - 20°C.

3.6.3 Técnica de MSP

Posteriormente y para ver el estado de metilacion de los genes

estudiados, utilizamos la técnica de metilacion especifica de reaccion en
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cadena de la polimerasa (PCR) (MSP), para lo cual se utilizaron los
termocicladores (AB Applies Biosystems 2750 Thermanl cycler® y PTC
200 Peltier Thermal Cycler®).

Las secuencias de primers han sido obtenidas de las referenicas
bibliografias: p16, CCND2, MGMT y DAPKI1, sin embargo para el estudio
de TIMP-3 hemos disefiados primers especificos de metilacion utilizando el

programa Primer 3 Plus online.
A continuacion describimos la secuencia de MSP:

1. El primer paso consiste en hacer la MIX U (no metilada) y la

MIX M (metilada):

-Agua destilada (12,5 pul)

-Buffer (6 ul )

-DNTPs (2 pl)

-Primers (MF, MR,UR,UF)(1 pul de cada)
-TAQ Polymerasa (0.5ul )

2. Una vez listas las mix, echaremos 23 ul de cada una en cada
tubo nuevo rotulado.

3. Cargamos 2 pl de cada muestra tratada con bisulfito en cada
tubo que contiene los 23 pl de mix.

4. Metemos las muestras en el termociclador con las condiciones
adecuadas.

5. Los productos de amplificacion seran separados en geles de
agarosa al 2% p/v, a los que se afiadid, en vez de Bromuro de
Etidio, Realsafe nucleicacid staining solution (20.000x) Smg/ml,
visualizados bajo luz ultravioleta y fotografiados con cémara

digital.
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La secuencia de primers metilados (M)/primer no metilados (U) y las

condiciones de MSP para cada uno de ellos estan recogidos en la siguiente

tabla 10.
GEN FORWARD PRIMER REVERSE PRIMER

CCND2 M:GGCGGA ATCGTAGTCG M:CTCCACGCTCGATCCTTCG
U:AGAGTATGTGTTAGGGTTGATT U:ACATCCTCACCAACCCTCCA

TIMP-3 M:CGTTTCGTTA G CGGTTTC M:CCGAAAACCCCGCCTCG
U:TTTTGTTTTGTTATTTTTTGTTTTTGG U:CCCCCAAAAACCCCACCTCA

P16 M:TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC M: GACCCCGAACCGCGACCGTAA
U:TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT U:CAACCCCAAACCACAACCATAA

MGMT  MGGTCGTTTGTACGTTCGC M:GACCGATACAAACCGAACG
U:GTAGGTTGTTTGTATGTTTGT U:AACCAATACAAACCAAACA

DAPKA1 M:GGATAGTCGGATCGAGTTAACGTC M:CCCTCCCAAACGCCGA
U:GGAGGATAGTTGGATTGAGTTAATGTT U:CAAATCCCTCCCAAACACCAA

Tabla 10 Condiciones MSP
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TEMPERATURA
METILADO

94°-5°
94°-30"°
57°-45""
72°-1°
72°-7°
4°&
94°-5°
94°30" "
59°-1
72°-1

35 ciclos

35 ciclos

72°-10°
4°8%
94°-5°
94°-30""
57°-45""
72°-1°
72°-7
4°&
94°-15"

94°-50" "
59°.50" * >—35 ciclos
72°-50"°

35 ciclos

72°10°
48
94°-5°
940-1°
58°-1
72°-1
94°-30"
55°-30" "
72°1°
94°-1
58°-1°
72°-1°
72°-7°
40-8

5 ciclos

15 ciclos

15 ciclos

TEMPERATURA
NO METILADO

94°-5°
94°-30"°
55°-45""
72°-1°
72°-7°
4°&
94°-5
94°-30"°
59°-1
72°-1
72°-10°
4°&
94°-5°
94°-30""
55°-45""
72°-1°
72°-7
4°&
94°-15°
94°-50" "
59°-50" °
72°-50" "
72°-10°
4°&
94°-4°
94°-30"°
63°-30""
72°-32°
94°-30""
68°-30""
72°-30"°
72°-10°
4-&

35 ciclos

35 ciclos

35 ciclos

35 ciclos

5 ciclos
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3.6.4 Analisis estadistico

Se realizard la recogida de las variables de estudio en una base disefiada al
efecto, con comprobacion repetida de la calidad de los datos. Para el
analisis se emplea el paquete de software SPSS v.20 para Windows (SPSS
Inc.,Chicago, ILL, EEUU). Para la descripcion de las variables
cuantitativas se emplea media o mediana y desviacion estandar (DS) o
rango intercuartilico. Para variables categoricas, frecuencia y porcentaje. Se
estudié la normalidad de las muestras mediante el test de Kolmogorov-
Smirnov. Andlisis univariante: para comparacion de medias, T de Student o
pruecba U de Mann Whitney segin condiciones de aplicacidon; para
comparacion de proporciones, prueba Ji cuadrado o prueba exacta de
Fisher. Se realizo estudio de correlacion entre variables cuantitativas con
Test estadistico de Fisher o Spearman, segun condiciones de aplicacion.
Para el andlisis de supervivencia se realiazaron curvas de Kaplan-Meier.
Para el estudio multifactorial de metilacion se realizé regresion logistica,
comparando las diferencias mediante el estadistico Hazard-Ratio. Se
consideran valores estadisticamente significativos aquellos cuya p <0,05 y

p<0,01 para el estudio de correlacion.
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4. RESULTADOS

4.1 Descriptivo

4.1.1 Edady sexo

La edad media de los 83 casos fue de 60,10, con un rango de 40-82 afios.

De los 83 casos el 30,1% son mujeres (25) y el 69,9% son hombres (58).

4.1.2 Sesiones de RTP

Todos los pacientes recibieron RTP, con una media de sesiones de 33,27,
con un rango de 30-37; el 80,7% lo combinaron con QTP y el 57,8%

recibieron cirugia pre-RTP.

4.1.3 Estadios TNM

El estadio tumoral més frecuente en el momento del diagnostico fue el
estadio IV con un 65,1%, seguido del estadio III con un 20,5% (17), el
estadio II con un 9,6% (8) y por ultimo el estadio I con un 4,8% (4).

4.1.3.1 Distribucion de estadios segiin sexo

El niimero de mujeres con tumores en estadio I fue de 0 y el de
hombres fue de 4 (100%). El nimero de mujeres con estadio 1I fue de 3
(37,5%) y el de hombres fue de 5 (62,5). El nimero de mujeres con
tumores en estadio III fue de 2 (11,8%) y el de hombres fue de 15 (88,2%).
El nimero de mujeres en estadio IV fue de 20 (37%) y el de hombres fue
de 34 (63%). No existen diferencias estadisticamente significativas entre

hombres y mujeres en nuestra serie (p=0,118).
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4.1.3.2 Distribucion de estadios segun localizacion

La distribucién de tumores, en funcion de la localizacion, se encuentra
recogida en las siguientes tablas 11,12,13,14, sin que exista una relacion

estadisticamente significativa (p=0,141).

Si asociamos localizacidon en cavidad oral y otras localizaciones
(incluyendo, dentro de este grupo, las localizaciones pertenecientes a la
zona de la orofaringe) hemos encontrado una relacion estadisticamente

significativa entre estadio y localizacion (p=0,029).

Localizacion Estadio T1 Localizacion Estadio T3 Localizacion Estadio T4
Supraglotis 1(25%) Lengua 1(5,9%) Lengua 6(11,1%)
Paladar blando 2(50%) Supraglotis 2(11,8%) Supraglotis 4(7,4%)
Suelo de boca 1(25%) Paladar duro 1(5,9%) Laringe 8(14,8%)
Tabla 11 Distribucion del ApEes 136 e 101,9%)
estadio 1 segln la localizacion Laringe 1(5,9%) Faringe 1(1,9%)
Labio 1(5,9%) Cavum 4(7,4%)
Localizacion Estadio T2 Faringe 1(5,9%) Seno piriforme. 1 (1,9%)
Lengua 2(25%) Cavum 2(11,8%) Paladar bl. 2 (3,7%)
Supraglotis 1(12,5%) Seno pirif. 1(5,9%) Orofaringe 12(22,2%)
Labio 1(12,5%) Orofaringe 3(17,6%) Hipofaringe 2(3,7%)
Cavum 1(12,5%) Hipofaringe 1(5,9%) Amigdala 8(14,8%)
p.blando 1(12,5%) Amigdala 2(11,8%) Suelo de boca 1(1,9%)
Parotida 1(12,5%) Faringo Laringe  2(3,7%)
Faringo-Laringe 1(12,5%) Nasofaringe 1(1,9%)
Mandibula 1(1,9%)
Tabla 12 Distribucion del Tabla 13 Distribucion del estadio 3 Tabla 14 Distribucion del
estadio 2 segun la localizacion segun la localizacion estadio 4 segln la localizacion

4.1.3.3 Distribucion de estadios segiin habito tabaquico

De los casos en estadios iniciales, es decir, estadio I y II, 10 (83,3%) de
los pacientes eran fumadores y 2 no fumadores (16,7%). Por otro lado en

estadios avanzados (III y IV) 58 (82,9%) son fumadores y 12 (17,1%) no
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fumadores. A pesar de que los porcentajes nos indican que los tumores se
presentan mas en fumadores, no hemos encontrado relacion
estadisticamente significativa entre el hdbito tabaquico y el estadio tumoral

(p=0,968).

4.1.3.4 Distribucion de estadios seguin el tratamiento con QTP

El niimero de pacientes que recibieron QTP en estadio IV fue de 48
(88,9%) frente a 6 (11,1%) que no recibieron QTP, en el estadio 111, fue de
70,6% (12) frente a un 29,4% (5) que no la recibieron. Y en estadios
iniciales, para el estadio II, 6 (75%) pacientes que recibieron QTP, frente a
2 (25%) que no. Y para el estadio I, 1 (25%) que si frente a 3 (75%) que no.
Existe una relacion estadisticamente significativa entre ambas variables

(p=0,009).

4.1.3.5 Distribucion de estadios segin la recurrencia de la

enfermedad

Todos los casos en estadio I, el 100% (4) tuvieron recurrencia de la
enfermedad. En cuanto al estadio II, el 50% (4) presentaron recurrencia, en
el estadio III, 5 (29,4%) y en el estadio IV 34 (63%) tuvieron recidiva.

Siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p=0,033).

4.1.4 Localizacion del tumor

La localizacion tumoral mas frecuente fue la orofaringe en 15 casos
(18,1%), seguida de la amigdala con 10 casos (12%) y, muy seguidamente,
la lengua y la laringe con 9 casos cada una (10,8%). En menor frecuencia

aparecen las siguientes localizaciones: 9,6% en la supraglotis, 8,4% en
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cavum, 6% en pilar amigdalino y paladar blando, 3,6% en labio,
hipofaringe y faringolaringe, 2,4% en faringe, seno piriforme y suelo de

boca y en 1,2% paladar duro, epiglotis, parotida, narofaringe y mandibula.

4.1.5 Consumo de alcohol

De los 83 casos, 4 (4,8%) eran alcohdlicos en el momento del
diagnostico, 2 (2,4%) con consumo de alcohol de alta graduacion,
31(37,3%) consumen alcohol de baja graduacion, 15 (18,1%) son ex

alcohdlicos, y 31 (37,3%) no consumen alcohol.

4.1.6 Consumo de tabaco

De los 83 casos, 43 (51,8%) son ex fumadores, 3 (3,6%) fuman de 1-10
cigarrillos al dia, 11 (13,3%) fuman entre 10-20 cigarrillos/dia, 10 (12%)

fuman mas de 40 cigarrillos/dia y 16 casos (19,3) no son fumadores.

4.1.7 Situacion oral del paciente pre-RTP

4.1.7.1 Tratamiento bucodental

En cuanto a las necesidades de tratamiento bucodental, el 57,8% de los
pacientes (48) necesitaron realizarse al menos una limpieza antes de
empezar dicho tratamiento, frente a un 42,2% de pacientes (35) que no lo

necesitaron.

Por otro lado, tan solo 39,8% pacientes (33) necesitaron tratamiento
conservador frente a 60,2% pacientes (50) que no lo demandaban, esto se

debe al alto nimero de pacientes que necesitaron realizarse extracciones.
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De los 83 pacientes, 72,3% (60) necesitaron realizar al menos una
exodoncia. La media de exodoncias fue de 3,83 y con un rango de 0-21

frente a 23 pacientes (27,7%) que no requirio ninguna extraccion pre-RTP

En cuanto a las causas de extraccion, hemos de recalcar que un mismo
diente, puede tener mas de un problema, y en este casos nos fijamos para
decidir sobre su conservacion o no en el motivo mas grave. Por todo ello,
las causas fundamentales de extraccion fueron las siguientes: 62,7% por

enfermedad periodontal, 61,4% por caries, 81,9% por restos radiculares.

4.1.7.2 Infeccion por candida

El estudio de la posible infeccion por candida pre-RTP en dorso lingual,
nos indica que 44 pacientes (53%) tuvieron resultado negativo frente a 39

pacientes (45,8%) que fueron positivos.

4.1.7.3 Higiene oral

En cuanto a la higiene oral previa al tratamiento, hemos visto que 31
pacientes (37,3%) presentaban un Grado 3, seguido de 44 (53%) que
presentaban grado 2, frente 5 (6%) que tenian grado 1 y tan solo 3

pacientes (3,6%) Grado 0.

4.1.7.3.1 Asociacién exodoncias pre-RTP e higiene oral previa

De los 60 pacientes que precisaron realizar extracciones previas al
tratamiento, el 46,7% (28) presentaban grado 3 de higiene oral seguida del
51,7% (31) que presentaba Grado 2 frente a 1 (1,7%) que presentaba Grado

1. Siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p<<0,0001).
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4.1.7.3.2 Asociacion exodoncias pre-RTP y habitos téxicos

De los 60 pacientes que necesitaron realizar extracciones pre-RTP, el
83,3% (50) de ellos tenian habitos toxicos, ya sea tabaco, alcohol o ambos
frente a un 16,7% (10) que no tenian habitos toxicos y si demandaron
extracciones previas. En este caso no hemos encontrado, en nuestra serie,

una asociacion entre las variables estadisticamente significativas (p=0,591).

4.1.7.4 Cantidad de saliva en reposo y estimulada

La media de produccion de saliva en reposo fue de 37,24+17,36 mm con
un rango de 10-99 y en estimulada de 60,70£30,98mm con un rango de 25-
160 de saliva.

4.1.8 Situacion oral del paciente durante la RTP

Durante las 6-7 semanas que duro el tratamiento de la RTP, analizamos
la prevalencia de complicaciones de dicho tratamiento, centrandonos
fundamentalmente en mucositis, radiodermitis, cantidad de saliva en reposo

y estimulada, y la posible infeccion bacteriana.

Es importante resefiar que a medida que aumentan las sesiones de RTP,
el nivel de implicacion del paciente en la asistencia a controles disminuye,
por lo que nos encontramos siempre con algin valor perdido en las
variables, si menos cabe, de que el porcentaje mostrado, es siempre el

valido.
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4.1.8.1 Mucositis

En la primera semana no hubo mucha prevalencia de complicaciones, tan
solo 1 paciente (2,2%) presenté Grado 2 de Mucositis frente a 10 pacientes
(21,7%) que solo tuvieron eritema (Grado 1) y 35 pacientes que no

presentaron ninguna sintomatologia (Grado 0).

A medida que aumentan las semanas, el nivel de ulceras aumentan, por
lo que las dificultades de deglucion se incrementan, llegando a tener que
recurrir a dieta so6lo con liquidos y, a veces, soporte parenteral, ya que se

acumulan las dosis de radiacion.

Nos encontramos que a mitad de tratamiento (tercera semana)
disminuyen los pacientes con Grado 0 a 17 (37,8%) y aparecen mas
prevalencia de Grado 1, concretamente, 11 casos (24,4%) y con Grado 3, 7
casos (15,6%). Estos porcentajes de mucositis se reducen en la ultima
semana de RTP, tan s6lo en 1 paciente (4%) presenta Grado 4, 2 pacientes
(8%) presentan Grado 3, 7 pacientes (28%) presentan Grado 2, 9 (36%)
pacientes presentan Grado 1 y 6 pacientes (24%) Grado 0. (Tabla 15).

Semanas GradoO0 Grado1 Grado2 Grado3 Grado 4

12 76,1% 21,7% 2,2%

22 45,7% 28,3% 17,4% 8,7%

32 37,8% 24,2% 22,2% 15,6%

42 25% 25% 34,1% 15,9%

52 18,2% 18,2% 45,5% 18,2%

62 23,1% 20,5% 43,6% 10,3% 2,6%
72 249% 36% 28% 8% 4%

Tabla 15 Prevalencia de pacientes que presentan mucositis durante las 7 semanas de
tratamiento con RTP
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4.1.8.2 Radiodermitis

Durante el tratamiento de RTP vemos que, desde la primera semana
hasta la altima, aumenta la radiodermitis; al principio del tratamiento tan
solo existe un eritema, como podemos ver en la tabla 16, pero a medida que
aumentan las semanas ya aparece con mas prevalencia la descamacion seca

y la descamacion humeda, resultante del acimulo de dosis.

Semanas Grado0 Grado1 Grado2 Grado 3

12 74,5% 25,5%

2@ 56,5% 32,6% 8,7% 1,2%
32 48,9% 28,9% 22,2%

42 38,6% 31,8% 25% 4,5%
52 27,9% 30,2% 32,6% 9,3%
62 23,1% 41% 35,9%

72 32% 40% 28%

Tabla 16 Prevalencia de pacientes que presentan radiodermitis
durante las 7 semanas de tratamiento con RTP

4.1.8.3 Infeccion por candida

El estudio de la posible infeccion por candida durante la RTP en dorso
lingual, nos indica que 24 pacientes (55,8%) son positivos frente a 19
pacientes (44,2%) que resultan negativos y al final del tratamiento
disminuye la positividad para candida con sélo 19 pacientes afectados
(45,2%) frente a 23 (54,8%) que son negativos, por lo que, comparando con
los datos iniciales, vemos que solamente hay presencia de candida durante

el tratamiento con RTP.

4.1.8.3.1 Asociacién cultivo pre-RTP-cultivo y final del tratamiento

De los 42 pacientes estudiados vemos que tan solo son negativos a la

candidiasis al principio del tratamiento y positivos al final del tratamiento 8§

114



4. RESULTADOS

de ellos (38,1%), frente a 13 que son negativos al principio y al final
(61,9%). Por otro lado, presentan positividad para candida al principio del
tratamiento para después volverse negativo 10 (47,6%) de ellos y no fue
efectivo el tratamiento, ya que seguian siendo positivos en 11 (52,4%) de
los casos. Estas diferencias no son estadisticamente significativas

(p=0,352).

4.1.8.3.2 Asociacion cultivo mitad de la RTP y cultivo final del

tratamiento

De los 42 pacientes estudiados vemos que el 88,9% (16) se mantienen
negativos en la mitad, y al final del tratamiento, frente a un 11,1% (2) que
se hacen positivos al final del tratamiento. Por otro lado son positivos a la
mitad y al final del tratamiento 70,8% (17) frente a 29,2% (7) que son
positivos a la mitad pero negativos al final, siendo estas diferencias

estadisticamente significativas (p<0,0001).

4.1.8.3.3 Asociacion cultivo pre-RTP y cultivo mitad del
tratamiento

De los 43 pacientes estudiados el 50% (11) son negativos para candida al
principio y a la mitad del tratamiento frente a 50% (11) que son negativos y
después se positivan. Por otro lado de los 21 pacientes positivos,
conseguimos que a la mitad del tratamiento el 38,1% (8) fuesen negativos.

Siendo estas relaciones no estadisticamente significativas (p=0,432).

4.1.8.4 Cantidad de saliva en reposo y estimulada

El estudio de la cantidad de saliva refleja que, a medida que aumentan

las sesiones de RTP, disminuye la tasa de salivacion en reposo y estimulada
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debido a la accion directa de las radiaciones ionizantes en las glandulas
salivales. Asi, en nuestro estudio, tenemos una media de TSG-I de
37,24+2,025mm (rango10-99) y TSG-II de 60,70+30,984mm (rango 25-
160) previas a la RTP, mientras que, tras 7 semanas de tratamiento, la
cantidad de saliva disminuye a 21,20+10,12mm (rango 5,71-40,14) y la
media de TSG-II a 38,12+15,34mm (rango 24,71-70,57). (Tabla 17).

1S 23S 32 4°S 52S 63S 7°S
TSG-I 28,96 26,54 23,36 20,32 17,80 16,69 17,64
TSG-II 47,47 45,83 39,17 34,19 28,95 33,80 28,81

Tabla 17 Medias de tasas salivales en reposo y estimulada
durante las 7 semanas de tratamiento de RTP

4.1.8.4.1 Asociacion de la media de saliva de TSG-I pre-RTP y la
media de TSG-I durante la RTP

Antes del tratamiento con RTP, tenemos una media de TSG-I de
37,2442,025mm (rango10-99) y, al terminar las 7 semanas, tenemos una
disminucion de la saliva media en reposo a 21,20+£10,12mm (rango 5,71-
40,14) siendo estas diferencias estadisticamente significativas (CC=0,543;

P=0,007).

4.1.8.4.2 Asociacion tasas salivales y cultivo final

Durante el tratamiento con RTP, s6lo hemos encontrado una relacion
estadisticamente significativa entre la disminucion de saliva y la aparicion
de candidiasis a partir de la sexta semana de tratamiento, es decir, en la
sexta semana, la media de TSG-I para los pacientes que han dado positivo
en el cultivo ha sido 12,94 mm + 7,094 (rango 9,16-16,72) frente a los

pacientes que son negativos que tienen TSG-I de 20mm +8,587 (rango
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16,09-23,91), siendo estas diferencias estadisticamente significativas
(p=0,012). (Grafico 1).

Media de TSG |_6
3

T T
negativo positivo

Cult_FINAL

Grafico 1 Grafico de medias. Niveles medios de TSG-1 a las seis semanas de tratamiento con
RTP en funcion de la positividad para el cultivo final

4.1.8.4.3 Asociacion entre tasas salivales y cultivo post-tratamiento
alos 3, 6 y 12 meses

Siguiendo la misma linea indicada anteriormente, s6lo hemos encontrado
una asociacion estadisticamente significativa entre la disminucion de saliva
y la aparicion de candidiasis post-tratamiento a los 3 meses. Asi, la media
de TSG-II en el primer mes post-RTP, para los pacientes que han dado
positivo en el cultivo ha sido 38,67 mm + 13,895 (rango 31,76-45,58),
frente a los pacientes que son negativos que tienen tasas de saliva
estimulada de 54,35mm +27,485 (rango 42,46-66,23), siendo estas

diferencias estadisticamente significativas (p=0,033). (Grafico 2)
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Grafico 2 Grafico de medias. Niveles medios de TSG-1l al mes de terminar la RTP en funcion
de la positividad para el cultivo a los tres meses post-tratamiento

La media de TSG-I en la segunda semana del tratamiento para los
pacientes que han dado positivo en el cultivo a los 6 meses post-tratamiento
ha sido 17,08mm + 7,708 (rango 12,42-21,73) frente a los pacientes que
son negativos que tienen TSG-I de 30,08mm=*22,576 (rango 21,48-40,12)

siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p=0,041). (Grafico
3).
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Grafico 3 Grafico de medias. Niveles medios de TSG-| a las dos semanas de tratamiento con
RTP en funcion de la positividad para el cultivo a los seis meses post-tratamiento
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La media de TSG-I en la séptima semana del tratamiento para los
pacientes que han dado positivo en el cultivo a los 6 meses post-tratamiento
ha sido 12,43mm + 5,094 (rango 7,72-17,14) frente a los pacientes que son
negativos que tienen TSG-I de 21,20mm +10,122 (rango 15,59-26,81),

siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p=0,044).

La media de TSG-II en la séptima semana del tratamiento para los
pacientes que han dado positivo en el cultivo a los 6 meses post-tratamiento
ha sido 20,25mm + 6,702 (rango 9,59-30,91 frente a los pacientes que son
negativos que tienen TSG-II de 34,50mm=10,607 (rango 26,91-42,09),

siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p=0,030).

La media de TSG-I en el periodo de las 7 semanas durante el
tratamiento, para los pacientes que han dado positivo en el cultivo a los 6
meses post-tratamiento ha sido de 13,85mm+5,78 (rango 7,78-19,92)
mientras que para los pacientes que son negativos tienen TSG-I de
25,26mm=10,14 (rango 19,40-31,12), siendo estas diferencias son

estadisticamente significativas (p=0,020).

La media TSG-II en la séptima semana del tratamiento para los pacientes
que han dado positivo en el cultivo a los 12 meses post-tratamiento ha sido
18,00mm + 6,083 (rango 2,89-33,11) frente a los pacientes que son
negativos que tienen TSG-II de 33,82mm #10,313 (rango 26,89-40,75),

siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p=0,028).

La media de TSG-I en el periodo de las 7 semanas durante el
tratamiento, para los pacientes que han dado positivo en el cultivo a los 12
meses post-tratamiento ha sido de 12,60mm=6,20 (rango 2,73-22,47)

mientras que para los pacientes que son negativos tienen TSG-I de
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24, 15mm*10,03  (rango  18,80-29,49), siendo estas diferencias

estadisticamente significativas (p=0,043).

En la grafica 4 podemos ver que la tasa salival media durante el

tratamiento disminuye y se relaciona con la aparicion de candisiasis.
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Grafica 4 Diagrama de cajas donde se aprecian los valores de TSG-I medios durante la RTP en
relacion a la positividad para candida

4.1.9 Situacion oral del paciente post-RTP

4.1.9.1 Mucositis

Segun los resultados que muestra la tabla 18, vemos como a medida que
aumentan los meses post-RTP, disminuyen las complicaciones, tan so6lo el
1,2% de los pacientes presentan eritema a los 2 afios de tratamiento; bien es
cierto que tenemos que recalcar que durante el seguimiento de estos
pacientes hemos tenido bastantes bajas, bien por fallecimiento, bien por
abandono de los controles y a los 3 afios de tratamiento, tan s6lo podemos

seguir el control de 22 pacientes de 83.
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Meses GradoO Grado1 Grado2 Grado3 Grado 4

12 63,6% 29,5% 4,5% 2,3%
3er 88,1% 9,5% 2,4%

6° 94,7% 2,6% 2,6%

9° 97,4% 2,6%

12 97,4% 2,6%

24 96,9% 3,1%

36 100%

Tabla 18 Prevalencia de pacientes que presentan mucositis post-tratamiento desde el 1" mes
hasta los 36 meses post-tratamiento

Se encontrd una relacion estadisticamente significativa entre la ausencia
de mucositis a los 9 y 12 meses post-tratamiento y el cultivo negativo

(p=0,033).

4.1.9.2 Radiodermitis

Tras un afio de tratamiento con RTP, vemos que no existe ningun
paciente con radiodermitis y este punto de corte se produce a los 6 meses
post-RTP, como se refleja en la tabla 19.

Meses GradoO Grado1 Grado2 Grado 3

12 77,3% 20,5% 2,3%
3er 97,6% 2,4%

6° 100%
9° 100%
12 100%
24 100%
36 100%

Tabla 19 Prevalencia de pacientes que presentan mucositis post-tratamiento desde el 1" mes
hasta los 36 meses post-tratamiento

4.1.9.3 Infeccion por candida a los 3,6 y 12 meses post-RTP

El estudio de la posible infeccion por candida, post-RTP en dorso

lingual, nos indica que al afno de recibir el tratamiento con RTP, tan sélo
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18,4% de los pacientes presentaban candidiasis frente al 81,6% que fueron
negativos; estos resultados (Tabla 20) indican que al final de todo el

tratamiento se restaura la flora bacteriana, y disminuye la candidiasis en los

pacientes.
POSITIVO NEGATIVO

PRE-RTP 47% 53%

DURANTE RTP 55,8% 44,2%
FINAL RTP 45,2% 54,8%
3 MESES POST 42,9% 57,1%
6 MESES POST 34,2% 65,8%
12 MESES POST 18,4% 81,6%

Tabla 20 Prevalencia de pacientes que presenta infeccion por candida durante el tratamiento
con RTP: antes, durante, al finaly 3, 6 y 12 meses post-tratamiento

Se encontré una relacion estadisticamente significativa entre el cultivo
positivo y el nimero de cigarrillos, viendo que a los 12 meses de terminar

el tratamiento, cuanto menos fuman mas positividad para candida (p=0,05).

4.1.9.4 Cantidad de saliva en reposo y estimula post-RTP

Después de los 12 meses de RTP, vemos que, a medida que aumentan las
semanas, el flujo de las glandulas salivales también aumenta y, por tanto,
mejoran los niveles salivales tanto en reposo como en estimulacion. Si nos
fijamos en los resultados al mes de terminar la RTP, tenemos una media de
TSG-I de 17,25mm y de TSG II de 33,30mm, pero a los 12 meses post-
RTP, se consigue aumentar la media de TSG-I con 26,39mm y de TSG-II

con 45,08mm.

Por otro lado la media total de TSG-I post-RTP es de 22,35mm=10,14
(rango 5,60-53,60) y la media total de TSG-II post-RTP es de
39,37mm=17,11 (rango 18,80-94,20).
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Si nos fijamos en los resultados de la tabla 21, vemos que a los 2 y 3
afios post-RTP los niveles salivales de TSG-I aumentan frente al afo de
terminar la RTP; no sucede lo mismo con TSG-II que disminuye debido a

la atrofia de las glandulas salivales donde la saliva es espesa y viscosa.

1 3 6 9 12 24 36
TSG-I 17,95 21,21 21,82 23,76 26,39 25,84 29,73
TSG-II 33,80 34,25 37,73 41,14 45,08 38,88 43,50

Tabla 21 Medias de tasas salivales en reposo y estimulada de los pacientes después del
tratamiento con RTP, desde el 1°" mes hasta los 36 meses siguientes.

4.1.9.4.1 Asociacion de la media de TSG-I pre-RTP y la media de
TSG-I post-RTP
Antes de la RTP, tenemos una media de TSG-I de 37,24mm+2,025
(rango10-99) y al terminar la RTP, concretamente a las 36 meses, tenemos
una disminucion de la saliva media en reposo de TSG-I a 22,35mm=+10,14

(rango 5,60-53,60) siendo estas diferencias estadisticamente significativas
(CC=0,434; P=0,006).

4.1.94.2 Asociacion de la media de saliva post-RTP 1 y II al mes,
a los 6 meses y a las 12 meses

Existe una correlacion estadisticamente significativa entre los niveles de
TSG-1 y TSG-II al mes, a los 6 meses y a los 12 meses, siendo,
respectivamente para cada una, los valores: (CC=0,522; p<0,0001);
(CC=0,573;p<0,0001); (CC=0,48 p<0,0003) es decir que a medida que

aumenta el TSG-I va aumentado significativamente el TSG-II.

No hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas en la
media de TSG-I comparandola con la media de TSG-II al mes, a los 6
meses y a los 12 meses, pero si que hemos observado que siempre la media

TSG-II es mayor, como se puede ver en la tabla 22:
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Desv. 95% intervalo  95% intervalo de
Media , de confianza confianza p
Estandar inferior superior
TSGI_POST_1-TSGII_POST_1 3 27,1586 -5,68574 11,68574 0,955
TSGI_POST_6-TSGII_POST_6 3,40541 22,52339 -4,10427 10,91508 0,555
TSGI_POST_12-TSGII_POST_12 0,86486 24,8542 -7,42194 9,15167 0,967

Tabla 22 Asociacion entre la cantidad media de saliva en reposo (TSG-1) y tras estimulacion
(TSG-Il) al mes, a los 6 meses y 12 meses post-RTP
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Grafico 5 Medias salivales post-RTP al mes, a los 6 meses y 12 meses

En la grafica 5 podemos observar como los niveles tanto de TSG-I como
de TSG-II van cambiando y acercandose al estado basal; habria que hacer

un seguimiento a mas largo plazo para ver si logramos recuperar dicho

estado basal.
4.1.9.4.3 Asociacion de la media de saliva TSG-I post-RTP al mes, a
los 6 meses y a los 12 meses

Existe una diferencia estadisticamente significativa de la saliva al mes, a

los 6 meses y a los 12 meses, siendo esta mayor, conforme aumentan los

meses. (Tabla 23).
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TSG-1 valor p

Mes 1 vs Mes 6 0,05
Mes 1 vs Mes 12 <0,001
Mes 6 vs Mes 12 0,015

Tabla 23 Asociacion entre la cantidad media de saliva en reposo (TSG-1) al mes, a los 6 meses
y a los 12 meses post-RTP

4.1.9.4.4 Asociacion de la media de saliva TSG-II post-RTP al mes,
a los 6 meses y a los 12 meses

No existe una diferencia estadisticamente significativa de la media de
saliva TSG-II al mes y a los 6 meses, pero si, al comparar esos niveles al

mes y a los 12 meses y entres los 6 y los 12 meses como se puede ver en la
tabla 24.

EN TSG-II valor p
Mes1 vs Mes 6 0,166
Mes 1 vs Mes 12 0,005
Mes 6 vs Mes 12 0,004

Tabla 24 Asociacion entre la cantidad media de saliva tras estimulacion (TSG-Il) al mes, a los
6 meses y a los 12 meses post-RTP

4.1.9.4.5 Asociacion del nivel salival con la RTP

En nuestro trabajo no existe una asociacion lineal entre la RTP y la tasa
de salivacion, aunque subamos la dosis de radiacion la tasa de salivacion no

disminuye mas. (Tabla 25).

Sesion_RTP Valor p
TSGI_post_1 Coeficiente de correlacion -0,091 0,557
TSGII_post_1 Coeficiente de correlacion 0,046 0,778
TSGI_post_6 Coeficiente de correlacion -0,13 0,437
TSGII_post_6 Coeficiente de correlacion -0,063 0,713
TSGI_post_12 Coeficiente de correlacion -0,198 0,233
TSGII_post_12 Coeficiente de correlacion -0,053 0,755

Tabla 25 Asociacion entre las tasas de salivacion con la dosis de radiacion recibida en los
pacientes estudiados
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Después del tratamiento con RTP, existe una relacion, estadisticamente
significativa, entre la disminucion de saliva y la aparicion de candidiasis a

partir del primer mes post-RTP.

La media de TSG-I en el primer mes post-RTP para los pacientes que
han dado positivo en el cultivo para candida ha sido 13,58 mm + 7,328
(rango 10,05-17,11) frente a los pacientes que son negativos, que tienen
TSG-I de 20,78mm +10,837 (rango 16,10-23,91) siendo estas diferencias
estadisticamente significativas (p=0,018). (Grafico 6).
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Grafico 6 Grafico de medias. Niveles medios de TSG-I al mes de terminar la RTP en funcion de
la positividad para el cultivo final

Si continuamos a los tres meses de finalizar el tratamiento, seguimos
obteniendo una relacion estadisticamente significativa, para TSG-I en los
pacientes que han dado positivo en el cultivo ha sido de 18,06mm=10,035
(rango 13,32-22,99) frente a los pacientes que son negativos que tienen
TSG-I de 24,36mm =£9,389 (rango 20,20-28,53) siendo estas diferencias
estadisticamente significativas (p=0,048). (Grafico 7).
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Grifico 7 Grafico de medias. Niveles medios de TSG-I a los tres meses de terminar el
tratamiento con RTP en funcion de la positividad para el cultivo final

En cuanto a TSG-II a los tres meses post-tratamiento, los pacientes que
han dado positivo en el cultivo ha sido de 27,71mm+10,599 (rango 22,26-
33,16) frente a los pacientes que son negativos que tienen TSG-II de
3991mm =+14,887 (rango 33,31-46,51) siendo estas diferencias
estadisticamente significativas (p=0,007). (Grafico 8).
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Grifico 8 Grafico de medias. Niveles medios de TSG-II a los tres meses de terminar el
tratamiento con RTP en funcion de la positividad para el cultivo final
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4.1.9.4.6 Asociacion tasas salival y cultivo post-RTP a los 3 meses

Después del tratamiento con RTP, existen una relacion estadisticamente
significativa entre la disminucion de saliva y la aparicion de candidiasis
post-tratamiento a los 3 meses. La media de TSG-II en la primer mes post-
tratamiento, para los pacientes que han dado positivo en el cultivo, ha sido
24,73mm=*10,285 (rango 19,04-30,43) frente a los pacientes que son
negativos que tienen TSG-II de 41,26mm +20,148 (rango 32,55-49,97)
siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p=0,006). (Grafico
9).
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Grifico 9 Grafico de medias. Niveles medios de TSG-Il al mes de terminar el tratamiento con
RTP en funcion de la positividad para el cultivo a los 3 meses post-tratamiento

La media de TSG-I en el tercer mes post-tratamiento para los pacientes
que han dado positivo en el cultivo ha sido 16,83mm=+8,053 (rango 12,83-
20,84) frente a los pacientes que son negativos que tienen TSG-I de
24.50mm=10,380  (rango20,12-28,88), siendo  estas  diferencias
estadisticamente significativas (p=0,013). (Grafico 10).
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Grifico 10 Grafico de medias. Niveles medios de TSG-| a los tres meses de terminar el
tratamiento con RTP en funcion de la positividad para el cultivo a los tres meses post-
tratamiento

La media de TSG-I, en el periodo de 36 meses post-tratamiento para los
pacientes que han dado positivo en el cultivo a los 3 meses post-tramiento
ha sido de 19,43mm=*10,63 (rango 13,77-25,10) mientras que para los
pacientes que son negativos tienen TSG-I de 24,48mm+9,45 (rango 20,29-

28,67), siendo estas diferencias no estadisticamente significativas

(p=0,132).

4.1.9.4.7 Asociacion tasas salival y cultivo post-RTP a los 12 meses

Después del tratamiento con RTP, existen una relacion estadisticamente
significativa entre la disminucion de saliva y la aparicién de candidiasis

post-tratamiento a los 12 meses.

La media de TSG-II en el primer mes post-tratamiento para los pacientes
que han dado positivo en el cultivo ha sido 21,50mm=+11,167 (rango 9,78-

33,22) frente a los pacientes que son negativos que tienen TSG-II de
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38,7lmm £19,505 (rango 31,15-46,28), siendo estas diferencias

estadisticamente significativas (p=0,046).

La media de TSG-I en el sexto mes post-tratamiento para los pacientes
que han dado positivo en el cultivo ha sido 13,43mm=3,952 (rango 9,77-
17,08) frente a los pacientes que son negativos que tienen TSG-I de
23,71mm+11,702  (rango  19,42-28,00), siendo estas diferencias

estadisticamente significativas (p=0,029).

La media de TSG-I en el noveno mes post-tratamiento para los pacientes
que han dado positivo en el cultivo ha sido 14,29mm=7,274 (rango 7,56-
21,01) frente a los pacientes que son negativos que tienen TSG-I de
25,90mm=13,260 (rango 21,04-30,77), siendo estas diferencias

estadisticamente significativas (p=0,032).

La media de TSG-I en el doceavo mes post-tratamiento para los
pacientes que han dado positivo en el cultivo ha sido 16,00mm =+ 6,633
(rango 9,78-22,13) frente a los pacientes que son negativos que tienen
TSG-I de 28,74mm +13,510 (rango 23,79-33,70) siendo estas diferencias

estadisticamente significativas (p=0,021).

La media de TSG-I en el periodo de las 36 meses después del
tratamiento, para los pacientes que han dado positivo en el cultivo a los 12
meses post-RTP ha sido de 14,25mm=3,35 (rango 11,14-17,36) mientras
que para los pacientes que son negativos tienen TSGI de 24,18mm=+10,39
(rango  16,97-26,70), siendo estas diferencias estadisticamente

significativas (p=0,017).
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4.1.9.5 Extracciones post-RTP

Estos pacientes presentan un deterioro completo de la corona del diente,
derivado de las caries post-irradiacion (Ilustracion 10 y 11), que se inician a
los tres meses de finalizar la RTP, fundamentalmente por la alteracion

cuantitativa y cualitativa de la saliva.

Se debe esperar al menos 18 meses para poder hacer extracciones en la
cavidad oral; en nuestra muestra, de los 83 pacientes, hemos perdido a 48
tras 3 afios post-tratamiento, por tanto de los 35 restantes, 17 (48,6%) no

han necesitado ninguna extraccion y 18 (51,4%) han necesitado al menos

una extraccion después de recibir el tratamiento.

llustracion 10 Radiografia panoramica donde Ilustracion 11 Radiografia panoramica donde se

se puede ver la situacion oral del paciente puede ver la situacion oral, concretamente los

antes de someterse a tratamiento con RTP restos radiculares, que presenta el paciente
post-RTP

4.1.9.6 ORN

De 83 pacientes del estudio, tan solo hemos podido hacer el seguimiento
a largo plazo en 37 pacientes, de los cuales, 15 (40,5%) han desarrollado
una ORN frente a 22 (59,5%) que no tuvieron dicha complicacion. En
cuanto las causas, 6 (40%) han sido de manera espontanea, 4 (26,7%) por

exodoncias post-RTP y 5 (33,3%) relacionadas con exodoncias pre-RTP.
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En cuanto al momento de aparicion, 12 (80%) aparecieron tras terminar
el tratamiento y 3 (20%) durante la RTP. En cuanto a la localizacion, 12
(80%) fueron localizadas en la mandibula y 3 (20%) en maxilar superior.
De esos 15 pacientes que presentaron ORN, en 6 (33,3%) conseguimos
cerrar la necrosis d0seas, 3 (20%) estan estable (no aumentan de tamafio
pero tampoco se cierra la necrosis) y 7 (46,7%) han fallecido con la

Nnecrosis.

4.1.9.6.1 Distribucion de la ORN segiin QTP

De los 15 pacientes que desarrollaron ORN, 14 (93,3%) de ellos
estuvieron a tratamiento concomitante con QTP, frente a 1(6,7%) que
desarroll6 ORN pero no estuvo a tratamiento con QTP. No siendo una

relacion estadisticamente significativa (p=0,314).

4.1.9.6.2 Distribuciéon de la ORN segtin Estadio

De los 15 casos de ORN, 12 (80%) presentaban un estadio IV, 2 (13,3%)
se encontraba en estadio III, y 1 (6,7%) en estadio I. Sin que exista una

relacion estadisticamente significativa entre ambas variables (p=0,212).

4.1.9.6.3 Distribucion de la ORN segtin Habitos To6xicos

En relacion a la aparicion de ORN, solo fue desarrollada por 15
pacientes, de los cuales 13 (86,7%) presentaban habitos toxicos, consumo
de alcohol y/o tabaco, mientras que solo 2 (13,3%) no poseian habitos
toxicos. Sin embargo no hemos encontrado estadisticamente significativa

(p=0,474).
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4.1.9.6.4 Distribuciéon de la ORN segiin las extracciones pre y post-
RTP

De los 15 pacientes, 10 (66,7%) se le realizaron extracciones pre-RTP
frente a 5 que desarrollaron ORN, y no se le hicieron extracciones pre-RTP.
Sin  relacion  estadisticamente  significativa  (p=0,476), pero
fundamentalmente se puede deber al poco tiempo de espera entre el que

realizamos la extracciones y el comienzo de la RTP.

De los 15 pacientes, 7 (46,75%) se le realizaron extracciones post-RTP
tras esperar 18 meses y, aun asi, desarrollaron ORN frente a 8 (53,3%) que
desarrollaron ORN y no se le relacionan con extracciones post-RTP. Sin

relacion estadisticamente significativa (p=0,625).

4.1.9.6.5 Distribucion de la ORN segin la cirugia pre-RTP

El nimero de pacientes que desarrollaron una ORN y que tuvieron que
ser operados antes de recibir la RTP es de 12 (80%). Solo hay 3 (20%)
casos que no hicieron ORN vy si fueron operados. No existe relacion

estadisticamente significativa entre ambas variables (p=0,427).

4.1.9.6.6 Distribuciéon de la ORN segtin el cultivo en la mitad de
tratamiento
De los casos con ORN tan so6lo tenian sobreinfeccion por candida en la
mitad del tratamiento 4 (33,3%) de los pacientes, frente a 8 (66,7%) que
presentaban ORN y no tenian candidiasis (p=0,043). Siendo esta relacion

estadisticamente significativa.
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4.1.9.6.7 Distribucion de l1a ORN en el control a los 2 afios

A los dos afios de terminar con el tratamiento, es decir, a los 24 meses,
14 (93,3%) de los 15 pacientes ya habian desarrollado la ORN, frente a 1
(6,7%) caso que la desarrolld a posteriori. Sin relacién estadisticamente

significativa. (p=0,193).

4.1.9.6.8 Distribucion de la ORN segiin el estado bucodental a los

2 afios y a los 3 afios de seguimiento

En lo que respecta a la distribucion de la ORN segun el estado
bucodental, en nuestra muestra, hemos encontrado que de los 15 pacientes
que tuvieron una necrosis Osea, tan s6lo tenemos seguimiento bucodental
de 12 de ellos, y podemos decir que solo 3 (25%) continllan con necrosis
pero controladas, 1 (8,3%) con una boca muy inestable, 2 (16,7%) con
necrosis curada y bocas estables y 6 (50%) edéntulos y sin necrosis. Siendo

esta relacion estadisticamente significativa (p=0,050).

A los 3 afios post-tratamiento, vemos que, de los 15 pacientes iniciales,
tan sé6lo sobreviven 10, y s6lo 1 (10%) de ellos permanece con necrosis
estabilizada; de los 9 restantes es importante sefalar que todos estan sin
necrosis y con bocas estables, concretamente 7 (70%) mantienen su
dentadura estable sin necrosis, 1 (10%) se encuentra edéntulo y 1 (10%)
estda rehabilitado con protesis completas. Siendo esta relacion

estadisticamente significativa (p=0,014).

4.1.9.6.9 Distribucion de la ORN segiin sus causas de aparicion y su
momento de aparicion y localizacion.

Las causas fundamentales de la aparicion de ORN en nuestros 15

pacientes fueron en 6 (40%) espontidneas (dosis-dependiente) frente a 5
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(33,3%) que fueron relacionadas con exodoncias pre-RTP y 4 (26,7%) que

fueron por extracciones post-RTP.

En cuanto a qué momento es el mas prevalente para desarrollar una
ORN, vemos que de los 15 casos, 12 de ellos fueron post-RTP (80%) y tan
solo el 3 (20%) durante la RTP.

Si nos fijamos en la localizacion, 12 (80%) se encuentran en la

mandibula frente a 3 (20%) que se sitlian en el maxilar.

4.1.9.6.10  Asociacion de la ORN y TSG-II post-RTP a los 3 meses

La media de TSG-II a los 3 meses de terminar el tratamiento para los
pacientes que han desarrollado una ORN ha sido de 42,55mm +16,60
(rango 31,39-53,70) frente a los pacientes que no han desarrollado una
ORN que tienen TSG-II de 30,60mm=*13,60 (rango 24,23-36,97) siendo

estas diferencias estadisticamente significativas (p=0,039). (Grafico 11).

42,54

40,04

37,57

Media de tsg post II_3

35,0

32,59

30,0

ORN

Grafica 11 Grafico de medias. Niveles medios de TSG-Il a los tres meses de terminar el
tratamiento en funcion de la ORN
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4.1.10 Asistencia a visitas de seguimiento

Tras dos afios de recibir el tratamiento con RTP tan s6lo hemos podido
valorar el seguimiento en 32 pacientes (38,6%) y los 51 restantes (61,4%)

no acudieron a la consulta (bien por abandono o por fallecimiento).

A los 3 afios de tratamiento, 23(27,7%) pacientes acuden a controles y

60 (72,3%) no acuden a controles.

4.1.11Recurrencia, Seguimiento y Supervivencia a los 3 afios

En cuanto a la recurrencia de enfermedad, hemos visto que de los 83
pacientes a 3 afios, el 54,2% ha tenido una recidiva del tumor primario
frente a un 43,3% que no ha tenido ninguna recidiva; en cuanto a la
supervivencia a los 3 afios, un 53% no sobreviven a la enfermedad tras

recibir tratamiento de RTP frente a un 47% que si lo hacen.

La media de seguimiento de nuestros pacientes fue de 41,48 meses con

un rango de 20,30-53,73 meses.

4.1.11.1 Analisis del tiempo de supervivencia

A los 83 pacientes se les realizé un seguimiento de la enfermedad desde
el momento del diagnostico. Dicho seguimiento terminaba en el momento
del fallecimiento o al cierre del estudio, si permanecia vivo. Se registro el
tiempo de supervivencia para cada paciente. De los 83 pacientes, el 47 %

fallecio.(Grafico 12).
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wVIvVOo & MUERTO

Grafico 12 Porcentaje de supervivencia de los 83 pacientes
tras el seguimiento durante 3 anos

Los factores en los que se analiz6 la influencia de la supervivencia de los
pacientes fueron los siguientes: estadio, fumadores (nimero de cigarrillos),

recurrencia de la enfermedad y localizacion.

4.1.11.1.1 Estadio

Los pacientes presentaron un tiempo medio de supervivencia medio de
19,89 meses, con un intervalo de confianza al 95% [15,85-23,93]. El
tiempo medio de supervivencia es mas elevado en estadio iniciales (T1)
siendo de 26,187 meses (13,61-38,75), seguidamente sobreviven mas los
pacientes en estadios T4, siendo de 20,7 meses (15,77-25,63) y por ultimo
la menor supervivencia es para los estadios T2-T3 con una media de 16,201
meses (1,62-30,78) y de 15,286 meses (4,59-25,98) respectivamente; a
pesar de las diferencias encontradas, el test del Logaritmo del Rango
confirma que las curvas de supervivencia no son estadisticamente

significativas (p=0,687).(Grafico 13).
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Grafico 13 Analisis de la supervivencia de los pacientes en funcion de su estadio tumoral

Si asociamos supervivencia y estadios, codificando en iniciales
(seguimiento de 21,194 meses; 11,536-30,852) y avanzados (seguimiento
19,681; 15,212-24,151) vemos que la supervivencia a los 19,892 meses es
igual ya sea estadio inicial (I-II) y avanzado (III-IV). La media de
supervivencia de los pacientes no disminuyd significativamente a medida

que el estadio clinico de la lesion avanzaba. (p=0,877; Long Rank Test).
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Grafico 14 Analisis de la supervivencia de los pacientes en funcion de su estadio tumoral
codificado
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De lo que se deduce, que un paciente en estadio inicial, en promedio, no

vive mucho mas que otro en estadio IV (Grafico 14).

4.1.11.1.2 Fumadores (numero de cigarrillos)

Los tiempos medios de supervivencia fueron de 26,93 meses (15,50-
38,37), 16,53 meses (11,63-21,44), 40,25 meses (28,32-52,17), 19,92
meses (15,22-24,61), y 4,85 meses (1,85-7,84) para los no fumadores,

exfumadores, fumadores de 1-10 cigarrilos, fumadores de 10-20 cigarrillos

y para fumadores de mas de 40 cigarrillos, respectivamente. La media de

supervivencia disminuyo significativamente a medida que aumento el

consumo de cigarrillos al dia (p=0,001; Long Rank Test).(Grafico 15).
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Grifico 15 Curva de supervivencia de los pacientes en relacion con la variable fumador

4.1.11.1.3 Recurrencia de la enfermedad

Los pacientes que presentaron una recidiva del tumor primario

presentaron un tiempo medio de supervivencia de 22,29 meses (17,72-
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26,85) frente a los que no presentaron recurrencia que fueron de 11,19
meses (6-16,07); siendo estas diferencias estadisticamente significativas

(p=0,002;Long Rank Test).(Grafico 16).
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Grafico 16 Analisis de la supervivencia de los pacientes en base a la recurrencia de la
enfermedad

4.1.11.1.4 Localizacion

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
supervivencia de los pacientes segin la localizacion del tumor primario
(p=0,010; Log Rank Test); agrupando las localizaciones en orales y otras
(basicamente zona de orofaringe), hemos visto que las localizaciones orales
tienen mayor supervivencia que las orofaringeas, 21,844 meses (15,13-
28,55) y 18,95 meses (15,85-23,93), respectivamente; por tanto parece
existir una mayor agresividad de las localizaciones orofaringeas aunque
cuando hacemos el andlisis estadistico las diferencias no son significativas

(p=0,778; Long Rank Test).(Grafico 17).
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Grafico 17 Curva de supervivencia de la poblacion estudiada en funcion de la localizacion

tumoral

4.2 Calidad y cantidad de ADN

Extrajimos el ADN total en 78 casos (43 ADN-PRE y 35 ADN-POST)

y 23 controles. Los pacientes pre y post no son los mismos casos, dado el

bajo grado de compromiso de los pacientes durante el seguimiento del

tratamiento.

Los resultados pueden apreciarse en las tablas de casos y controles donde

se especifica de cada muestra la concentracion, la pureza de la muestra con

los valores de absorbancia 260/280 y 260/230 (Anexo XIII).
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4.3 Metilacion

De los 83 pacientes, el 51,8% tienen extraccion de ADN pre-RTP y 41%

extraccion de ADN post-RTP, como se puede ver en la siguiente tabla 26:

GENES SI HAY METILACION NO HAY METILACION
MGMT pre-RTP 3 (7%) 40 (93%)
MGMT post-RTP 1 (2,8%) 34 (97,2%)
DAPK1 pre-RTP 6 (14%) 37 (86%)
DAPK1 post-RTP 2 (6%) 33 (94%)

p16 pre-RTP 16 (37,2%) 27 (62,8%)

p16 post-RTP 9 (25,8%) 26 (74,1%)
CCND2 pre-RTP 4 (9,2%) 39 (90,8%)
CCND2 post-RTP 2 (6%) 33 (94%)
TIMP-3 pre-RTP 4 (9,3%) 39 (90,7%)
TIMP-3 post-RTP 10 (31,6%) 24 (68,4%)

Tabla 26 Porcentajes de metilacion en los distintos genes estudiados, en pacientes antes y
después de recibir la RTP

De los 23 pacientes controles analizamos el porcentaje de metilacion de

los diferentes genes estudiados como se muestra a continuacion en la

siguiente tabla 27.
GENES S| HAY METILACION NO HAY METILACION
MGMT 1(4,3%) 22 (95,7%)
DAPK1 7 (30,4%) 16 (69,6%)
p16 0% 100%
CCND2 0% 100%
TIMP-3 0% 100%

Tabla 27 Porcentajes de metilacion en los genes estudiados en los 23 pacientes control
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4.3.1 Metilacion caso-control pre-RTP

4.3.1.1 MGMT pre-RTP

En nuestro estudio 4 pacientes tienen metilado el gen MGMT pre-RTP, 3
(75%) fueron casos, frente a 1 control (25%) por lo que no existen

diferencias estadisticamente significativas (p=0,670). (Ilustracion 12).

4.3.1.2 p16 pre-RTP

No existe ningin control que haya dado positivo para pl6 frente a los
16(100%) casos que presentaban metilacion antes del tratamiento, siendo

estas diferencias estadisticamente significativas (p=0,001). (Tlustracion 13).

4.3.1.3 DAPK1 pre-RTP

En nuestro estudio 13 pacientes tienen metilado el gen DAPK1 pre-RTP,
6(46,2%) fueron casos, frente a 7 control (53,8%) por lo que no existen

diferencias estadisticamente significativas (p=0,109). (Ilustracion 14).

Amigdala Agua Ladder
IVD
llustracion 12 Gel de agarosa donde se observan metilados llustracion 13 Gel de agarosa donde se
algunos casos de MGMT observan metilados algunos casos de P16
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llustracion 14 Gel de agarosa donde se
observan metilados algunos casos de
DAPK1

4.3.1.4 CCND2 pre-RTP

En nuestro estudio 4 pacientes, dentro del grupo casos, tienen metilado el
gen CCD2 pre-RTP, frente a 0 controles, por lo que no existen diferencias

estadisticamente significativas (p=0,131).( [lustracion 15).

4.3.1.5 TIMP-3 pre-RTP

En nuestro estudio 4 pacientes, dentro del grupo casos, tienen metilado el
gen TIMP-3 pre-RTP, frente a 0 controles por lo que no existen diferencias

estadisticamente significativas (p=0,131). (Ilustracion 16).

Amigdala

llustracion 15 Gel de agarosa donde se
observan metilados algunos casos de
CCND2
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llustracion 16 Gel de agarosa donde se observan metilados algunos casos de TIMP-3

4.3.2 Asociaciones metilacion

4.3.2.1 Asociacion pre/post-RTP metilacion en los casos

Analizamos la relacion en la metilacion de los diferentes genes, antes y
post-RTP, y no hemos encontramos diferencias estadisticamente significativas

en ningun gen. (Tabla 28).

Metilacion Gen Valor P
MGMT 0,35
DAPK1 0,26
P16 0,25
CCND2 0,50
TIMP-3 0,75

Tabla 28 Asociacion en el estado de metilacion de los genes indicados antes y después de la
RTP

4.3.2.2 Cambios metilacion pre/post-RTP estudiados en el mismo

caso

De las 78 muestras estudiadas, tan so6lo hemos podido hacer el

seguimiento pre-post en 11 pacientes. De los 5 genes que hemos estudiado,
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no se encontraron cambios pre/postRTP, en cuanto a metilacion, en MGMT
ni en TIMP-3. Si que encontramos cambios en el gen pl6 y CCND?2,
principalmente han pasado a una demetilacion, es decir de metilado a no

metilado.

Para pl6, de 11 pacientes, 3 (2,8%) han sufrido una demetilacion y para
CCND2, 1 (0,9%) ha sido demetilacion. Por otro lado el gen que més
variabilidad ha tenido pre/post fue el DAPKI1, algunos pacientes han sufrido
una demetilacion (2 pacientes (1,9%) y otros una metilacion {2 pacientes

(1,9%)} vy sin embargo otros 7 han mantenido el mismo estado inicial (6,6%).

4.3.2.3 Asociacion de Cambios metilacion pre/post estudiados en
el mismo caso (enjuague pre-RTP y post-RTP) y los Gy

recibidos

No encontramos diferencias estadisticamente significativas entre la dosis
de RTP en los diferentes subgrupos para los diferentes genes, comparando
la variable Gy total en los diferentes subgrupos de cada gen (Demetilado,

metilado, no cambios). En la siguiente tabla 29 se muestran los resultados

estadisticos.

Cambmeti_p16 N Media DS valor p

Gy_total Demetilado 3 64,6667 5,03322 0,279
No Cambios 8 69 4,78091
Cambmeti_CCND2

Gy_total Demetilado 1 64 0,545
No Cambios 10 68,2 5,11642
Cambmeti_DAPK1

Gray_total Demetilado 2 67 9,89949 0,155
No Cambios 7 68,2857 4,68025 0,667
Metilado 2 67 4,24264 0,657
Total 11 67,8182 5,01634

Tabla 29 Asociacion en el estado de metilacion de los genes indicados antes y después de la
RTP y los Gy recibidos en el mismo paciente
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4.3.3 Supervivencia y metilacion

4.3.3.1 Metilacion MGMT pre y post-RTP

4. RESULTADOS

El tiempo medio de supervivencia es mas elevado en los pacientes que

presentan metilacion previa del gen MGMT, 17 meses (17-17) frente a los

pacientes que no presentan metilacion, con una media de 11,46 meses

(8,28-14,64), siendo estas diferencias no estadisticamente significativas

(p=0,672; Long Rank Test).(Gréfico 18).
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Grafico 18 Curva de supervivencia poblacional en relacion al estado de metilacion del gen

MGMT pre-RTP

Los pacientes que no presentan metilacion del gen MGMT después del

tratamiento viven una media de 23,28 meses (18,29-28,18), no hemos

podido comparar con casos que diesen positivo post-RTP, porque no hemos

encontrado ninguno en nuestra serie de casos. (Grafico 19).
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Grafico 19 Curva de supervivencia poblacional en relacion al estado de metilacion del gen
MGMT post-RTP

4.3.3.2 Metilacion DAPKI1 pre y post-RTP

El tiempo medio de supervivencia en pacientes con el gen DAPKI
metilado antes del tratamiento fue 17 meses (10,55-23,44) frente a los no
metilados, que fue de 11,21 meses (7,95-14,47) siendo estas diferencias no

estadisticamente significativas (p=0,646; Long Rank Test) (Grafico 20)

En cuanto al tiempo medio de supervivencia en pacientes con DAPK1
positivo después del tratamiento es menor que en los pacientes que no
presentan metilacion, 15,40(4,80-26) frente a 24,06(18,78-29,33),
respectivamente; concretamente viven 9 meses menos Si presentan
metilacion de dicho gen, siendo estas diferencias no estadisticamente

significativas, (p=0,147; Long Rank Test) (Grafico 21)
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Grafico 20 Curva de supervivencia poblacional en relacion al estado de metilacion del gen
DAPK1 pre-RTP
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Grafico 21 Curva de supervivencia poblacional en relacion al estado de metilacion del gen
DAPK1 post-RTP
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4.3.3.3 Metilacion p16 pre y post-RTP

El tiempo medio de supervivencia en pacientes con metilacion de p16
antes del tratamiento es de 10, 85 meses (6,09-15,61) frente a los que no
tienen metilacion, que sobreviven una media de 12,11 meses (8,07-16,16),
por tanto resulta beneficioso antes del tratamiento no presentar metilacion
de dicho gen, pero estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas (p=0,456; Long Rank Test).(Grafico 22).
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Grafico 22 Curva de supervivencia poblacional en relacion al estado de metilacion del gen
p16 pre-RTP

Por otro lado, valoramos también la curva de supervivencia de Kaplan-
Meier en funcion de la metilacion de pl16 post-tratamiento, viendo que el
tiempo medio de supervivencia para los pacientes en que presentan
metilacion de pl6 después del tratamiento fue de 33,87 meses (26,38-

41,37), y de 20,73 meses (15,50-25,96) para los pacientes que no presentan
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metilacion después del tratamiento. Esta diferencia no fue estadisticamente

significativa (p=0,91; Long Rank Test). (Grafico 23).
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Grafico 23 Curva de supervivencia poblacional en relacion al estado de metilacion del gen

p16 post-RTP

4.3.3.4 Metilacion CCND2 pre y post-RTP

Los tiempos medios de supervivencia para los pacientes que no
presentaban metilacion pre de CCNAD2 fueron de 12,414 meses (9,13-
15,69) frente a los que si presentaban metilacion previa que fueron de 6,675
meses (0-14,71). La media de supervivencia de los pacientes disminuy6 a
medida que aumenta la metilacion de CCND?2 antes del tratamiento, pero
estas diferencias no son estadisticamente significativas (p=0,162; Long

Rank Test) (Grafico 24).
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Grafico 24 Curva de supervivencia poblacional en relacion al estado de metilacion del gen
CCND2 pre-RTP

Por otro lado, los tiempos de supervivencia para los pacientes que no
presentaban metilacion de CCND2 después del tratamiento fueron de 23,23
meses (18,29-28,18). No encontramos casos de metilacion de CCND2

después de recibir la RTP (Grafico 25).
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Grafico 25 Curva de supervivencia poblacional en relacion al estado de metilacion del gen
CCND2 post-RTP
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4.3.3.5 Metilacion TIMP-3 pre y post-RTP

Los pacientes con metilacion previa de TIMP-3 en el momento del

diagnostico presentaron un tiempo de supervivencia de 15,89 meses (8,62-

14,77) frente a los que no presentaron metilacion que fueron de 11,31

meses (8-14,62), siendo estas diferencias no significativas(p=0,704; Long

Rank Test) (Grafico 26).

Si estudiamos la curva de supervivencia después del tratamiento vemos

que sobreviven mas meses los pacientes que presentaron metilacion de

dicho gen, concretamente 29,604 meses (18,29-28,18) frente a los 21,74

meses que sobreviven los pacientes que no presentan metilacion de dicho

gen después del tratamiento (16,51-26,96), pero estas diferencias no son

estadisticamente significativas (p=0,704; Long Rank Test) (Grafico 27).
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Grafico 26 Curva de supervivencia poblacional en relacion al estado de metilacion del gen

TIMP-3 pre-RTP
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Grafico 27 Curva de supervivencia poblacional en relacion al estado de metilacion del gen
TIMP-3 post-RTP

4.4 Modelos de Regresion

En el primer modelo de regresion no hemos encontrado asociacién
estadisticamente significativa entre los Gy totales y TSG-I post al mes de la
RTP (p=0,461), pero si en cuanto lo asociamos con el sexo y con las
adenopatias. El modelo seria: TSG-I=-35,14-13,817xSexo (1C95%-26,97/-
0,657;p<0,04). Por cada incremento del valor de sexo se produce una
reduccion de la tasa TSG-I que varia desde -26,977 a -0,657. Por otro lado
con las adenopatias el modelo seria: TSGI=-35,14-10,77 x Adenopatias
(IC95%-18,09/-3,45;p<0,0005). Por cada incremento en el valor de las
adenopatias se produce una reduccion de la tasa de TSG-I al mes post-

tratamiento que varia desde -18,09 a -3,45.

En el segundo modelo de regresion no hemos encontrado asociacion
estadisticamente significativa entre los Gy totales y TSG-II post al mes de

la RTP (p=0,318), ni tampoco cuando lo asociamos con el sexo (p=0,094)
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pero si en cuanto lo asociamos la presencia de metastasis. El modelo seria:
TSG-II= -89,80-16,68xMetastasis (1C95%-30,92/-2,45;p<0,023). Por cada
incremento del valor de metéstasis se produce una reduccion de la tasa

TSG- II al mes post-tratamiento que varia desde -30,92 a -2,45.

En el tercer modelo de regresion no hemos encontrado asociacion
estadisticamente significativa entre los Gy totales y TSG-I post a los 6
meses de la RTP (p=0,623) pero si en cuanto lo asociamos la presencia de
adenopatias. El modelo seria: TSG-I= -29,62-9,172xAdenopatias (IC95%-
16,67/-1,673;p<0,018). Por cada incremento en el valor de las adenopatias
se produce una reduccion de la tasa de TSG-I a los 6 meses pos-tratamiento

que varia desde -29,62 a - 9,172.

En el cuarto modelo de regresion no hemos encontrado asociacion
estadisticamente significativa entre los Gy totales y TSG-II post a los 6
meses de la RTP (p=0,427), ni tampoco cuando lo asociamos con las

metastasis (p=0) ni con la localizacion (p=0,107).

En el quinto modelo de regresion no hemos encontrado asociacion
estadisticamente significativa entre los Gy totales y TSG-I post a los 12
meses de la RTP (p=0,413) ni tampoco cuando lo asociamos con el tamaiio
(p=0,451) ni con la presencia de habitos toxicos (p=0,069) pero si cuando lo
asociamos con las adenopatias (p=0,014).El modelo seria: TSG-I=-24,84-
8,21xAdenopatias (IC95% -14,66/1,77;p<0,014). Por cada incremento en el
valor de las adenopatias se produce una reduccion de la tasa de TSG-I a los 6

meses post-tratamiento que varia desde -14,66 a - 1,77.

En el sexto y ultimo modelo de regresion realizado, no hemos
encontrado asociacion estadisticamente significativa entre los Gy totales y
TSG-II post a los 12 meses de la RTP (p=0,189), ni tampoco cuando lo
asociamos con la presencia de habitos toxicos (p=0,316) ni con la

localizacion (p=0,984).
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5. DISCUSION

5.1 Consideraciones generales

El término cancer oral se emplea como sinénimo de carcinoma oral de
células escamosas (COCE) que constituye el 90% de todos los canceres de

cabeza y cuello y el 3-4% de las neoplasias malignas (3,4).

El COCE constituye un grave problema sanitario a nivel mundial, por lo
que la profesion odontolégica tiene un papel clave en su lucha,
interviniendo fundamentalmente en la prevencion, abarcando los tres
niveles, ya sea primaria (reducir la incidencia, centrandose
fundamentalmente en los factores de riesgo; secundaria (realizando un
diagnostico precoz) y terciaria (revisiones periddicas para reducir la
aparicion de un nuevo cancer o una recidiva, y ayudar al paciente para
minimizar los efectos secundarios del tratamiento oncologico en la cavidad
oral, (280) ya que al final del tratamiento del COCE, el paciente puede
haber perdido las habilidades basicas para comer, beber, hablar y tragar, asi
como distorsion facial, por lo que es de vital importancia el diagnostico en
estadios iniciales (281). Los efectos adversos que ocasiona el tratamiento
con RTP, en muchas ocasiones, les obliga a interrumpir el tratamiento y en
su defecto a abandonar las vistas de seguimiento desde un 2,4% hasta un

80% (282,283).

El diagnostico del COCE es anatomopatologico, pero a dia de hoy es
importante tener presente el analisis molecular, donde se podrian detectar
precozmente cambios malignos en la mucosa oral o predecir las metastatis
y/o la posibilidad de recidiva tumoral, asi como la agresividad de dicho
tumor y poder ofrecer un tratamiento mas efectivo a cada estirpe tumoral;

por lo que el objetivo final, sera predecir el pronostico del tumor, escoger el
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tratamiento de eleccion y poder detectar carcinomas de cabeza y cuello en
estadios primarios pero para llegar a ello, tendremos que conocer de una
forma clara los mecanismos patogénicos que participan en la
carcinogénesis (284-287) es asi que estudiaremos su comportamiento

desde un punto de vista genético.

El tratamiento para tratar este tipo de patologia, sigue siendo la cirugia y
su combinacion, o no, con RTP y QTP; dicho tratamiento sigue provocando
numerosas secuelas y disminuyen la calidad de vida del paciente (como ya

se indico dificultades para comer, hablar, pérdida de la estructura facial).

Los efectos inducidos por la RTP afectan a la mucosa oral, a las
glandulas salivales, al hueso, a los dientes y la musculatura de la cara y el
cuello. Estas complicaciones requieren atencion especial para su
prevencion y tratamiento. La evaluacion previa a la RTP y un seguimiento
de estos pacientes durante todo el tratamiento, ademas de un asesoramiento
de los pacientes antes y durante y post-RTP para ayudarlos a tomar

conciencia de todas las complicaciones orales y su prevencion (288).

Actualmente los estadios avanzados pueden ser tratados con cirugia
seguida de RTP, pero esta combinacién sélo cura una minoria de los
pacientes, y menos del 30% viven a los 5 afios. El control del tumor y la
supervivencia son insatisfactorios con estos tratamientos, porque solo el
30% de los pacientes siguen vivos después de 3 afos, mientras que del 60%
al 70% tendran una recidiva locorregional y/o desarrollardn metastasis a
distancia, lo que es, en ultima instancia, la causa principal de muerte en

estos pacientes (53).

En esta tesis, como se indicod en los objetivos, pretendemos estudiar la

prevalencia de los efectos secundarios de la RTP en pacientes
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diagnosticados de cancer de cabeza y cuello, analizando, al mismo tiempo,
en alguno de ellos, el estado de metilacion de diversos genes (p16, DAPKI,
MGMT, CCND2, TIMP-3) implicados en diferentes fases del ciclo celular,
siendo nuestra meta el estudiar las necesidades de los pacientes con cancer
de cabeza y cuello; ver como influye la metilacion de dichos genes, antes y
después del tratamiento, determiniandolo en muestras salivales como

técnica no invasiva para obtener el material genético.

La realizacion de este estudio nos ha permitido comprender las
necesidades bucodentales que presentan los pacientes oncoldgicos durante
el tratamiento con RTP de cabeza y cuello, y ver las complicaciones que se
presentan, a largo plazo, con dicho tratamiento. La literatura nos dice que
es necesario hacer una valoracion dental de los pacientes antes de empezar
el tratamiento con RTP, fundamentalmente realizar las exodoncias
necesarias para evitar realizarlas post-RTP, para minimizar el riesgo de

ORN (95,273,276,277,289).

En relacion al tipo de tejido analizado, hemos utilizado muestras
salivales de pacientes previas a la irradiacion y tras un mes después de la
irradiacion, para verificar la posibilidad de utilizar esta técnica de manera

rutinaria en el analisis de metilacion de diversos genes.

Varios estudios han evaluado la presencia de metilacion utilizando
como, fuente de material nucleico, los fluidos corporales, tales como suero
y saliva. Clasicamente, el ADN genomico de alta calidad se extrae de
leucocitos en el suero. Sin embargo, debido a la invasividad y el coste de
obtencion, transporte, y procesamiento de muestras de sangre, el fluido oral
es una alternativa importante y fiable para la investigacion genética

(203,205,258,290,291).
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La saliva bana toda la cavidad oral y por tanto, es probable que sea mas
representativa de la totalidad del campo expuesto, que el examen de biopsia
invasiva de tejido local; sin embargo hoy en dia siguen planteandose dudas
sobre la sensibilidad en relacion con la contaminacion por bacterias y las
células inmunes. Es por tanto un método no invasivo y comodo para el
paciente, altamente sensible para controlar lesiones orales pre-malignas y
malignas (292-294). Rosas et al., demostrd por primera vez la posibilidad
de detectar metilacion de genes utilizando muestras de saliva, evaluando la
presencia de metilacion en la region promotora de los genes implicados en
la supresion, metastasis tumoral y reparacion de ADN, tales como

CDKN2A / P16, MGMT Y DAPKI1 (205).

En cuanto a la técnica utilizada para procesar dicho material genético y
saber si existe metilacion de los diferentes genes, hemos utilizado la MSP
(PCR especifica de metilacion), de acuerdo con la mayoria de autores, y es

la técnica mas frecuentemente utilizada (191,216,239,295).

5.2 Datos Clinicos.

El grupo de pacientes analizados en esta tesis doctoral, muestra una edad
media (60,10 con un rango de 40-82 afios) similar a las descritas por otros
estudios (275,296,297); es una patologia que afecta a partir de los 40 afios,
con un pico maximo en la década de los 60 afios (28,33). Es raro la
aparicion de COCE en pacientes jovenes, aunque esta incidencia parece
estar aumentando (298), sin embargo no hemos encontrado, en nuestra serie

estos casos.

En cuanto al sexo, existe una mayor proporcion de hombres que de

mujeres, concretamente un 69,9% de los pacientes eran hombres,
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coincidiendo con la mayoria de los estudios (33,275,296,299,300), aunque
el porcentaje de mujeres afectadas va en aumento debido al mayor

consumo de tabaco y alcohol por parte de las mismas (301,302).

En relacion a los factores de riesgo nos encontramos que el 51,8% de
nuestros pacientes son ex-fumadores, porcentaje superior al descrito en la
literatura; el 28,9% son fumadores habituales, dato similar al descrito por

otros autores (296,297,303).

El segundo factor de riesgo por excelencia es el consumo de alcohol, el
18,1% de nuestros pacientes son ex-alcohdlicos; el 4,8% son alcoholicos, el
2,4% beben alcohol de alta graduacion, el 37,3% beben alcohol de baja
graduacion y el 37,3% no consumen alcohol. Estos porcentajes son muy
simulares a lo descrito en la literatura (303). Nuestros resultados reflejan
que la presencia de factores de riesgo, concretamente el tabaco y alcohol,
predisponen al desarrollo de la enfermedad, asimismo, se ha descrito que el
consumo de tabaco y alcohol, ademas de un factor de riesgo reconocido,
también se asocia a un prondstico desfavorable en pacientes con COCE
(304). Sin embargo, otros autores no encontraron asociacion entre el

consumo de tabaco y alcohol y el prondstico en pacientes con COCE (305).

La localizacion més frecuente en nuestra serie de casos fue la Orofaringe
en 15 casos (18,1%), seguida de la amigdala con 10 casos (12%) y muy
seguidamente la lengua y la laringe con 9 casos cada una (10,8%), (siendo
el porcentaje restante en localizaciones menos frecuentes) por lo que
encontramos una variacion respecto a lo descrito en la literatura, ya que la
localizacion que con mads frecuencia aparece es la lengua (5,48,95,306-

308). Esto puede ser debido a que la mayoria de nuestros pacientes son
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remitidos del servicio de otorrinolaringologia del Hospital Clinico de

Santiago de Compostela.

El estadio tumoral mas frecuente en el momento del diagndstico fue el
estadio IV con un 65,1%, seguido del estadio III con un 20,5%, el estadio
II con un 9,6% y por ultimo el estadio I con un 4,8%, estos resultados
concuerda con otros estudios publicados, por lo que es necesario
diagnosticar este tipo de tumor en estadio precoces, ademas de concienciar
a la poblacion que acuda a las revisiones odontoldgicas anuales
(3,4,284,287,309-311). En cuanto a la asociacion de los estadios con el
sexo, la localizacion, habito tabaquico, tratamiento con QTP y recurrencia
de la enfermedad, tan s6lo hemos encontrado diferencias estadisticamente
significativas con la QTP y la recurrencia de la enfermedad, es decir, que
los pacientes que reciben mas tratamiento con QTP, presentan estadios mas
avanzados y los pacientes que tienen mas recidivas son pacientes con

estadios avanzados, lo cual es 16gico sin pensamos en dicha asociacion.

La cirugia y la RTP son los métodos mas empleados en el tratamiento del
COCE, aunque la QTP también se emplea en algunos casos, sola o en
combinacion con la RTP. En nuestra serie de casos todos los pacientes
recibieron RTP, con una media de sesiones de 33,27, con un rango de 30-
37; el 80,7% lo combinaron con QTP y el 57,8% recibieron cirugia pre-

RTP (49,50).

No hemos encontrado ninguna otra asociacion con ninguna de las otras

variables clinicas estudiadas.
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5.3 Situacion oral del paciente antes de empezar el

tratamiento

Todos los pacientes que vayan a ser sometidos a tratamiento con RTP de
cabeza y cuello deben presentar unas condiciones orales Optimas para asi
reducir el nimero de complicaciones durante el proceso de la RTP

(312,313).

En nuestro caso, un 57,8% necesitaron realizarse una higiene dental
antes de empezar dicho tratamiento frente a 42,2% que no lo necesitaron,
estos resultados parecen ser contradictorios, pero realmente casi todos los
pacientes vienen con una higiene oral pésima y un estado bucodental
deteriorado por lo que la mayoria de los dientes necesitan alguna extraccion

dental.

Las necesidades de tratamiento son elevadas, el 72,3% de nuestros
pacientes requirieron al menos una exodoncia con una media de 0,72
dientes. Tenemos un porcentaje elevado respecto a otros autores como
Eptsein et al. (303) con un 68%, Sulaiman et al. con un 41.18% (275),
Jham et al. (309) con un 50.2% aunque existen otros autores como Bonan
et al. (297) que presentan porcentajes superiores a nuestros resultados
(82%), es decir el rango oscila desde 68% al 82%, estando nuestros

resultados dentro del mismo.

Las causas fundamentales de extraccion fueron en el 62,7% enfermedad
periodontal seguido de restos radiculares con el 81,9%, el 61,5% por caries;
en cuanto a la enfermedad periodontal nuestro resultado coincide con los
recogidos por otros autores. Respecto al porcentaje hallado en restos
radiculares y en caries, son muy superiores a los encontrados en la

literatura (275,309) ello puede ser debido a que en los rangos de edad en
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que nos movemos, la costumbre de acudir a la consulta de odontologia en

nuestra zona sea escasa.

Los pacientes con COCE presentan habitos de higiene oral inadecuados
y se ve reflejado en las publicaciones de diversos autores (289,314,315).
Diversos trabajos como los de Velly et al. (316), Zheng et al. (317) o Maier
et al (318) reflejan una relacion estadisticamente significativa entre una
higiene oral deficiente y la presencia de cancer; se cree que de este modo
los agentes carcinogénicos tienen una accion mas persistente en la mucosa

tras no existir una correcta higiene dental (316).

En nuestro grupo de pacientes valoramos la higiene oral siguiendo el
indice de Silnesloe (271), encontramos que el 37,3% presentaban placa
abundante en esta misma zona del diente e incluso cubriendo el diente
adyacente (Grado 3) y un 53% una acumulacion moderada de placa en area
gingival que es apreciada a simple vista (Grado 2) frente al 6% que
presentaba placa no visible pero, que puede extraerse del tercio gingival del
diente con ayuda de una sonda (Grado 1) y el 3,6% que presentaba ausencia
de placa dental (Grado 0). Por todo ellos podemos concluir que existe una
relacion entre la aparicion de cancer oral y higiene oral deficiente, tal y
como lo avalan otras series (289,314-316). Ademas hemos encontrado una
relacion estadisticamente significativa (p=0,000) al relacionar la cantidad
de dientes a extraer y la higiene oral (aspecto, por otro lado, 16gico), por lo
que sabemos que cuanto peor es la higiene oral mayor es la media de
exodoncias; y asi aquellos pacientes que muestren higiene oral deficiente
son candidatos a extracciones previas al tratamiento con RTP

(276,277,289).
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Es necesario esperar un minimo de 2 semanas entre la extraccion y el
inicio de la RTP para disminuir la aparicion de ORN (84,94,274,277)
aunque otros autores dicen que si se trata de procedimientos quirurgicos
complejos se debe esperar de 4 a 6 semanas (5,276). Nosotros creemos, en
base a los resultados de nuestro estudio, que se deberia esperar de 4-6
semanas, ya sea una exodoncia simple o un procedimiento complejo, ya
que disminuimos las probabilidades de que se provoque una complicacion

durante el tratamiento con RTP.

Tan solo el 39,8% de los pacientes necesitaron al menos un tratamiento
conservador, ya que la mayoria de nuestros pacientes tienen una higiene
oral deficiente y cualquier diente con pronoéstico cuestionable, es decir, que
sea un posible fracaso a medio-largo plazo y que provocaria un aumento de
las complicaciones, se extrac. Este resultado es superior respecto a
estudios previos, que presentan porcentajes mas bajos (296,309). Sin
embargo en el trabajo de Locckart et al. (314), el 49% requerian al menos
de obturaciones dental, similar a la obtenida por nosotros y en el estudio de

Martinez et al. el 41,23% necesitaba al menos una obturacion (315).

No hemos podido comparar la produccion de saliva en reposo y
estimulada antes del inicio de la RTP con otros autores ya que ninguno
evalua la cantidad de saliva previa al tratamiento con RTP. Creemos que es
necesario cuantificarla ya que si existe una xerostomia previa debemos

tratarla para evitar complicaciones durante la RTP.

El porcentaje de sobreinfeccion por hongos antes de iniciar el
tratamiento con RTP fue de un 45,8%. Este resultado es superior al de
Jham et al. (309), con un 15%, probablemente esto se deba a que la

mayoria de las series consultadas so6lo hacen cultivo durante y post-RTP;
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por otro lado encontramos en el trabajo de Arash Azizi et al., un 50% de los
casos con sobreinfeccion antes del tratamiento con RTP, siendo muy
similares a los encontrados en nuestro estudio (319). Es necesario eliminar
la sobreinfeccion candididsica antes de comenzar el tratamiento con la
RTP, ya que a medida que aumenten las sesiones de RTP, el flujo salival se
ve reducido y son mdas susceptibles a infecciones orales y bacterianas.
Existe una correlacion inversa entre la tasa de flujo salival y los recuentos

de Céndida en la saliva (320,321).

5.4 Situacion oral del paciente durante el tratamiento

Los pacientes que van a recibir RTP sufren principalmente tres
complicaciones agudas que le provocan incapacidad funcional y poder
desarrollar una vida normal, que son la mucositis, la radiodermitis y la
xerostomia (322). Debemos de hacer un control semanal, es decir, debemos
ver al paciente una vez a la semana durante las 8 semanas que suele durar
el tratamiento. La principal sintomatologia aparece tras la quinta dosis de

radiacion y pueden durar hasta un mes post-tratamiento (323).

Una de las primeras complicaciones de la RTP es el desarrollo de
mucositis, los tejidos blandos tras una semana o dos de irradiacion muestra
cierto grado de eritema. A medida que la radiaciéon continua, la mucosa
puede exhibir un grado variable de descamacion y ulceracion franca, lo que
produce dolor y disfagia, lo que hace que los pacientes consuman una dieta
blanda que conduce a una pérdida de peso y malnutricion significativas
(324). El desarrollo de la mucositis depende de la dosis de radiacion, la
localizacion del tumor y el grado de higiene oral. La mucositis puede

ocurrir en cualquier lugar donde haya mucosa oral incluyendo la cavidad
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oral, el esofago, la laringe y la faringe, clinicamente, la mucositis oral se
produce debido al adelgazamiento epitelial y la vasodilatacion. Esto puede
provocar ulceras o llagas en la boca, desprendimiento del epitelio y
formacion de costras en los labios. La mucositis oral causa dolor y aumenta
el riesgo de desarrollar una infeccion sistémica por infeccion bacteriana,

fingica o viral en la boca (288).

En nuestro estudio hemos podido observar que la mayor prevalencia de
mucositis la encontramos en la quinta y sexta semana de tratamiento,
concretamente en el grado 2, con 45,5% y un 43,6% respectivamente, por
lo que se manifiesta que la mucositis es dosis dependiente. Hemos
encontrado pocos casos con grados severos de mucositis, tan s6lo un 2,6%
presentaba Grado 4 en la sexta semana y un 4% en la séptima semana con
un Grado 4 de mucositis. Nos ha sido dificil comparar nuestros resultados
con otros trabajos, ya que la mayoria de articulos, analizan la mucositis de
forma global a lo largo de todo el tratamiento, donde se muestra la
prevalencia alta de la misma a lo largo del tratamiento, oscilando desde el
26% al 99%; pero no analizan el desarrollo de dicha manifestacion
semanalmente para ver su evolucion en cada semana tal y como reflejamos
en nuestro trabajo, siendo en nuestro caso una prevalencia de 87,57%
(282,325-329). Por otro lado, encontramos porcentajes muy elevados que
van del 90 al 100% (330) y Stephen Sonis et al. recoge un porcentaje en
torno al 97% (331). Autores como D.E. Peterson et al., Stephen T. Sonis et
al. hablan de un mayor numero de casos de mucositis presentes entre la 2% y
4* semana de la RTP, sin embargo en nuestro estudio hemos visto que los
mayores casos de mucositis los hemos encontrado a partir de la 4* semana,

a medida que se acumula la dosis de irradiacion.

169



PAULA BONAR ALVAREZ

La xerostomia es responsable de los problemas mas frecuentes y
duraderos del tratamiento del cancer, ya que la funcion de las glandulas
salivales raramente se recupera (332). A medida que aumentan las semanas
de tratamiento hemos encontrado una reduccion de las tasas salivales de
nuestros pacientes, tanto en la saliva en reposo como en la estimulada, esto
se debe a la degeneracion progresiva del epitelio acinar, acompafiada de
una fibrosis intersticial a medida que avanza el tratamiento. Los resultados
mas bajos de tasas salivales los hemos encontrado en las ultimas semanas
de tratamiento, donde los valores medios fueron, en la 6* semana, TSG-I
16,69mm y TSG-II 33,80mm, y en la 7° semana, TSG-I 17,64mm y TSG-II
28,81mm. Muchos articulos de la literatura muestran también una
reduccion significativa del flujo salival a medida que va avanzando el
tratamiento de RTP, sin embargo, es dificil compararlos entre si y con
nuestro estudio puesto que se han utilizado diversos métodos para la

recoleccion de saliva (333-335).

Los pacientes de nuestro estudio recibieron una dosis de irradiacion que
oscilo entre los 64,00 Gy y los 74,00 Gy. Con estas dosis de radiacion
recibida todos los pacientes del estudio presentaron una disminucion de la
secrecion salival con la consiguiente sintomatologia acompafiante. No
existe uniformidad entre autores para saber cudl es la dosis a partir de la
cual aparece la xerostomia. Para Rubin y Cassaret et al. (336) la
disminucion de la secrecion salival se establece con dosis de radiacion de
70 Gy; para Mira et al. (337) y Mossman et al. (338) la sintomatologia
aparece con dosis entre los 60-65 Gy y finalmente para Eneroth et al. (339)
la xerostomia se establece con dosis de 40 Gy. Rubin y Cassaret et al. (336)
observaron que a partir de la tercera semana de tratamiento la xerostomia es

continua y estd totalmente establecida. Una vez finalizado la RTP, la
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secrecion salival raramente vuelve a los valores iniciales (340), incluso
después de haber pasado mas de 5 afos de haber finalizado el tratamiento

(341).

Existe una relacion estadisticamente significativa (p=0,008) en la
reduccion de la tasa salival media, viendo que la saliva sufre una
disminucion de la media progresivamente desde el inicio hasta el final del
tratamiento, concretamente hasta la 7* semana; ademas hemos visto una
relacion estadisticamente significativa entre las tasas salivales y la
positividad para candida, a partir de la sexta semana de tratamiento, por lo
que queda reflejado la clara relacion que existe entre la disminucion de la
saliva y la prevalencia de candidiasis, debido a que la composicion de la
saliva también cambia, encontrdndose un aumento de la viscosidad,
reduccion de la capacidad tampon, alteracion de la concentracion de
electrolitos y cambio de los sistemas antibacterianos inmunes y no inmunes
por lo que se traduce en un aumento en la susceptibilidad a la candidiasis
(342). Nuestros resultados son comparables con el estudio de Arash Azizi
et al. que encontro diferencias estadisticamente significativas en los
recuentos de Céandida antes y después de 4 semanas de RTP, por lo que el
aumento de las infecciones por candida en pacientes sometidos a RTP de
cabeza y cuello es el resultado de una disminucion en las tasas de flujo
salival; concretamente la dosis de >50 Gy daran como resultado un dafio
permanente de la glandula salival y sintomas de sequedad oral, la

disfuncion es grave y permanente (319,343).

La xerostomia y los irritantes locales cronicos pueden alterar las
membranas de las mucosas orales, predisponiéndolas a la colonizacion e
invasion por especies de Candida (344) que se considera tradicionalmente

como saprofito de la cavidad oral, (5) pero los cambios en la flora
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bacteriana, a menudo acompafian estas situaciones, y brindan la
oportunidad para que las especies de Candida se multipliquen (344). En
pacientes irradiados, la infeccion clinica mas frecuente de la orofaringe es
la candidiasis (345,346). Hemos basado el diagnostico de sobreinfeccion
fungica en la presencia de signos clinicos, su confirmacion posterior
mediante cultivo y la observacion de que la candidiasis se resolvia al
administrar durante 4 semanas el tratamiento antifungico, como respaldan
otros estudios (5,347). En nuestro trabajo hemos observado que durante la
RTP el porcentaje de candisiasis aumenta, principalmente en la mitad del
tratamiento, con un porcentaje de 55,8%. Al comparar nuestros resultados
con otros autores, hemos encontrado prevalencias muy dispares, desde un
17-29% (80) y un 27% (348) pasando por un 34,7% (349) y un 37,4%
(288,328) hasta prevalencias muy superiores a las nuestras, en tornos al
80% (296,350-352), e, incluso, un estudio de Arash Azizi et al .indic6 una
prevalencia del 100% (319).

Quizas la complicacion menos estudiada en cuanto a prevalencia sea la
Radiodermitis. Existen actualmente pocos trabajos donde se evalue la
prevalencia de dicha afectacion durante el tratamiento con RTP en el
cancer de cabeza y cuello. En nuestro trabajo hemos estudiado esta
patologia, que suele ocurrir dentro de las 2-3 semanas posteriores al
comienzo de la RTP y, por lo general, se observa a niveles de dosis en la
piel de 20-40 Gy (353). Durante la RTP este porcentaje se ha visto
aumentado en las distintas semanas del tratamiento, alcanzando su pico
maximo en la 6* semana con un porcentaje del 41% en Grado 1y 35.9% en
Grado 2, sin embargo en la 5* semana encontramos menos porcentaje de
Grado 1 y Grado 2, siendo respectivamente de 30,2% y de 32,6% pero

encontramos un alto porcentaje de Grado 3, con un 9,3%. En cuanto a la
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prevalencia total, hemos de decir que fue de 80,86%y encontramos que en
otros estudios presentan una prevalencia del 80-90% de radiodermitis
durante el tratamiento con RTP (353), y hasta de un 95% (354) mientras
que nuestros niveles de radiodermitis en grado 3 (9,3%) han sido muy
simulares segun los descritos en la literatura con un 10-15% (355,356). Es
importante destacar que la severidad de la radiodermitis depende de la
energia del haz, dosis por fraccion, duracion del tratamiento, aplicacion de
impulso, sitio de tratamiento y otros factores especificos del paciente como

tipo de piel o los factores de riesgo como la diabetes (357).

5.5 Situacion oral del paciente después del tratamiento

Después de la finalizacion de la RTP, las complicaciones agudas
generalmente comienzan a resolverse. Los pacientes deberian continuar
siguiendo un régimen de autocuidado de salud oral para mantener los
dientes y las encias saludables y para facilitar la reparacion de cualquier
dafio oral residual. Las sesiones de consejeria dietética adicionales pueden
ser apropiadas para pacientes que deben hacer adaptaciones dietéticas a
largo plazo para acomodar cambios permanentes a su cavidad oral
producidos por cirugia y radiacion; ademas debemos de estar en alerta ante
cualquier signo o sintoma de recurrencia de la enfermedad (358). Por todo
ello, se debe hacer un seguimiento post-tratamiento, para intentar paliar

dichas dolencias.

El bienestar del paciente irradiado viene condicionado por una
complicacion aguda del tratamiento con RTP, fundamentalmente Ia
Xerostomia; ya que predispone a los pacientes a una microflora oral

alterada con mayor cantidad de bacterias virulentas y actividad fungica
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(359). Por otro lado, si lo sumamos a la presencia de mucositis y la
dificultad para la masticacion y deglucion, y al tratamiento con RTP y
QTP, se produce una situacion de fatiga que hace que estos pacientes no
acudan regularmente a los controles y que abandonen sus habitos de

higiene bucodental (360).

Aunque la mucositis sea una complicacion aguda en la RTP, en nuestro
estudio hemos visto que se reduce al 100% a los 36 meses post-radiacion,
siendo desde el 6° mes post-RTP una prevalencia baja del 2,6%, es decir,
un eritema. Nuestros resultados concuerdan con lo publicado, a partir de la
4* semana post-tratamiento, el 90-95% de los pacientes muestran una
resolucion completa de la mucositis y el dolor de garganta esta ausente o es

minimo (64,361-362).

En cuanto a la Radiodermitis, vemos que a partir del sexto mes post-
tratamiento, el 100% de los pacientes presentan una curacion total, sin
embargo, no hemos podido comparar nuestros resultados con otros trabajos
ya que en ninguno estudia la prevalencia de la radiodermitis en cancer de

cabeza y cuello hasta 36 meses después del tratamiento con RTP.

Al remitir la mucositis, la mucosa no estd tan expuesta a agentes
externos por lo que los niveles de candidiasis deberian ser menores, y
nuestros resultados asi lo reflejan, tras 12 meses sin tratamiento solo el
18,4% de los pacientes presentaban candidiasis frente al 81,6% que dio
resultado negativo. En base a los resultados del presente estudio creemos
que la disminucion de las infecciones por Candida, en pacientes sometidos
a RTP de cabeza y cuello, es el resultado de una disminucion en las tasas de

flujo saliva, por lo que se produce un equilibrio en la flora bacteriana.
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La Xerostomia es una de las secuelas mas frecuentes de la RTP de
cabeza y cuello ya que las glandulas salivales son 6rganos radiosensibles.
Una reduccion en la calidad y cantidad de saliva también conduce a un
desequilibrio en la microbiota y la consiguiente aparicion de enfermedades
(363-365). En el presente estudio, el 100% de los pacientes fueron
irradiados con una dosis superior a 50 Gy, por lo que implica un mal
prondstico con respecto al regreso de la funcion glandular normal. Sin
embargo, nuestros resultados mostraron un aumento en secrecion salival
con aumento post-RTP; a medida que aumentan las semanas, el flujo de las
glandulas salivales también aumenta y por tanto mejoran los niveles
salivales tanto en reposo como en estimulacion; si nos fijamos en los
resultados al mes de terminar la RTP, tenemos una media de TSGI de
17,25mm y de TSG II de 33,30mm pero a los 12 meses post-RTP, se
consigue aumentar la media de TSG-I con 26,39mm y de TSG-II con

45,08mm.

Paralelamente vemos que a los 2 y 3 afos post-RTP los niveles salivales
de TSG-I aumentan frente al afio de terminar la RTP; no sucede lo mismo
con TSG-II que disminuye debido a la atrofia de las glandulas salivales
donde la saliva es espesa y viscosa; podria ser debido a que la afectacion de
la irradiaciéon que se produce en estas glandulas no es una afectacion
homogénea, es decir, hay zonas en las cuales puede existir una
desestructuracion total del tejido glandular y sustituciéon del mismo por
tejido fibroadiposo y otras zonas en las que Unicamente aparece una
alteracion minima del tejido glandular (366). Esta distribucion irregular del
dano glandular ya habia sido descrita por otros autores como Fajardo y
Berthrong et al. (367) y Harwood et al. (368). Una vez finalizado la RTP la

secrecion salival raramente vuelve a los valores iniciales (340), incluso
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después de haber pasado mas de 5 afios de haber finalizado el tratamiento
(341). Asi lo podemos comprobar con nuestros resultados, viendo que a los
tres afios los niveles salivales no se restablecen, mejoran, pero nunca

vuelve a ser lo iniciales.

Se siguieron los criterios de Sulaiman et al y Jansma et al. para la
realizacion de las extracciones post-tratamiento; es necesario demorar toda
cirugia 18 meses post-RTP para disminuir el riesgo (274,275), por lo que
en nuestros pacientes tras 18 meses de RTP, hemos tenido que realizar en el
51,4% al menos una extraccion después de recibir dicho tratamiento,
mientras que el 48,6% no hay necesitado extracciones. Este porcentaje tan
alto de pacientes al que hay que hacer al menos una extraccion dental post-
RTP, muestra la falta de colaboracion durante el tratamiento; la ausencia de
higiene dental sumado a la alteracion cuantitativa y cualitativa de la saliva
hacen que estos pacientes presentan un deterioro completo de la corona del
diente derivado de las caries post-irradiacion que se inician a los tres meses

de finalizar la RTP.

La ORN puede llegar a ser la complicacion mas grave de la RTP (81). La
ORN se origina como consecuencia de una reduccion de la vascularidad del
periodonto, periostio y hueso que ocasiona un tejido hipovascular,
hipocelular ¢ hipdxico, donde la capacidad de reparacion y regeneracion

Osea esta severamente comprometida (83-85) .

Un tercio de los casos de ORN se producen espontdneamente aunque la
mayoria de los casos suceden por exodoncias de dientes durante la RTP, o
por un tiempo insuficiente de curacion después de extracciones pre-RTP.
Sin embargo, la literatura muestra resultados indeterminados sobre

exodoncias realizadas antes y después de la irradiacion o en ambos (369).
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Segun Starcke y Shannon et al. , Murray et al., Makkonen et al., cuando se
realizan correctamente las exodoncias pre-RTP y se espera el tiempo
adecuado, no se ve un aumento significativo del riesgo de ORN (93-95). En
nuestro estudio, los 5 casos (33,3%) que desarrollaron ORN, en el lugar
donde se habian hecho las extracciones, fue debido a que el tiempo entre la
extraccion y el comienzo del tratamiento con RTP, fue menor a tres
semanas por lo que no habia un cicatrizacion de la zona de extraccion. Al
contrario que lo recogido en la literatura, nuestro porcentaje es menor
(26,7%) cuando las extracciones las realizamos 18 meses después del
tratamiento, ya que la mayoria de los autores han demostrado una mayor
tasas de ORN cuando se eliminan los dientes post-RTP (370,371) pero
pocos estudios muestran mayor riesgo de desarrollo de ORN cuando las

exodoncias se realizaron antes del tratamiento de radiacion (275,372).

La dosis de radiacion es un factor importante para el desarrollo de ORN;
cuanto mayor sea la dosis administrada, mayor es el riesgo de desarrollar
ORN (96,370,373). Todos nuestros pacientes recibieron unas dosis
superiores a los 65 Gy, por lo que existe una mayor incidencia de
osteoradionecrosis (99,374,375). Concretamente el estudio de Tsai et al.
sugiere que la reduccion de la dosis de radiacion inferior a 50 Gy puede

disminuir el riesgo de ORN (376).

Nuestros resultados los podemos comparar con los encontrados por
Regezi et al. (372) que encontraron un 2% en 49 pacientes antes de la
irradiacion y un 0% en 10 pacientes irradiados tras extracciones dentales;
asimismo Sulaiman et al. (275) evaluaron 77 pacientes pre-RTP con 197
dientes extraidos, y 107 pacientes irradiados en los que se realizaron 330
exodoncias y encontraron una incidencia de ORN de 2,6% asociada a

extracciones pre-RTP y un 1,8% asociada a extracciones post-RTP; por
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otro lado, Owosho et al.encontr6 in incidencia de 4,3% en una muestra de
1023 pacientes durante un periodo de 10 afos (377) e Igor-Figueiredo
Pereira et al. analiz6 la prevalencia de ORN a 10 afios en 413 pacientes y
encontrd solo un prevalencia del 9,7% (378). Nuestros resultados son
superiores a los encontrados en la literatura, donde se recoge una incidencia
entorno al 5-10% (97,377); como ya comentamos en los resultados, este
porcetaje alto de ORN, se debe a que solo pudimos valorar la ORN en 37

pacientes.

En definitiva la extraccion dental es el principal factor de riesgo para el
desarrollo de ORN (84,370,371,379), por lo que, ya sea por extracciones
previas o posteriores al tratamiento con RTP, estos pacientes deben
protocolizarse y tener un cuidado dental 6ptimo durante y después de todo

el tratamiento.

En cuanto a la localizacion, el 80% de nuestras necrosis se encontraron
en la mandibula, donde la vascularizacion es deficiente y la densidad d6sea
alta (90,380,381) y el 80% de ellas también fueron una vez terminado el
tratamiento con RTP sabiendo que el tiempo medio desde finalizacion de la
RTP para el desarrollo de ORN, como se informa en la literatura, varia de

22 a 47 meses (382,383).

No hemos encontrado una asociacion significativa entre la incidencia de
ORN en pacientes fumadores y que consuman alcohol, sin embargo la
literatura recoge que la ORN es dos veces mayor en pacientes dentados
aunque la mala higiene bucal y el uso continuado de alcohol y tabaco

también pueden conducir a su rapida aparicion (96,378).

Hemos encontrado una relacion estadisticamente significativa, en estos

pacientes que presentan ORN a los tres meses después de terminar la RTP
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y sus niveles estimulados de tasa salival, siendo mayores los niveles
estimulados de saliva en los pacientes que presenta necrosis que en los que
no presentaban necrosis, por lo que entendemos que la propia lesion podria

ejercer de estimulador salival.

Después de 2 afios de seguimiento, tan so6lo 32 (38,6%) de los pacientes
acuden a seguimiento de los 83 iniciales, y seguidamente a los tres afios,
hemos podido evaluar sdlamente a 23 pacientes (27,7%). Las perdidas
vienen dadas por falta de colaboracion por parte del paciente oncoldgico y
también por una baja supervivencia del cancer de cabeza y cuello. La tasa
de supervivencia a los 5 afios es del 80% en estadios iniciales, 40% en
neoplasias con afectacion regional, y menos del 20% para pacientes con

metastasis a distancia (101).

En cuanto a la recurrencia de enfermedad, hemos visto que el 54,2% ha
tenido una recidiva del tumor primario, datos que concuerdan con lo
recogido en la bibliografia, ya que la recidiva en pacientes que han
padecido un COCE es generalmente de un 75% durante el primer afio, por
ello las revisiones mensuales durante el primer afio son esenciales para
prevenir recurrencias. No es hasta el quinto afo libre de cancer cuando las
revisiones pueden hacerse anualmente (56). En definitiva, la tasa de

supervivencia a los 3 afios fue de un 47%.

La media de supervivencia de los pacientes no disminuyo
significativamente a medida que el estadio clinico de la lesion avanzaba
aunque en la literatura estd recogido que la presencia de metastasis
ganglionares es uno de los factores pronodsticos mas importantes para el

prondstico del paciente, reduciendo la supervivencia hasta el 50% (41).
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5.6 Deteccion de la metilacion en el cancer de cabeza y cuello

La metilacion del ADN puede ser utilizada como biomarcador para el
diagnoéstico precoz del cancer de cabeza y cuello, asi como para la

clasificacion, el pronostico y el tratamiento del cancer (164-167,180).

Tanto las cantidades como las calidades de ADN obtenidas en nuestro
trabajo han sido adecuadas, en la mayoria de los casos dptimas, para poder

realizar el estudio de metilacion de los diversos genes.

El método de extraccion de ADN mediante el enjuague bucal, es una
herramienta diagndstica util para el campo del cancer de cabeza y cuello,
asi lo ratifican otros trabajos. Khare et al., tras realizar enjuagues salivales
en sus muestras, obtuvieron un cantidad de ADN de 48,4 + 8,2 (g/ml) y en
la sangre fue 142,5 + 45,9 miligramos/ml (mg / ml). La pureza del ADN
obtenido seglin la evaluacion de la relacion de la densidad optica 260/280,
se encontro que era Optima en 45% (9 de 20) de las muestras salivales
(384), asi como otros autores como Rogers et al. quienes compararon 4
métodos de recoleccion de ADN y demostraron que el enjugue oral y la
técnica de enjuague oral usando el kit Orange®, ofrecen mejor calidad y
cantidad de ADN que la citologia exfoliativa y el frotis (385). Asimismo
Hansen et al. compar6d 3 métodos de recoleccion de ADN y demostraron
que el enjugue oral mantenido en Orange® ofrecen mejor calidad y

cantidad de ADN que la citologia exfoliativa, el frotis y la sangre (386).

En cuanto a la extraccion de ADN, observamos que el enjuague bucal
proporciona suficiente cantidad y calidad de material para su analisis
molecular en los pacientes sanos y con tumores, si bien la calidad del ADN
en los pacientes irradiados disminuye de una manera estadisticamente

significativa con respecto a los niveles pre-RTP. Representa una alternativa
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no invasiva a las pruebas de suero siendo una modalidad eficaz para el
diagnostico y la prediccion del pronostico de diversas enfermedades como
el cancer oral, asi como para controlar el estado después del tratamiento del

paciente.

La investigacion ha demostrado que varios genes supresores de tumores
pueden ser inactivados no so6lo por mecanismos genéticos como
delecciones o mutaciones puntuales, sino también por metilacion o
mecanismos epigenéticos similares (387). Por lo tanto, la presencia de
metilacion podria usarse como un factor de riesgo para la deteccion de este
tipo de cancer (245,388,389). En el presente estudio, evaluamos la utilidad
de la deteccion de la metilacion del promotor utilizando 5 genes (pl6,
MGMT, TIMP-3, DAPK1, CCND2), para detectar el cancer de cabeza y
cuello y comparar estas 78 muestras con una poblacion normal como

control.

De los 23 pacientes controles estudiados, hemos encontrado metilacion
del gen MGMT en 1 caso y metilacion de DAPKI1 en 7 casos sanos.
Mientras que en 43 muestras de casos pre-RTP, hemos encontrando un
tasas bajas de metilacion pre-RTP en los genes como, MGMT
(7%) ,CCND2 (9,2%), TIMP-3 (9,3%), DAPK1 (14%), pl6 (37,2%) y
post-RTP las tasas de metilacion fueron sensiblemente diferentes a las
iniciales, recalcando un aumento de la metilacion especialmente en TIMP-3
(31,6%) y no hubo una disminucion drastica de la metilacion del pl6
después de todo el tratamiento, obtenido una metilacion del 25,8%; bien es
cierto que encontramos niveles bajos de MGMT (2,9%), DAPK1 (6%) y
CCND2 (6%). No hemos encontrado grandes diferencias significativas
comprando la metilacion antes y después del tratamiento con RTP, ni

tampoco con los controles.
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Solamente hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas
al comparar el estado de metilacion pre-RTP de los 43 pacientes con los 23
controles con el gen P16, presentando metilacion 16 de ellos frente a 0 de
los controles. No se han encontrado otras asociaciones respecto a la
metilacion pre y post y los Gy recibidos, localizacion del tumor, habitos

toxicos (alcohol y tabaco).

En estudios recientes se han encontrado tasas de metilaciéon anormal en
saliva, aunque los porcentajes de metilacion sean mayores que los
encontrados en nuestro estudio, hay que fijarse en el nimero de casos
estudiados que es significativamente menor, por tanto, en nuestro estudio se
refleja mayores tasas de metilacion en el momento del diagnostico del
tumor en el ADN salivar. En este trabajo de Rosas et al. (205) se encontro
metilacion de pl6 en 11 casos de 14 (79%); en DAPKI1, 6 casos de 10
(60%); y en MGMT, 4 casos de 7 (50%); asimismo en el trabajo publicado
por Luca Morandi et al se estudian 11 casos de COCE y tan solo se
encuentra metilacion de p16 en 1 sélo caso, con un porcentaje del 9% de

metilacion, inferior a lo encontrado en nuestro trabajo (390).

Por otro lado, existen otros estudios donde el numero de casos es
significativamente mayor a nuestro estudio, como en el trabajo de Sun et al.
donde analiz6 185 muestras salivales de pacientes con tumores de cabeza y
cuello, encontrando tasas de metilacion superiores a las nuestras en los
genes como MGMT (22,1%), TIMP-3 (20,5%), DAPK1 (14%) e inferiores
a las nuestras en p16 con una tasas de metilacion de 7,6% antes de empezar
dicho tratamiento (255). Asimismo en el trabajo de Nayak et al. (391)
encontraron un porcentaje alto de metilacion de DAPKI1, 74,2% (92 de
124) y TIMP-3 de 71,8 (89 de 124), siendo superior a lo encontrado en

nuestro trabajo antes de iniciar el tratamiento con RTP.
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Quizas otra manera de analizar las tasas de metilacion en este tipo de
pacientes seria analizar el ADN tumoral, tras la reseccion quirargica, como
realizan en los trabajos de Tamandani et al. (236) donde en 76 casos
encuentran metilacion del gen MGMT en un 73,7% de los tumores,
porcentaje de metilacion superior al encontrado en nuestro estudio, es asi,
que identifican la metilacion de este gen como un factor pronostico en los
pacientes con cancer oral. Algunos autores han informado hallazgos
similares para los pacientes con cancer de cabeza y cuello (208,210);
concretamente en el estudio de Stefano Pierini et al. (218) encontro
metilacion del MGMT en el 60,8% de las muestras analizadas; sin embargo
otros autores como Taioli et al. demostraron que la metilacion del promotor
MGMT tiene una asociacion significativa con un mal prondstico en
pacientes con COCE (217). Asimismo en el andlisis de 90 muestras de
tumores de cabeza y cuello durante la extirpacion de ese tumor se
encontraron las siguientes tasas de metilacion, TIMP-3 (46%), MGMT
(29%), p16 (29%) y DAPK1 (27%) siempre superior a las encontradas en
la ADN salival.

Zuo et al. (239) analiza 94 muestras de tumores de cabeza y cuello sin
tratamiento previo de QTP y RTP donde encuentra una metilacion de
MGMT del 18,1%, (17 casos) muy superior a la encontrada en nuestro
trabajo; por otro lado en un estudio en poblacion indl se reveld una alta
frecuencia de metilacion de dicho promotor (41%) involucrando a 99 casos

de cancer oral (191).

Por su parte Taoli et al, (217) sigue encontrando niveles superiores a los
de nuestro estudio en cuanto al gen MGMT, con un 29,6% de metilacion en
muestras de tumores (26/88), sin embargo encontraron niveles bajos de p16

metilado 12,1% (7/61) siendo esto inferior a lo encontrado en nuestra serie
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de casos antes de someterse a tratamiento con RTP, al igual en el esudio de
Lingbao et al. (208), donde de 100 casos de tumores de cabeza y cuello,
encuentran metilacion de pl6 en 27 (27%) muestras. Existen multiples
estudios donde se analizan las muestras de tumores de cabeza y cuello, si
seguimos revisando otros estudios encontramos el de Calmon et al, donde
se analizaron 43 muestras, y se encontraron valores superiores a nuestro
trabajo, p16, con una metilacion de 63% (27/43) y DAPK1 con un 81,3%
(35/43) (212).

Asi mismo Joanna Katarzyna Strzelczyk, et al. encontrd en muestras de
tumores, concretamente en 75 muestras, porcentajes de metilacion
superiores a los encontrados en nuestras muestras salivales, concretamente
para pl6 (58,67%) ;MGMT (58,67%) y TIMP-3 (50,67%) y en margenes
tumorales los siguientes resultados para p16 (50,67%); MGMT (37,33%) y
TIMP-3 (42,67%) (392).

Quizas todas estas diferencias en cuanto porcentajes de metilacion
previas al tratamiento podrian deberse a las diferencias entre las
poblaciones estudiadas, no olvidemos que los habitos poblacionales
cambian geograficamente y ello puede influir, como ocurre en otros tipos
tumorales, en los resultados de los estudios; asi como los distintos factores
etioldgicos, sin olvidar el material del que se parte para la obtencion del

material nucleico, y las técnicas utilizadas.

El trabajo de Sénchez Cespedes et al. (203) encuentra metilacion en
muestras de tumores de cabeza y cuello, con porcentajes para pl16 (27%),
MGMT (33%) Y DAP-K (18%), de acuerdo a lo encontrado en nuestra
serie, difiere un poco en los porcentajes de MGMT. En el trabajo de Wong

et al se demostré que CDH1, CDKN2B / p15, CDKN2A /pl16 y DAPKI1 se
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encontraron metilados en muestras de plasma de pacientes con carcinoma
de la nasofaringe, e incluso después del tratamiento, la metilacion todavia
se podia detectar, lo que demuestra que este analisis podria ser utilizado
como un marcador tumoral serolégico para la deteccion temprana de
recurrencia locorregional (247), asimismo lo describen Tan et al. propuso
que la presencia de metilacion de los promotores en margenes quirirgicos
de cancer de cabeza y cuello puede predecir recidivas locales realizando un

panel de tres genes (CDKN2A / p16, CCNA1 y DCC) (393).

Estos resultados estan de acuerdo con otro autores publicados (394) y el
rango de metilacion de pl6 va desde 9% al 63% (205,212). La metilacion
de p16 debe de inactivarse en el COCE. Asi mismo Rettori et al. encontrd
en muestras salivales un porcentaje de metilacion de p16 del 11,6%, antes
del tratamiento y después del tratamiento un 8,5% y 6 meses después del
tratamiento con RTP un porcentaje muy elevado de metilacion de pl16 de
un 47,6% por lo que nos indica que sigue metilado aun habiendo recibido
dosis de radiacion y por tanto es un gen util para detectar la recurrencia del

cancer y se asocia con una supervivencia deficiente (200,256).

En muestras de tumores de Laringe, Pierini et al encontrd una metilacion
elevada de p16, de 100 muestras el 47,4% presentaban metilacion de p16
(218). Si vamos a otras poblaciones como la India, en un estudio reciente
encontraron en resecciones de tumores una metilacion de dicho gen en el
47.8%, de 34 muestras analizadas, 32 tenian afectacion ganglionar y
metilacion del gen p16, por lo que su presencia en el tumor esta asociado a

un mal pronostico (395).

El silenciamiento epigenético de pl6 juega un papel importante en el

desarrollo temprano del cancer de cabeza y cuello y se correlaciona con un
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peor prondstico (265,266). En cuanto a pl6 se puede utilizar como un

biomarcador de baja supervivencia y metastasis (186,267).

Aunque los tejidos normales sanos no muestran signos de metilacion de
p16, los tejidos normales de pacientes fumadores que no presentan COCE a
menudo demuestran la metilacion de este gen (268), sugiriendo que la
metilacion de p16 puede ser un evento muy temprano en el desarrollo de
COCE (268). Por otro lado, en pacientes con leucoplasia, condicion
precancerosa, tras realizar el enjuague oral, se observd metilacion de pl6
en el 44% de los pacientes y la metilacion aument6 con el estadio de la
enfermedad (207). Asimismo en un estudio reciente la metilacion de p16 se

asoci6 con COCE avanzado y ganglio linfatico metastasico (396).

La metilacion de MGMT es muy elevada en casos de displasia de la
mucosa, con lo que se presenta en las fases tempranas de la carcinogénesis
(238) . Kordi-Tamandani et al.y Taioli et al.y Shaw et al.demostraron que
la metilacion MGMT podria considerarse un marcador de baja
supervivencia del cancer de cabeza y cuello (214,217,236). Ya Esteller et
al. encontré en 1999 patrones de metilacion aberrantes de este gen en un
tercio de los tumores, similares a hallazgos recientes en un nimero limitado
de cancer de cabeza y cuello (397). Por otra parte, Zuo et al. afirma que la
metilacion de MGMT se correlaciona con el pronodstico deteriorado y
aumento de recurrencias del tumor (239), asimismo Sun et al. lo
correlaciona en su estudio de 185 muestras salivales previas al tratamiento,
donde relaciona la presencia de metilacion de MGMT con una

supervivencia baja (255).

En nuestro estudio las muestras analizadas post-tratamiento tenian

niveles bajos de metilacion de MGMT, lo que se asocia a mal pronostico,
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ya que es un gen encargado de reparar el genoma cuando sufre dafio por
alquilacion, ya que es capaz de eliminar los grupos alquilo que se
encuentran en la posicion O6 de la guanina (192,197). Su silenciamiento
ocurre en etapas tempranas de la carcinogénesis (197) y esta relacionado
con un estado avanzado de la enfermedad, metastasis en los ganglios

linfaticos, un mal prondstico y baja supervivencia del paciente (197,238).

Existe una correlacion positiva entre la metilacion de DAPKI y la
presencia de metastasis en los ganglios linfaticos (203,212), confirmando
asi el papel de esta proteina en la diseminacion del tumor. Supic et al, en su
estudio, detectd la metilacion del promotor DAPKI1 en los margenes
quirtirgicos de los pacientes con carcinoma oral y se asocid
significativamente con la disminucion de la supervivencia global, lo que
demuestra la viabilidad de este marcador molecular para el prondstico
(235). Rettori et al. encontr6 en muestras salivales un porcentaje de
metilacion de DAPK1 del 8,2% antes del tratamiento con RTP y después
del tratamiento un 4,9%; 6 meses después del tratamiento con RTP un
porcentaje de 10,5 % por lo que nos indica que sigue metilado aun
habiendo recibido dosis de radiacion y por tanto es un gen util para detectar
la recurrencia de dicho cancer y se asocia con una supervivencia deficiente
(256), por otro lado Sanchez Cespedes et al encuentra metilacion en

muestras de tumores de cabeza y cuello del 18% para el gen DAPK1 (203).

Se ha demostrado que la metilacion del promotor de TIMP-3 es una via
hacia la carcinogénesis en los tipos de tumores pancreaticos, gastricos,

renales, cerebrales, colorrectales, pulmonares, de mama y otros (398-401).

En el cancer de cabeza y cuello, la metilacion del promotor TIMP-3 esta

elevada y estd altamente correlacionada con la metilacion DAPKI1, lo que
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implica una relacion funcional entre estos dos genes (391). Existe una
asociacion significativa entre la metilacion de TIMP-3 y una baja
predisposicion a la recidiva local. En un estudio de Rettori et al. se analizo
el gen TIMP-3, concretamente en muestras de saliva de pacientes que
habian tenido carcinoma de cabeza y cuello recogidas 6 meses después del
ultimo tratamiento curativo y se vid una menor recidiva local por tanto un
aumento de la supervivencia. El analisis multivariado confirmé por primera
vez, que TIMP-3 es un promotor de metilacion en el enjuague salival
posterior al tratamiento como un marcador de pronodstico de supervivencia
en pacientes con cancer de cabeza y cuello (256). Sun et al. (255) mostro la
deteccion de metilacion TIMP-3 en muestras de enjuagues salivales
recogidas en pacientes diagndsticados con cancer de cabeza y cuello y lo
relaciond con una superivivencia sin recidivas. Schutter et al.encontré que
la metilacion del promotor de TIMP-3 predice un mejor resultado en
pacientes con cancer de cabeza y cuello tratados solo con RTP (216). Por lo
que estos hallazgos justifican el uso de deteccion de metilacion en ADN
salivar como una herramienta para identificar y monitorizar grupos de
pacientes con cancer de cabeza y cuello con un alto riesgo de desarrollar

recurrencia local (258).

Tras comparar con otros autores se confirma que la metilacion de
DAPKI1 parece correlacionarse con la gravedad de la enfermedad y el

potencial de metastasis (216,218,261).

No hemos podido comparar nuestros resultados de metilacion de
CCND2 con otros autores, los estudios de este gen en el cancer de cabeza y
cuello son bajos. Por otro lado, en nuestro trabajo hemos visto que en
nuestros pacientes controles ninguno presentaban metilacion de dicho gen,

sin embargo en un estudio donde analizan 157 pacientes sanos, el 22%
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presentaban metilacion de dicho gen, siendo todos ellos pacientes no
fumadores (402) asimismo afirman que la metilacion de este gen puede
indicar a los sujetos que tienen predisposicion a desarrollar un céancer
aunque no tengan factores de riesgo como el tabaco. En el estudio de
Rettori et al, encontraron metilacion de dicho gen en 30% de los pacientes
sanos (donde analizaban 20 pacientes) (256). La inactivacion de CCND2
asociada con la metilacion aberrante del promotor se encontrd en diferentes

tipos de cancer, como la vejiga, la prostata y rindn (403-404).

De las 43 muestras estudiadas, tan so6lo hemos podido hacer el
seguimiento pre-post en 11 pacientes, de ahi, recalcar el bajo grado de
colaboracion de estos pacientes, ya que no siguen el seguimiento para
preveer complicaciones. De los 5 genes que hemos estudiado, no se
encontraron cambios pre/post en MGMT ni en TIMP-3. Si que
encontramos cambios en el gen pl6 y CCND2, principalmente han pasado

a una demetilacion, es decir de metilado a no metilado.

Por otro lado el gen que mas variabilidad ha tenido pre/post fue el
DAPKI1, algunos pacientes han sufrido una demetilaciéon y otros una
metilacion y sin embargo otros han mantenido sus niveles iguales. No
hemos podido comparar estos resultados con otros autores, ya que no
hemos encontrado otros trabajos similares donde hagan esta comparativa,
quizas para poder obtener resultados mas concluyentes se deberian de
aumentar la muestra pre/post pero resulta complicado por el bajo nivel de

colaboracion por parte de estos pacientes y su elevada mortalidad.

Decepcionantemente, la supervivencia no ha mejorado marcadamente en

las ultimas décadas porque los pacientes ain desarrollan con frecuencia
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recurrencias locorregionales, metastasis a distancia y segundos tumores
primarios (1). Por lo tanto, encontrar biomarcadores que puedan identificar
a los pacientes con alto riesgo de desarrollar recidivas locorregionales es

primordial (256).
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6. CONCLUSIONES

Un 72,3% de nuestros pacientes requirieron al menos una exodoncia
antes de inciar el tratamiento con RTP.

. Tras el tratamiento con RTP, al 51,4% de los pacientes ha requerido

la realizacion de al menos una extraccion dental.

La valoracion dental antes de empezar el tratamiento es fundamental
para disminuir el nimero de complicaciones a corto-largo plazo.

La mayor prevalencia de mucositis se situa entre la quinta y sexta
semana de tratamiento.

La prevalencia de Radiodermitis durante el tratamiento con RTP, fue
de 80,86%.

Existe una relacion estadisticamente significativa entre candidiasis y
la disminucion de la saliva durante la RTP.

Existe una relacion estadisticamente significativa entre la
disminucion de los niveles salivales de TSG-I y TSG-II antes y
después del tratamiento con RTP.

A los 3 meses de la RTP, los pacientes con ORN presentaban una
tasa se salivacion global estimulada inferior a los pacientes que no la
presentaban.

El 40,5% de los pacientes estudiados han desarrollado una necrosis
Osea tras tres afnos de seguimiento.

De los genes estudiados en el grupos de los casos todos sufren un
proceso de hipometilacion tras la RTP, expecto el TIMP-3, el cual
sufre hipermetilacion pasando del 9,3% pre-RTP al 31,6% post-RTP,
aunque sin difernecias estadisticamente significativas.

En el grupo de los controles, s6lo se determindé metilacion para
MGMT( 4,3%) y DAPK1(30,4%).

Con el tamafio muestral disponible, no existen diferencias
estadisticamente significativas entre el estado de metilacion pre y
post-RTP en casos y controles, ni tampoco relacion con los
parametros clinico-patolégicos.
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8.1 Anexo I Aprobacion del comité de ética

XUNTH DE GHL[CIH

DICTAME DO COMITE DE ETICA DA INVESTIGACION DE SANTIAGO-LUGO

Juan Manuel Vazquez Lago, Secretario do Comité de Etica da Investigacion de
Santiago-Lugo

CERTIFICA:

Que este Comité avaliou na sta reunion do dia 20/10/2014 o estudo:

Titulo: Patrén de metilacion en pacientes irradiados con céncer de cabeza y cuello
Promotor: Mario Pérez-Sayans Garcia

Tipo de estudo:Outros

Version:

Cédigo do Promotor: 699865781-06-14

Caodigo de Rexistro: 2014/304

E, tomando en consideracion as seguintes cuestions:

A pertinencia do estudo, tendo en conta o cofiecemento disponible, asi coma os
requisitos legais aplicables, e en particular a Lei 14/2007, de investigacion
biomédica, o Real Decreto 1716/2011, de 18 de novembro, polo que se establecen os
requisitos basicos de autorizacion e funcionamento dos biobancos con fins de
investigacion biomédica e do tratamento das mostras bioldxicas de orixe humana, e
se regula o funcionamento e organizacion do Rexistro Nacional de Biobancos para
investigacion biomédica, a ORDE SAS/3470/2009, de 16 de decembro, pola que se
publican as Directrices sobre estudos Posautorizacion de Tipo Observacional para
medicamentos de uso humano, e a Circular n® 07/2004, investigacions clinicas con
produtos sanitarios.

A idoneidade do protocolo en relacién cos obxectivos do estudo, xustificacion dos
riscos e molestias previsibles para o suxeito, asi coma os beneficios esperados.

Os principios éticos da Declaracion de Helsinki vixente.

Os Procedementos Normalizados de Traballo do Comité.

Emite un INFORME FAVORABLE para a realizacion do estudo polo/a
investigador/a do centro:

8. ANEXOS

Centros I Tnvestigadores Principais
niversi Tago de Compostela | Mario Perez-Sayans Garcia ]

En Santiago de Compostela, a 27 de outubro de 2014

O secretario

juan.manuel.
vazquez.
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8.2 Anexo II Protocolo pre , durante y post RTP

PRE-RADIOTERAPIA

PROTOCOLO DE RADIOTERAPIA

VALORACION DE LAS REPERCUSIONES ORALES EN PACIENTES SOMETIDOS A RADIOTERAPIA DE CABEZA
Y CUELLO.

FECHA: /200 N° HIST: /

APELLIDOS:

NOMBRE: FECHA NACIMIENTO: /9 SEXO: HO/M O
FOTOCOPIA DEL INFORME DEL ONCOLOGO: siONoO
ORTOPANTOMOGRAFIA: siONoO
EMISION DE NUESTRO INFORME TRAS TTO: sidNoO

DIAGNOSTICO DEL TUMOR:

LOCALIZACION: T: N: M: ESTADIO:

TRATAMIENTO QUIRURGICO:

TRATAMIENTO MEDICO ACTUAL:

QUIMIOTERAPIA: Si 0 /No . TTO QTP:

NUMERO DE SESIONES DE RTP:

R N N NN

SITUACION ORAL DEL PACIENTE PRE-RADIOTERAPIA

C: caries
-CPTIN 64 | 33 | 46 | 0:SANO. Higiene: | O buena E: endodoncia
1: SANGRADO. O normal P: periodontal
2: TARTARO. O deficiente X: ausente
3: BOLSA (3-6mm). O pésima I: incluido
4: BOLSA (>6mm). PF: protesis fija
X: SEXTANTE EXCLUIDO. O : obturado
- MID: mm. - Prétesis removible: Si 00/ No O. Tipo:
(Maxima distancia interincisal)
Nasion-Menton// Interincisivos
ESTADO INICIAL DE LA FUNCION SALIVAR
. TEST DE SALIVA GLOBAL INICIAL:
TSGI: mm. TSGII: mm.
= XEROSTOMIA (sensacion subjetiva): SI/NO O
FROTIS Y CULTIVOS DORSO LINGUAL
- FROTIS : POSITIVO O/NEGATIVO O FECHA DE LA TOMA: / /
= CULTIVO
+/- | AISLAMENTO E = FORMA CLINICA:
IDENTIFICACION:
24H
48 H (Subclinica, eri d t
T hiperpldsica. Aguda o crénica.)

FOTOS
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PRE-RADIOTERAPIA

v CUESTIONARIO CALIDADAD DE VIDA OIHP-14

PREGUNTAS Nunca Casi Ocasional | Bastantea | Muy a
(1) nunca (2) | mente (3) | menudo | menudo
@ (5

1.- (Ha tenido problemas al pronunciar algunas palabras debido
a problemas con sus dientes, boca o aparato de ortodoncia?

2.- (Ha notado que su sentido del gusto ha empeorado debido a
problemas con sus dientes, boca o aparato de ortodoncia?

3.- (Ha tenido molestias o dolores en su boca?

4.- ;Ha encontrado molestias al comer algun tipo de alimento
debido a problemas con sus dientes, boca o aparato de
ortodoncia?

5.- (Es consciente del problema que tiene con sus dientes, boca?

6.- (Se ha sentido tenso debido a problemas con sus dientes,
boca o aparato de ortodoncia?

7.- (Ha sido su dieta inadecuada por problemas con sus dientes,
boca o aparato de ortodoncia?

8.- (Ha tenido que interrumpir las comidas por problemas con
sus dientes, boca o aparato de ortodoncia?

9.- (Ha encontrado dificil relajarse por problemas con sus
dientes, boca o aparato de ortodoncia?

10.- (Se ha encontrado en alguna situacién embarazosa por
problemas con sus dientes, boca o aparato de ortodoncia?

11.- ¢(Ha estado un poco irritable con otras personas por
problemas con sus dientes, boca o aparato de ortodoncia?

12.- ;Ha encontrado dificultad para realizar su trabajo habitual
por problemas con sus dientes, boca o aparato de ortodoncia?

13.- (Ha notado que la vida en general es menos satisfactoria por
problemas con sus dientes,
boca o aparato de ortodoncia?

14.- ;Ha sido totalmente incapaz de llevar su vida normal por
problemas con sus dientes, boca o aparato de ortodoncia?
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PRE-RADIOTERAPIA

PLAN DE TRATAMIENTO

Férula para flior O
EXODONCIAS: n°
Obturaciones / endodoncias: n°O___ /n°E Fluorizacion topica_ 00
Otros:

Tartrectomia m}

VISITAS PRE-RTP

Se informa al paciente del plan de tratamiento antes de La radioterapia que consiste en un tratamiento conservador y de
exodoncias dentales segun los criterios de outros protocolos publicados en la literatura cientifica.

Firma Alumno Firma Profesor Firma Paciente
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DURANTE LA RADIOTERAPIA

SITUACION ORAL Y ESTADO DEL PACIENTE

ESTADO DEL PACIENTE 1*

ESTADO DEL PACIENTE 2*

ESTADO DEL PACIENTE 3*

ESTADO DEL PACIENTE 4*

ESTADO DEL PACIENTE 5"

ESTADO DEL PACIENTE 6"

ESTADO DEL PACIENTE 7*

ESTADO DEL PACIENTE 8*
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DURANTE LA RADIOTERAPIA

FOTOS

TEST GLOBAL DE SALIVA (mm)

. VALORACION SEMANAL

[Semana n° 1 2 3 4 5 6 7 8
FECHA:

[TSG1

[TsG 11

FROTIS Y CULTIVOS

FROTIS: POSITIVO O/NEGATIVO O

. DURANTE RADIOTERAPIA. Semana n’: (A la mitad)

24H AISLAMENTO E IDENTIFICACION: _| FORMA CLINICA:
48 H FECHA: /| _/

72 H

FROTIS: POSITIVO O/NEGATIVO O

. DURANTE RADIOTERAPIA. Semana n’: (Al final)
24H AISLAMENTO E IDENTIFICACION: _ | FORMA CLINICA:
48 H FECHA: /|
72H
MUCOSITIS
[ Semana n° 1? 2* 3 4 5t 6 7 8
FECHA:
[GRADO:

(0: nada / Grado 1: eritema /

Grado 2: eritema, ulceras, dieta con solidos /
Grado 3: eritema, edema, tilceras, dieta solo liquidos /

Grado 4: requiere soporte enteral o parenteral.)

RADIODERMITIS
[ Semana n° 1* 28 3 4 5t 6" 7 8"
FECHA:
[TIPO:
(Grado 0: ninguna / Grado 1: eritema / Grado 2: descamacion seca / Grado 3: descamacion hiimeda.)
ATM
A la mitad del TTO RTP Al final del TTO RTP

- Trismus: Distancia interincisal - Trismus: Distancia interincisal

- mm. - mm.
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POST-RADIOTERAPIA

FOTOCOPIA DEL INFORME POST-RADIOTERAPIA: SICONO O FOTOS
ESTADO DEL PACIENTE
1 MES 3 MESES 6 MESES
9 MESES 12 MESES ORN
Sidd/NoO Fecha:
TEST GLOBAL DE SALIVA MUCOSITIS/ RADIODERMITIS
1 3 6 9 12 Mes IS 3° 6° 9° 12°
ME |MES |MES |[MES |ME
S ES ES ES SES
TSG1 FECHA:
TGS I GRADO
(MUCO.)
FECHA
GRADO
(DERM.)
FROTIS Y CULTIVO 1er mes Fecha: FROTIS POSITIVO O/ NEGATIVO O
FORMA CLINICA:
24H AISLAMENTO E IDENTIFICACION: [
48H
72H
FROTIS Y CULTIVO 3er mes Fecha: FROTIS POSITIVO O/ NEGATIVOO
FORMA CLINICA:
24H AISLAMENTO E IDENTIFICACION: [
48H
72H
FROTIS Y CULTIVO 6° mes Fecha: FROTIS POSITIVO O/ NEGATIVOO
FORMA CLINICA:
24H AISLAMENTO E IDENTIFICACION: |
48H
72H
FROTIS Y CULTIVO 12°mes Fecha: FROTIS POSITIVO O/ NEGATIVOO
FORMA CLINICA:
24 H AISLAMENTO E IDENTIFICACION: |
48 H
72H
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POST-RADIOTERAPIA

TRISMUS
(la media de tres medidas)
1 MES 3MESES 6MESES 9MESES 12MESES
MDI mm mm mm mm mm
FECHA

SITUACION ORAL DEL PACIENTE DESPUES
DE LA RADIOTERAPIA

C: caries
- CPTIN: cédigo 0: SANO. Higiene: [0 buena E: :z:::loncia
1: SANGRADO. O normal P: periodontal
2: TARTARO. O deficiente X: ausente
3: BOLSA (3-6mm). O pésima I: incluido
4: BOLSA (>6mm). PF: protesis fija
X: SEXTANTE EXCLUIDO. O : obturado
1°’mes
| | | | | | | I | | | | | | | | |
| ] ] ] I I | | ] | ] ] ] | | ] |
3°’mes
| | | | | | | | | | | | ] | | | |
| ] I I I | | ] ] ] | N N ] ] ]
6°’mes
| | | | I | N I [ N | ] | | |
| 1 1 1 I I | | 1 ] ] 1 1 | ] ] ]
12°mes
-CPTIN
3-3 | 4-6 6-4 | 3-3 | 4-6 6-4 | 3-3 | 4-6 6-4 | 3-3 | 4-6 6-4 | 3-3 | 4-6
1 MES 3 MESES 6 MESES 9 MESES 12 MESES
Pre-RTP 3meses 6meses 1afio 2afios
[m] [m] [m] [m] [m]

Cuestionarios de Calidad de Vida Post-RTP

(marcar el recuadro de cada mes)
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POST-RADIOTERAPIA

VISITAS DESPUES DE UN ANO
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8.3 Anexo III Consentimiento informado de la parte

retrospectiva en castellano

HOJA DE INFORMACION AL/LA PARTICIPANTE ADULTO/A

TITULO DEL ESTUDIO: Patrén de metilacién en pacientes irradiados
en cancer de cabeza y cuello. Fase retrospectiva

INVESTIGADOR Mario Pérez-Sayans Garcia

CENTRO: Master de Medicina Oral, Cirugia Oral e Impantologia.
Facultad de Odontologia de la USC.

Este documento tiene por objeto facilitarle informacion sobre un estudio de
investigacion en el que se le invita a participar. Este estudio fue aprobado
por el Comité de Etica de la Investigacion de Santiago-Lugo.

Si decide participar en el mismo, debe recibir informacion personalizada
del investigador, leer antes este documento y hacer todas las preguntas que
precise para comprender los detalles sobre el mismo. Si asi lo desea, puede
llevar el documento, consultarlo con otras personas, y tomar el tiempo
necesario para decidir si participar o no.

La participacion en este estudio es completamente voluntaria. Ud. puede
decidir no participar o, si acepta hacerlo, cambiar de parecer retirando el
consentimiento en cualquier momento sin tener que dar explicaciones. Le
aseguramos que esta decision no afectara a su relacion con el médico ni a la
asistencia sanitaria a la que Ud. tiene derecho.

. Cual es el propdsito del estudio?

El proposito de este estudio es describir los efectos de la radioterapia de
cabeza y cuello. Evaluar al paciente con cancer de cabeza y cuello antes,
durante y después de la radioterapia.
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.Por qué me ofrecen participar a mi?

Ud. es invitado a participar porque padece un carcinoma de cabeza y
cuello.

JEn qué consiste mi participacion?

Se le realizara una historia clinica completa donde se recogeran los
siguientes datos : edad, sexo, uso de la CTP, estadio TNM, sesiones RTP,
cirugia previa, sesiones de quimioterapia, tipo histologico del tumor,
localizacion, recurrencia de la enfermedad y supervivencia y se le haran
las siguientes pruebas : prueba completa de la saliva inicial (TSG-I) y en
reposo (TSG-II), presencia de candida, nivel de higiene, habitos toxicos
(tabaco y alcohol), exodoncias (ubicacion, numero y razon), necesidad de
un tratamiento conservador, profilactico o quirtrgico, cultivo a los 6 meses,
TSG I y II semanales, mucositis semanal, radiodermitis semanal, ORN tras
RTP, especie de candida.

Su participacion tendra una duracion total estimada de 20 minutos cada vez
que acuda a la Unidad Docente de Medicina Oral,Cirugia Oral e
Implantologia. Es una visita que forma parte del protocolo de manejo de
los pacientes que van a recibir radioterapia. Serd una vez a la semana
durante el tiempo que dure el tratamiento con radioterapia. Una vez
terminada la radioterapia el paciente acudira al mes de terminar el
tratamiento, a los tres meses, a los 6 meses, a los 9 meses y al ano de
terminar el tratamiento.

. Qué molestias o inconvenientes tiene?

Los efectos secundarios que pueden presentarse son derivados del
tratamiento con radioterapia.

., Obtendré algun beneficio por participar?

No se espera que Ud. obtenga beneficio directo por participar en el estudio.
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JRecibiré la informacion que se obtenga del estudio?

Si Ud. lo desea, se le facilitaras un resumen de los resultados del estudio.

También podra recibir los resultados de las pruebas que se realicen con sus
muestras si asi lo solicita dirigiéndose al investigador. Estos resultados
pueden no tener aplicacion clinica ni una interpretacion clara, por lo que, si
quiere disponer de ellos, deberian ser comentados con el médico del
estudio.

.Se publicaran los resultados de este estudio?

Los resultados de este estudio seran remitidos a publicaciones cientificas
para su difusion, pero no se transmitird ningin dato que pueda llevar a la
identificacion de los participantes.

. Como se protegera la confidencialidad de mis datos y muestras?

El tratamiento, comunicacion y cesion de sus datos se harda conforme a lo
dispuesto por la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de proteccion
de datos de caracter personal. En todo momento, Ud. podra acceder a sus
datos, corregirlos o cancelarlos, solicitandolo ante el investigador

Solo el equipo investigador, y las autoridades sanitarias, que tienen el deber
de guardar la confidencialidad, tendran acceso a todos los datos recogidos
por el estudio. Se puede transmitir a terceros informacion que no pueda ser
identificada. En el caso de que alguna informacion sea transmitida a otros
paises, se realizara con un nivel de proteccion de los datos equivalente,
como minimo, al exigido por la normativa de nuestro pais.

Sus datos y muestras bioldgicas seran recogidos y conservados hasta
finalizar el estudio de modo: Codificados, que quiere decir que poseen un
codigo con el que el equipo investigador podra conocer a quien pertenecen.

El responsable de la custodia de los datos y muestras es Mario Pérez-
Sayans Garcia, y el lugar de realizacion de los analisis previstos en este
estudio es Facultad de Odontologia. Master de Medicina Oral. Cirugia Oral
e Implatologia y Departamento de Anatomia Patologica del Hospital
Clinico de Santiago de Compostela.
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Al terminar el estudio, conforme al RD 1716/2011, sus muestras biologicas
seran  Anonimizadas, es decir, que se rompi6 todo vinculo que pueda
identificar a la persona donante de la muestra, no pudiendo ser identificado
ni siquiera por el equipo investigador.

Existen intereses econdmicos en este estudio?

Esta investigacion es promovida por el Master de Medicina Oral, Cirugia
Oral e Impantologia de la Faculta de Odontologia de la USC con fondos
aportados por Master de Medicina Oral, Cirugia Oral e Impantologia de la
Faculta de Odontologia de la USC

El investigador no recibird retribucion especifica por la dedicacion al
estudio.

Ud. no sera retribuido por participar.

. Como contactar con el equipo investigador de este estudio?

Ud. puede contactar con Mario Pérez-Sayans Garcia en el teléfono. n°
teléfono 981563100 Ext. 12357 0 correo electronico
perezsayans@gmail.com

Muchas gracias por su colaboracion
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO PARA LA
PARTICIPACION EN UN ESTUDO DE INVESTIGACION

TITULO: Patron de metilacion en pacientes irradiados en cancer de cabeza y
cuello.

Yo,

Lei la hoja de informacion al participante del estudio arriba
mencionado que se me entregd, pude conversar con:
y hacer todas las

preguntas sobre el estudio necesarias.

Comprendo que mi participacion es voluntaria, y que puedo
retirarme del estudio cuando quiera, sin tener que dar explicaciones y
sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Accedo a que se utilicen mis datos y muestras en las condiciones
detalladas en la hoja de informacion al participante.

Presto libremente mi conformidad para participar en este estudio.

Respecto a la conservacion DE LAS MUESTRAS recogidas en este estudio

[] No accedo a que sean conservadas una vez terminado el estudio.

O

Accedo a que sean conservadas anonimizadas.

Fdo.: El/la participante, Fdo.: El/la investigador/a que solicita
el consentimiento

Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:

Fecha: Fecha:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO ANTE TESTIGOS PARA
LA PARTICIPACION EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION
(para los casos en los que el participante no pueda leer/escribir)

El testigo imparcial ha de identificarse y ser una persona ajena al equipo
investigador

TITULO: Patron de metilacion en pacientes irradiados en cancer de cabeza
y cuello.

Yo , como testigo
imparcial, afirmo que en mi presencia:

e Se le leyo la
hoja de informacion al participante del estudio arriba mencionado
que se le entregod, y pudo hacer todas las preguntas sobre al estudio.

e Comprendo que su participacion es voluntaria, y que puede retirarse
del estudio cuando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que
esto repercuta en sus cuidados médicos.

e Accede a que se utilicen sus datos y muestras en las condiciones
detalladas en la hoja de informacion al participante.

e Presta libremente su conformidad para participar en este estudio.

Respecto a la conservacion e utilizacion DE LAS MUESTRAS recogidas
en este estudio

[ No accedio a que sean conservadas una vez terminado el estudio.

[J Accedio a que sean conservadas anonimizadas.

Fdo.: O/a testigo Fdo.: El/la investigador/a que solicita
el consentimiento

Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:

Fecha: Fecha:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO PARA REPRESENTANTE
LEGAL PARA LA PARTICIPACION EN UN ESTUDO DE
INVESTIGACION

TITULO: Patron de metilacion en pacientes irradiados en cancer de cabeza
y cuello.

Yo, , representante legal de

e Lei la hoja de informacion al participante del estudio arriba
mencionado que se me entregd, pude conversar con
y hacer todas

las preguntas sobre el estudio.

e Comprendo que su participacion es voluntaria, y que puede retirarse
del estudio cando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que
esto repercuta en sus cuidados médicos.

e Accedo a que se utilicen sus datos y muestras en las condiciones
detalladas en la hoja de informacion al participante.

e Presto libremente mi conformidad para que participe en este estudio.

Respecto a la conservacion e utilizacion DE LAS MUESTRAS recogidas
en este estudio

[J No accedo a que sean conservadas una vez terminado el estudio

[] Accedo a que sean conservadas anonimizadas.

Fdo.: El/la representante legal, Fdo.: El/la investigador/a que solicita
el consentimiento

Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:
Fecha: Fecha:
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8.4 Anexo IV Consentimiento informado de la parte

retrospectiva en galego

FOLLA DE INFORMACION AO PARTICIPANTE ADULTO/A

TITULO DO ESTUDO: Patrén de metilacion en pacientes irradiados con
cancro de cabeza e colo. Fase restrospectiva

INVESTIGADOR Mario Pérez-Sayans Garcia

CENTRO: Master de Medicina Oral, Cirurxia Oral e Impantoloxia.
Facultade de Odontoloxia da USC

Este documento ten por obxecto facilitarlle informacion sobre un estudo de
investigacion no que se lle invita a participar. Este estudo foi aprobado polo
Comité de Etica da Investigacion de Santiago-Lugo.

Se decide participar neste, debe recibir informacién personalizada do
investigador, ler antes este documento e facer todas as preguntas que
precise para comprender os detalles sobre este. Se asi o desexa, pode levar
o documento, consultalo con outras persoas, ¢ tomar o tempo necesario
para decidir se participar ou non.

A participacion neste estudo ¢ completamente voluntaria. Vostede pode
decidir non participar ou, se acepta facelo, cambiar de parecer retirando o
consentimento en calquera momento sen ter que dar explicacions.
Aseguramoslle que esta decision non afectara 4 stia relacion co médico nin
4 asistencia sanitaria 4 que vostede ten dereito.

.Cal é o propésito do estudo?

O proposito deste estudo ¢ describir os efectos da radioterapia de cabeza e
colo. Evaluar o paciente con cancer de cabeza e colo antes, durante e
despdis da radioterapia.
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JPor que me ofrecen participar a min?

Vostede ¢ convidado a participar porque padece un carcinoma de cabeza e
colo.

(En que consiste a mifia participacion?

Realizaraselle unha historia clinica completa onde se recolleran os
seguintes datos : idade, sexo, uso da CTP, estadiaxe TNM, sesions RTP,
ciruxia previa, sesions de quimioterapia, tipo histoloxico do tumor,
localizacion, recurrencia da enfermidade e supervivencia e se faran as
seguintes probas : proba completa da saliva inicial (TSG-I) e en reposo
(TSG-II), presencia de candida, nivel da higiene, habitos toxicos (tabaco e
alcohol), exodoncias (ubicaciéon, numero e razon), necesidade d un
tratamento conservador, profilactico o quirarxico, cultivo aos 6 meses, TSG
I y IT semanales, mucositis semanal, radiodermitis semanal, ORN tras RTP,
especie de candida.

A sua participacion terd unha duracion total estimada de 20 minutos cada
vez que acuda & Unidade Docente de Medicina Oral, Ciruxia Oral e
Implantoloxia. E unha visita que forma parte do protocolo de manexo dos
pacientes que recibirdn radioterapia. Sera unha vez 4 seman durante 6
tiempo que dure o tratamiento con radioterapia. Unha vez terminada a
radioterapia o paciente acudira ao mes de terminar o tratamiento, aos tres
meses, aos 6 meses, aos 9 meses e 6 aflo de terminar o tratamiento.

.Que molestias ou inconvenientes ten?

Os efectos secundarios que pode presentar son os derivados do tratamento
con radioterapia.

.Obterei algun beneficio por participar?

Non se espera que vostede obtefia beneficio directo por participar no
estudo.

JRecibirei a informacion que se obtefia do estudo?

Se vostede deséxao, facilitaraselle un resumo dos resultados do estudo.
Tamén podera recibir os resultados das probas que se realicen coas suas
mostras se asi o solicita dirixindose ao investigador. Estes resultados poden
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non ter aplicacion clinica nin unha interpretacion clara, polo que, se quere
dispoiier deles, deberian ser comentados co médico do estudo.

,Publicaranse os resultados deste estudo?

Os resultados deste estudo seran remitidos a publicacions cientificas para a
sta difusion, pero non se transmitird ningun dato que poida levar a
identificacion dos participantes.

.Como se protexera a confidencialidade dos meus datos e mostras?

O tratamento, comunicacion e cesion dos seus datos farase conforme ao
disposto pola Lei Organica 15/1999, do 13 de decembro, de proteccion de
datos de caracter persoal. En todo momento, vostede podera acceder aos
seus datos, corrixilos ou cancelalos, solicitandoo ante o investigador.

S6 o equipo investigador, ¢ as autoridades sanitarias, que tefien deber de
gardar a confidencialidade, teran acceso a todos os datos recollidos polo
estudo. Podese transmitir a terceiros informacién que non poida ser
identificada. No caso de que algunha informacion sexa transmitida a outros
paises, realizarase cun nivel de proteccion dos datos equivalente, como
minimo, ao esixido pola normativa do noso pais.

Os seus datos e mostras bioloxicas seran recollidos e conservados ata
finalizar o estudo de modo: Codificados, que quere dicir que posuen un
codigo co que o equipo investigador podera cofiecer a quen pertencen.

O responsable da custodia dos datos e mostras ¢ Mario Pérez-Sayans
Garcia, e o lugar de realizacion das andlises previstas neste estudo ¢
Facultade de Odontoloxia. Master de Medicina Oral. Cirurxia Oral e
Implatologia e Departamento de Anatomia Patoloxica do Hospital Clinico
de Santiago de Compostela.

Ao rematar o estudo, conforme ao RD 1716/2011, as stas mostras
bioloxicas seran Anonimizadas, ¢ dicir, que rompeu todo vinculo que poida
identificar a persoa doadora da mostra, non podendo ser identificado nin
sequera polo equipo investigador.

.Existen intereses econdmicos neste estudo?

Esta investigacion ¢ promovida polo Master de Medicina Oral, Cirurxia
Oral e Impantoloxia da Facultade de Odontoloxia da USC con fondos
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achegados polo Master de Medicina Oral, Cirurxia Oral e Impantoloxia da
Facultade de Odontoloxia da USC

O investigador non recibira retribucion especifica pola dedicacion ao
estudo.

Vostede non serd retribuido por participar.

(Como contactar co equipo investigador deste estudo?

Vostede pode contactar con Mario Pérez-Sayans Garcia no teléfono
981563100 Extension12357 ou correo electronico perezsayans@gmail.com

Moitas grazas pola sua colaboracion
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DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO PARA A PARTICIPACION
NUN ESTUDO DE INVESTIGACION

TITULO: Patron de metilacion en pacientes irradiados con cancro de
cabeza e colo.

Eu,

Lin a folla de informaciéon ao participante do estudo arriba
mencionado que se me entregou, puiden conversar con:
e facer todas as preguntas

sobre o estudo necesarias.

Comprendo que a mifia participacion é voluntaria, ¢ que podo
retirarme do estudo cando queira, sen ter que dar explicacions e sen
que isto repercuta nos meus coidados médicos.

Accedo a que se utilicen os meus datos e mostras nas condicions
detalladas na folla de informacion ao participante.

Presto libremente a mifia conformidade para participar neste estudo.

Respecto 4 conservacion DAS MOSTRAS recollidas neste estudio

[] Non accedo a que sexan conservadas unha vez rematado o estudo.
[ Accedo a que sexan conservadas anonimizadas.
Fdo.: O/A participante, Fdo.: O/A investigador/a que solicita
0 consentimento
Nome e apelidos: Nome e apelidos:
Data: Data:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO ANTE TESTIGOS PARA A
PARTICIPACION NUN ESTUDO DE INVESTIGACION (para os
€asos nos que o participante non poida leer/escribir)

O testigo imparcial identificarase y sera unha persoa axena ao equipo
investigador

TITULO: Patréon de metilacion en pacientes irradiados con cancro de
cabeza e colo.

Eu , como testigo imparcial,
afirmo que en mifa presencia:

e [éuselle a folla
de informacién ao participante do estudo arriba mencionado que se
lle entregou, e poido facer todas as preguntas sobre o estudo.

e Comprendo que a sua participacion € voluntaria, e que pode retirarse
do estudo cando queira, sen ter que dar explicacions e sen que isto
repercuta nos meus coidados médicos.

e Accede a que se utilicen os seus datos € mostras nas condicions
detalladas na folla de informacion ao participante.

e Presto libremente a mifia conformidade para participar neste estudo.

Respecto a la conservacion e utilizacion DAS MOSTRAS recollidas neste
estudo

L] Non accedo a que sexan conservadas unha vez rematado o estudo.

] Accedo a que sexan conservadas anonimizadas.

Fdo.: O/A participante, Fdo.: O/A investigador/a que solicita
0 consentimento

Nome e apelidos: Nome e apelidos:

Data: Data:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO PARA REPRESENTANTE
LEGAL PARA A PARTICIPACION NUN ESTUDO DE
INVESTIGACION

TITULO: Patrén de metilacion en pacientes irradiados con cancro de
cabeza e colo.

Eu,

,Jrepresentante legal de

Lin a folla de informacion ao participante do estudo arriba
mencionado que se me entregou, puiden conversar con:
e facer todas as

preguntas sobre o estudo necesarias.

Comprendo que a mifia participacion € voluntaria, e que podo
retirarme do estudo cando queira, sen ter que dar explicacidons e sen
que isto repercuta nos meus coidados médicos.

Accedo a que se utilicen os meus datos e mostras nas condicions
detalladas na folla de informacion ao participante.

Presto libremente a mifia conformidade para participar neste estudo.

Respecto 4 conservacion DAS MOSTRAS recollidas neste estudio

O

Non accedo a que sexan conservadas unha vez rematado o estudo.

[J Accedo a que sexan conservadas anonimizadas.
Fdo.: O/A participante, Fdo.: O/A investigador/a que solicita
0 consentimento
Nome e apelidos: Nome e apelidos:
Data: Data:
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8.5 Anexo V Consentimiento informado de los casos en

castellano

HOJA DE INFORMACION AL/LA PARTICIPANTE ADULTO/A

TITULO DEL ESTUDIO: Patron de metilacién en pacientes irradiados en
cancer de cabeza y cuello.

INVESTIGADOR Mario Pérez-Sayéans Garcia

CENTRO: Master de Medicina Oral, Cirugia Oral e Impantologia.
Facultad de Odontologia de la USC.

Este documento tiene por objeto facilitarle informacioén sobre un estudio de
investigacion en el que se le invita a participar. Este estudio fue
aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion de Santiago-Lugo.

Si decide participar en el mismo, debe recibir informacion personalizada
del investigador, leer antes este documento y hacer todas las preguntas
que precise para comprender los detalles sobre el mismo. Si asi lo desea,
puede llevar el documento, consultarlo con otras personas, y tomar el
tiempo necesario para decidir si participar o no.

La participacion en este estudio es completamente voluntaria. Ud. puede
decidir no participar o, si acepta hacerlo, cambiar de parecer retirando el
consentimiento en cualquier momento sin tener que dar explicaciones. Le
aseguramos que esta decision no afectara a su relacion con el médico ni a
la asistencia sanitaria a la que Ud. tiene derecho.

. Cual es el propésito del estudio?

El propdsito de este estudio es describir los efectos de la radioterapia de
cabeza y cuello y estudiar los diversos genes que causan el cancer de
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cabeza y cuello, antes y después de la radioterapia. Pretendemos demostrar
la alteracion en los genes para establecer tratamientos antitumorales.

JPor qué me ofrecen participar a mi?
Ud. es invitado a participar porque padece un carcinoma de cabeza y cuello.
JEn qué consiste mi participacion?

Se le realizard un enjuague con solucion antiséptica sin alcohol (10 ml)
para confirmar el estado de algunos genes. El enjuague se realizard una
hora después del ultimo cepillado, durante un periodo de 5 minutos antes
de empezar con el tratamiento de radioterapia y un mes después de
finalizar dicho tratamiento repetiremos el enjuague.

Su participacion tendrd una duracion total estimada de 10 minutos, es una
visita que forma parte del protocolo de manejo de los pacientes con
cancer de cabeza y cuello que van a recibir radioterapia. El investigador
puede decidir finalizar el estudio antes de lo previsto o interrumpir a su
participacion. En todo caso se le informara de los motivos de su retirada.

- Qué molestias o inconvenientes tiene?

Los efectos secundarios que puede presentar son los derivados del
enjuague .Puede presentar molestias durante el enjuague, picor e
incapacidad de enjuagarse durante 5 minutos.

. Obtendré algiin beneficio por participar?

No se espera que Ud. obtenga beneficio directo por participar en el estudio.
La investigacion pretende descubrir aspectos desconocidos o poco claros
sobre la metilacion en el cancer de cabeza y cuello. Esta informacion
podra ser de utilidad en un futuro para otras personas.

Recibiré la informacion que se obtenga del estudio?
Si Ud. lo desea, se le facilitara un resumen de los resultados del estudio.

También podra recibir los resultados de las pruebas que se realicen con sus
muestras si asi lo solicita dirigiéndose al investigador. Estos resultados
pueden no tener aplicacion clinica ni una interpretacion clara, por lo que,
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si quiere disponer de ellos, deberian ser comentados con el médico del
estudio.

Se publicaran los resultados de este estudio?

Los resultados de este estudio seran remitidos a publicaciones cientificas
para su difusion, pero no se transmitird ningun dato que pueda llevar a la
identificacion de los participantes.

. Como se protegera la confidencialidad de mis datos y muestras?

El tratamiento, comunicacion y cesion de sus datos se hara conforme a lo
dispuesto por la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de proteccion
de datos de carécter personal. En todo momento, Ud. podra acceder a sus
datos, corregirlos o cancelarlos, solicitandolo ante el investigador

Solo el equipo investigador, y las autoridades sanitarias, que tienen el
deber de guardar la confidencialidad, tendran acceso a todos los datos
recogidos por el estudio. Se puede transmitir a terceros informacion que
no pueda ser identificada. En el caso de que alguna informacion sea
transmitida a otros paises, se realizard con un nivel de proteccion de los
datos equivalente, como minimo, al exigido por la normativa de nuestro
pais.

Sus datos y muestras bioldgicas seran recogidos y conservados hasta
finalizar el estudio de modo: Codificados, que quiere decir que poseen un
codigo con el que el equipo investigador podra conocer a quien pertenecen.

El responsable de la custodia de los datos y muestras es Mario Pérez-
Sayans Garcia, y el lugar de realizacion de los andlisis previstos en este
estudio es Facultad de Odontologia. Master de Medicina Oral. Cirugia
Oral e Implantologia y Departamento de Anatomia Patologica del
Hospital Clinico de Santiago de Compostela.

Al terminar el estudio, conforme al RD 1716/2011, sus muestras
biologicas seran Anonimizadas, es decir, que se rompid todo vinculo
que pueda identificar a la persona donante de la muestra, no pudiendo ser
identificado ni siquiera por el equipo investigador.
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JExisten intereses econdmicos en este estudio?

Esta investigacion es promovida por el Master de Medicina Oral, Cirugia
Oral e Impantologia de la Faculta de Odontologia de la USC con fondos
aportados por Master de Medicina Oral, Cirugia Oral e Impantologia de la
Faculta de Odontologia de la USC

El investigador no recibira retribucion especifica por la dedicacion al
estudio. Ud. no sera retribuido por participar.

. Como contactar con el equipo investigador de este estudio?

Ud. puede contactar con Mario Pérez-Sayans Garcia en el teléfono. n°
teléfono 981563100 Ext. 12357 0 correo electronico
perezsayans@gmail.com

Muchas gracias por su colaboracién
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO PARA LA
PARTICIPACION EN UN ESTUDO DE INVESTIGACION

TITULO: Patron de metilacion en pacientes irradiados en cancer de
cabeza y cuello.

Yo,

o Lei la hoja de informacion al participante del estudio arriba
mencionado que se me entregd, pude conversar con: y
hacer todas las preguntas sobre el estudio necesarias.

o Comprendo que mi participacion es voluntaria, y que puedo retirarme
del estudio cuando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que
esto repercuta en mis cuidados médicos.

« Accedo a que se utilicen mis datos y muestras en las condiciones
detalladas en la hoja de informacion al participante.

o Presto libremente mi conformidad para participar en este estudio.

Respecto a la conservacion DE LAS MUESTRAS recogidas en este estudio
No accedo a que sean conservadas una vez terminado el estudio.

Accedo a que sean conservadas anonimizadas.

Fdo.: El/la participante, Fdo.: El/la investigador/a que solicita
el consentimiento

Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:
Fecha: Fecha:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO ANTE TESTIGOS PARA
LA PARTICIPACION EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION
(para los casos en los que el participante no pueda leer/escribir)

El testigo imparcial ha de identificarse y ser una persona ajena al equipo
investigador

TITULO: Patrén de metilacion en pacientes irradiados en cancer de cabeza
y cuello.

Yo como testigo imparcial, afirmo que en mi
presencia:

o Se le leyo_la hoja de informacion al participante del estudio arriba
mencionado que se le entregd, y pudo hacer todas las preguntas sobre al
estudio.

« Comprendo que su participacion es voluntaria, y que puede retirarse
del estudio cuando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que
esto repercuta en sus cuidados médicos.

« Accede a que se utilicen sus datos y muestras en las condiciones
detalladas en la hoja de informacion al participante.

« Presta libremente su conformidad para participar en este estudio.

Respecto a la conservacion e utilizacion DE LAS MUESTRAS recogidas en
este estudio

No accedi6 a que sean conservadas una vez terminado el estudio.

Accediod a que sean conservadas anonimizadas.

Fdo.: O/a testigo Fdo.: El/la investigador/a que solicita
el consentimiento

Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:
Fecha: Fecha:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO PARA REPRESENTANTE
LEGAL PARA LA PARTICIPACION EN UN ESTUDO DE
INVESTIGACION

TITULO: Patrén de metilacion en pacientes irradiados en cancer de cabeza
y cuello.

Yo, , representante legal de _

« Lei la hoja de informacion al participante del estudio arriba
mencionado que se me entregd, pude conversar con_y hacer todas las
preguntas sobre el estudio.

o Comprendo que su participacion es voluntaria, y que puede retirarse
del estudio cando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que esto
repercuta en sus cuidados médicos.

« Accedo a que se utilicen sus datos y muestras en las condiciones
detalladas en la hoja de informacion al participante.

» Presto libremente mi conformidad para que participe en este estudio.

Respecto a la conservacion e utilizacion DE LAS MUESTRAS recogidas en
este estudio

No accedo a que sean conservadas una vez terminado el estudio
Accedo a que sean conservadas anonimizadas.

Fdo.: El/la representante legal, Fdo.: El/la investigador/a que solicita
el consentimiento

Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:
Fecha: Fecha:
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8.6 Anexo VI Consentimiento informado de los casos en

galego

FOLLA DE INFORMACION AO PARTICIPANTE ADULTO/A

TITULO DO ESTUDO: Patrén de metilacion en pacientes irradiados con
cancro de cabeza e colo.

INVESTIGADOR Mario Pérez-Sayans Garcia

CENTRO: Master de Medicina Oral, Cirurxia Oral e Impantoloxia.
Facultade de Odontoloxia da USC

Este documento ten por obxecto facilitarlle informacion sobre un estudo de
investigacion no que se lle invita a participar. Este estudo foi aprobado polo
Comité de Etica da Investigacion de Santiago-Lugo.

Se decide participar neste, debe recibir informacién personalizada do
investigador, ler antes este documento e facer todas as preguntas que
precise para comprender os detalles sobre este. Se asi o desexa, pode levar
o documento, consultalo con outras persoas, ¢ tomar o tempo necesario
para decidir se participar ou non.

A participacion neste estudo ¢ completamente voluntaria. Vostede pode
decidir non participar ou, se acepta facelo, cambiar de parecer retirando o
consentimento en calquera momento sen ter que dar explicacions.
Aseguramoslle que esta decision non afectara a sua relacion co médico nin
4 asistencia sanitaria 4 que vostede ten dereito.

. Cal é o propésito do estudo?

O proposito deste estudo é describir os efectos da radioterapia de cabeza e
colo e estudar os diversos xenes que causan o cancro de cabeza e colo,
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antes ¢ despois da radioterapia. Pretendemos demostrar a alteracion nos
xenes para establecer tratamentos antitumorais.

JPor que me ofrecen participar a min?

Vostede ¢ convidado a participar porque padece un carcinoma de cabeza e
colo.

.En que consiste a mifia participacion?

Realizaraselle unha enxaugadura con solucion de clorhexidina ao 0.12%
sen alcohol (10 ml) para confirmar o patrén de metilacion de determinados
xenes diana. A enxaugadura realizarase unha hora despois do ultimo
cepillado, durante un periodo de 5 minutos antes de empezar co tratamento
de radioterapia e un mes despois de finalizar o devandito tratamento
repetiremos a enxaugadura.

A suia participacion terd unha duracion total estimada de 10 minutos,é unha
visita que forma parte do protocolo de manexo dos pacientes con cancro de
cabeza e colo que recibir que van a recibir radioterapia. O investigador
pode decidir finalizar o estudo antes do previsto ou interromper a sia
participacion. En todo caso informaraselle dos motivos da sta retirada

.Que molestias ou inconvenientes ten?

Os efectos secundarios que pode presentar son os derivados da
enxaugadura. Pode presentar molestias durante a enxaugadura, picor e
incapacidade de enxaugarse durante 5 minutos.

.Obterei algiin beneficio por participar?

Non se espera que vostede obtefia beneficio directo por participar no
estudo. A investigacion pretende descubrir aspectos descofiecidos ou pouco
claros sobre a metilaciéon no cancro de cabeza e colo. Esta informacion
podera ser de utilidade nun futuro para outras persoas.
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JRecibirei a informacion que se obtefia do estudo?

Se vostede deséxao, facilitaraselle un resumo dos resultados do estudo.
Tamén podera recibir os resultados das probas que se realicen coas suas
mostras se asi o solicita dirixindose ao investigador. Estes resultados poden
non ter aplicacion clinica nin unha interpretacion clara, polo que, se quere
dispofier deles, deberian ser comentados co médico do estudo.

. Publicaranse os resultados deste estudo?

Os resultados deste estudo seran remitidos a publicacions cientificas para a
sua difusion, pero non se transmitird ningun dato que poida levar a
identificacion dos participantes.

. Como se protexera a confidencialidade dos meus datos e mostras?

O tratamento, comunicacion e cesion dos seus datos farase conforme ao
disposto pola Lei Organica 15/1999, do 13 de decembro, de proteccion de
datos de caracter persoal. En todo momento, vostede podera acceder aos
seus datos, corrixilos ou cancelalos, solicitandoo ante o investigador.

S6 o equipo investigador, ¢ as autoridades sanitarias, que tefien deber de
gardar a confidencialidade, terdn acceso a todos os datos recollidos polo
estudo. Podese transmitir a terceiros informaciéon que non poida ser
identificada. No caso de que algunha informacion sexa transmitida a outros
paises, realizarase cun nivel de proteccion dos datos equivalente, como
minimo, ao esixido pola normativa do noso pais.

Os seus datos e mostras bioloxicas seran recollidos e conservados ata
finalizar o estudo de modo: Codificados, que quere dicir que posuen un
codigo co que o equipo investigador podera cofiecer a quen pertencen.

O responsable da custodia dos datos e mostras ¢ Mario Pérez-Sayans
Garcia, e o lugar de realizacion das andlises previstas neste estudo ¢
Facultade de Odontoloxia. Master de Medicina Oral. Cirurxia Oral e
Implatologia e Departamento de Anatomia Patoloxica do Hospital Clinico
de Santiago de Compostela.

Ao rematar o estudo, conforme ao RD 1716/2011, as suas mostras
bioldxicas seran Anonimizadas, ¢ dicir, que rompeu todo vinculo que poida
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identificar a persoa doadora da mostra, non podendo ser identificado nin
sequera polo equipo investigador.

Existen intereses econdmicos neste estudo?

Esta investigacion ¢ promovida polo Méster de Medicina Oral, Cirurxia
Oral e Impantoloxia da Facultade de Odontoloxia da USC con fondos
achegados polo Master de Medicina Oral, Cirurxia Oral e Impantoloxia da
Facultade de Odontoloxia da USC

O investigador non recibird retribucion especifica pola dedicacion ao
estudo. Vostede non sera retribuido por participar.

.Como contactar co equipo investigador deste estudo?

Vostede pode contactar con Mario Pérez-Sayans Garcia no teléfono
981563100 Extension12357 ou correo electronico
perezsayans@gmail.com

Moitas grazas pola sua colaboracion
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DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO PARA A PARTICIPACION
NUN ESTUDO DE INVESTIGACION

TITULO: Patron de metilacion en pacientes irradiados con cancro de
cabeza e colo.

Eu,

Lin a folla de informacion ao participante do estudo arriba
mencionado que se me entregou, puiden conversar con:
e facer todas as

preguntas sobre o estudo necesarias.

Comprendo que a mifia participacion é voluntaria, e que podo
retirarme do estudo cando queira, sen ter que dar explicacidons e sen
que isto repercuta nos meus coidados médicos.

Accedo a que se utilicen os meus datos e mostras nas condicidons
detalladas na folla de informacion ao participante.

Presto libremente a mifia conformidade para participar neste estudo.

Respecto 4 conservacion DAS MOSTRAS recollidas neste estudio

0
O

Non accedo a que sexan conservadas unha vez rematado o estudo.

Accedo a que sexan conservadas anonimizadas.

Fdo.: O/A participante, Fdo.: O/A investigador/a que solicita o
consentimento

Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:

Fecha: Fecha:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO ANTE TESTIGOS PARA A
PARTICIPACION NUN ESTUDO DE INVESTIGACION (para os
€asos nos que o participante non poida leer/escribir)

O testigo imparcial identificardse y sera unha persoa axena ao equipo
investigador

TITULO: Patrén de metilacion en pacientes irradiados con cancro de
cabeza e colo.

Eu , como testigo

imparcial, afirmo que en mifia presencia:

o Léuselle a folla
de informacion ao participante do estudo arriba mencionado que se
lle entregou, e poido facer todas as preguntas sobre o estudo.

e Comprendo que a sua participacion € voluntaria, e que pode retirarse
do estudo cando queira, sen ter que dar explicacions e sen que isto
repercuta nos meus coidados médicos.

e Accede a que se utilicen os seus datos ¢ mostras nas condicions
detalladas na folla de informacion ao participante.

e Presto libremente a mifia conformidade para participar neste estudo.

Respecto a la conservacion e utilizacion DAS MOSTRAS recollidas neste
estudo

L] Non accedo a que sexan conservadas unha vez rematado o estudo.

[ Accedo a que sexan conservadas anonimizadas.

Fdo.: O/A participante, Fdo.: O/A investigador/a que solicita o
consentimento

Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:

Fecha: Fecha:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO PARA REPRESENTANTE
LEGAL PARA A PARTICIPACION NUN ESTUDO DE
INVESTIGACION

TITULO: Patrén de metilacion en pacientes irradiados con cancro de
cabeza e colo.

Eu,

,representante legal de

):

Lin a folla de informacion ao participante do estudo arriba
mencionado que se me entregou, puiden conversar con:
e facer todas as

preguntas sobre o estudo necesarias.

Comprendo que a mifia participacion € voluntaria, e que podo
retirarme do estudo cando queira, sen ter que dar explicacidons e sen
que isto repercuta nos meus coidados médicos.

Accedo a que se utilicen os meus datos ¢ mostras nas condicidons
detalladas na folla de informacion ao participante.

Presto libremente a mifia conformidade para participar neste estudo.

Respecto 4 conservacion DAS MOSTRAS recollidas neste estudio

[J Non accedo a que sexan conservadas unha vez rematado o estudo.

L1 Accedo a que sexan conservadas anonimizadas.
Fdo.: O/A participante, Fdo.: O/A investigador/a que solicita o
consentimento
Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:
Fecha: Fecha:
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8.7 Anexo VII Consentimiento informado de los controles en

castellano

HOJA DE INFORMACION AL/LA PARTICIPANTE ADULTO/A

TITULO DEL ESTUDIO: Patrén de metilacion en pacientes irradiados
en cancer de cabeza y cuello.

INVESTIGADOR Mario Pérez-Sayans Garcia

CENTRO: Master de Medicina Oral, Cirugia Oral e Impantologia.
Facultad de Odontologia de la USC.

Este documento tiene por objeto facilitarle informacion sobre un estudio de
investigacion en el que se le invita a participar. Este estudio fue aprobado
por el Comité de Etica de la Investigacion de Santiago-Lugo.

Si decide participar en el mismo, debe recibir informacion personalizada
del investigador, leer antes este documento y hacer todas las preguntas que
precise para comprender los detalles sobre el mismo. Si asi lo desea, puede
llevar el documento, consultarlo con otras personas, y tomar el tiempo
necesario para decidir si participar o no.

La participacion en este estudio es completamente voluntaria. Ud. puede
decidir no participar o, si acepta hacerlo, cambiar de parecer retirando el
consentimiento en cualquier momento sin tener que dar explicaciones. Le
aseguramos que esta decision no afectara a su relacion con el médico ni a la
asistencia sanitaria a la que Ud. tiene derecho.

. Cual es el proposito del estudio?

El propoésito de este estudio es describir los efectos de la radioterapia de
cabeza y cuello y estudiar los diversos genes que causan el cancer de
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cabeza y cuello, antes y después de la radioterapia. Pretendemos demostrar
la alteracion en los genes para establecer tratamientos antitumorales.

JPor qué me ofrecen participar a mi?

Ud. es invitado a participar porque es un grupo control ya que no padece un
carcinoma de cabeza y cuello.

.En qué consiste mi participacion?

Se le realizard un enjuague con solucion de clorhexidina al 0.12 % sin
alcohol (10 ml) para confirmar el patron de metilacion de determinados
genes diana. El enjuague se realizard una hora después del ultimo
cepillado, durante un periodo de 5 minutos.

Su participacion tendra una duracion total estimada de 5 mintos. El
investigador puede decidir finalizar el estudio antes de lo previsto o
interrumpir a su participacion. En todo caso se le informara de los motivos
de su retirada.

. Qué molestias o inconvenientes tiene?

Los efectos secundarios que puede presentar son los derivados del
enjuague .Puede presentar molestias durante el enjuague, picor e
incapacidad de enjuagarse durante 5 minutos.

,Obtendré algun beneficio por participar?

No se espera que Ud. obtenga beneficio directo por participar en el estudio.
La investigacion pretende descubrir aspectos desconocidos o poco claros
sobre la metilacion en el cancer de cabeza y cuello. Esta informacion podra
ser de utilidad en un futuro para otras personas.

Recibiré la informacion que se obtenga del estudio?

Si Ud. lo desea, se le facilitaras un resumen de los resultados del estudio.
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También podra recibir los resultados de las pruebas que se realicen con sus
muestras si asi lo solicita dirigiéndose al investigador. Estos resultados
pueden no tener aplicacion clinica ni una interpretacion clara, por lo que, si
quiere disponer de ellos, deberian ser comentados con el médico del
estudio.

.Se publicaran los resultados de este estudio?

Los resultados de este estudio seran remitidos a publicaciones cientificas
para su difusion, pero no se transmitird ningin dato que pueda llevar a la
identificacion de los participantes.

. Como se protegera la confidencialidad de mis datos y muestras?

El tratamiento, comunicacion y cesion de sus datos se hara conforme a lo
dispuesto por la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de proteccion
de datos de caracter personal. En todo momento, Ud. podra acceder a sus
datos, corregirlos o cancelarlos, solicitandolo ante el investigador

Solo el equipo investigador, y las autoridades sanitarias, que tienen el deber
de guardar la confidencialidad, tendran acceso a todos los datos recogidos
por el estudio. Se puede transmitir a terceros informacion que no pueda ser
identificada. En el caso de que alguna informacion sea transmitida a otros
paises, se realizara con un nivel de protecciéon de los datos equivalente,
como minimo, al exigido por la normativa de nuestro pais.

Sus datos y muestras biologicas seran recogidos y conservados hasta
finalizar el estudio de modo: Codificados, que quiere decir que poseen un
codigo con el que el equipo investigador podra conocer a quien pertenecen.

El responsable de la custodia de los datos y muestras es Mario Pérez-
Sayans Garcia, y el lugar de realizacion de los andlisis previstos en este
estudio es Facultad de Odontologia. Master de Medicina Oral. Cirugia
Oral e Implatologia y Departamento de Anatomia Patologica del Hospital
Clinico de Santiago de Compostela.

Al terminar el estudio, conforme al RD 1716/2011, sus muestras biologicas
seran  Anonimizadas, es decir, que se rompio todo vinculo que pueda
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identificar a la persona donante de la muestra, no pudiendo ser
identificado ni siquiera por el equipo investigador.

Existen intereses econémicos en este estudio?

Esta investigacion es promovida por el Master de Medicina Oral, Cirugia
Oral e Impantologia de la Faculta de Odontologia de la USC con fondos
aportados por Master de Medicina Oral, Cirugia Oral e Impantologia de la
Faculta de Odontologia de la USC

El investigador no recibird retribucion especifica por la dedicacion al
estudio.

Ud. no ser4 retribuido por participar.

. Como contactar con el equipo investigador de este estudio?

Ud. puede contactar con Mario Pérez-Sayans Garcia en el teléfono. n°
teléfono 981563100 Ext. 12357 o correo electronico
perezsayans@gmail.com

Muchas gracias por su colaboracion
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO PARA LA
PARTICIPACION EN UN ESTUDO DE INVESTIGACION

TITULO: Patrén de metilacion en pacientes irradiado en cancer de cabeza
y cuello.

Yo,

Lei la hoja de informacién al participante del estudio arriba
mencionado que se me entregd, pude conversar con:
y hacer todas las

preguntas sobre el estudio necesarias.

Comprendo que mi participacion es voluntaria, y que puedo
retirarme del estudio cuando quiera, sin tener que dar explicaciones y
sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Accedo a que se utilicen mis datos y muestras en las condiciones
detalladas en la hoja de informacion al participante.

Presto libremente mi conformidad para participar en este estudio.

Respecto a la conservacion DE LAS MUESTRAS recogidas en este estudio

L] No accedo a que sean conservadas una vez terminado el estudio.
[J Accedo a que sean conservadas anonimizadas.
Fdo.: El/la participante, Fdo.: El/la investigador/a que solicita el
consentimiento
Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:
Fecha: Fecha:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO ANTE TESTIGOS PARA
LA PARTICIPACION EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION
(para los casos en los que el participante no pueda leer/escribir)

El testigo imparcial ha de identificarse y ser una persona ajena al equipo
investigador

TITULO: Patron de metilacion en pacientes irradiado en cancer de cabeza
y cuello.

Yo
imparcial, afirmo que en mi presencia:

, como testigo

e Se le leyo la
hoja de informacion al participante del estudio arriba mencionado
que se le entregod, y pudo hacer todas las preguntas sobre al estudio.

e Comprendo que su participacion es voluntaria, y que puede retirarse
del estudio cuando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que
esto repercuta en sus cuidados médicos.

e Accede a que se utilicen sus datos y muestras en las condiciones
detalladas en la hoja de informacion al participante.

e Presta libremente su conformidad para participar en este estudio.

Respecto a la conservacion e utilizacion DE LAS MUESTRAS recogidas
en este estudio

[ No accedio a que sean conservadas una vez terminado el estudio.

[J Accedio a que sean conservadas anonimizadas.

Fdo.: EV/la testigo Fdo.: El/la investigador/a que solicita el
consentimiento

Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:

Fecha: Fecha:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO PARA REPRESENTANTE
LEGAL PARA LA PARTICIPACION EN UN ESTUDO DE
INVESTIGACION

TITULO: Patron de metilacion en pacientes irradiado en cancer de cabeza
y cuello.

Yo, , representante legal de
):

e Lei la hoja de informacion al participante del estudio arriba
mencionado que se me entregd, pude conversar con
y hacer todas

las preguntas sobre el estudio.

e Comprendo que su participacion es voluntaria, y que puede retirarse
del estudio cando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que
esto repercuta en sus cuidados médicos.

e Accedo a que se utilicen sus datos y muestras en las condiciones
detalladas en la hoja de informacion al participante.

e Presto libremente mi conformidad para que participe en este estudio.

Respecto a la conservacion e utilizacion DE LAS MUESTRAS recogidas
en este estudio

L1 No accedo a que sean conservadas una vez terminado el estudio

[1 Accedo a que sean conservadas anonimizadas.

Fdo.: El/la representante legal, Fdo.: El/la investigador/a que solicita el
consentimiento

Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:

Fecha: Fecha:
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8.8 Anexo VIII Consentimiento informado de los controles en

galego

FOLLA DE INFORMACION AO PARTICIPANTE ADULTO/A

TITULO DO ESTUDO: Patrén de metilacion en pacientes irradiados con
cancro de cabeza ¢ colo.

INVESTIGADOR Mario Pérez-Sayans Garcia

CENTRO: Master de Medicina Oral, Cirurxia Oral e Impantoloxia.
Facultade de Odontoloxia da USC

Este documento ten por obxecto facilitarlle informacion sobre un estudo de
investigacion no que se lle invita a participar. Este estudo foi aprobado polo
Comité de Etica da Investigacion de Santiago-Lugo.

Se decide participar neste, debe recibir informacién personalizada do
investigador, ler antes este documento e facer todas as preguntas que
precise para comprender os detalles sobre este. Se asi o desexa, pode levar
o documento, consultalo con outras persoas, ¢ tomar o tempo necesario
para decidir se participar ou non.

A participacion neste estudo ¢ completamente voluntaria. Vostede pode
decidir non participar ou, se acepta facelo, cambiar de parecer retirando o
consentimento en calquera momento sen ter que dar explicacions.
Aseguramoslle que esta decision non afectara a sua relacion co médico nin
4 asistencia sanitaria a que vostede ten dereito.

. Cal é o propésito do estudo?

O proposito deste estudo é describir os efectos da radioterapia de cabeza e
colo e estudar os diversos xenes que causan o cancro de cabeza e colo,
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antes ¢ despois da radioterapia. Pretendemos demostrar a alteracion nos
xenes para establecer tratamentos antitumorais.

JPor que me ofrecen participar a min?

Vostede ¢ convidado a participar porque ¢ un grupo control xa que non
padece un carcinoma de cabeza e colo.

.En que consiste a mifia participacion?

Realizaraselle unha enxaugadura con solucion de clorhexidina ao 0.12%
sen alcohol (10 ml) para confirmar o patrén de metilacion de determinados
xenes diana. A enxaugadura realizarase unha hora despois do ultimo
cepillado, durante un periodo de 5 minutos.

A sua participacion terd unha duracion total estimada de 5 minutos. O
investigador pode decidir finalizar o estudo antes do previsto ou
interromper a stia participacion. En todo caso informaréselle dos motivos
da sua retirada

. Que molestias ou inconvenientes ten?

Os efectos secundarios que pode presentar son os derivados da
enxaugadura. Pode presentar molestias durante a enxaugadura, picor e
incapacidade de enxaugarse durante 5 minutos.

. Obterei algun beneficio por participar?

Non se espera que vostede obtefia beneficio directo por participar no
estudo. A investigacion pretende descubrir aspectos descofiecidos ou pouco
claros sobre a metilacion no cancro de cabeza e colo. Esta informacion
podera ser de utilidade nun futuro para outras persoas.

Recibirei a informacion que se obtefia do estudo?

Se vostede deséxao, facilitaraselle un resumo dos resultados do estudo.
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Tamén podera recibir os resultados das probas que se realicen coas suas
mostras solicita dirixindose ao investigador. Estes resultados poden non ter
aplicacion clinica nin unha interpretacion clara, polo que, se quere dispofer
deles, deberian ser comentados co médico do estudo.

Publicaranse os resultados deste estudo?

Os resultados deste estudo seran remitidos a publicacions cientificas para a
sta difusion, pero non se transmitird ningun dato que poida levar a
identificacion dos participantes.

.Como se protexera a confidencialidade dos meus datos e mostras?

O tratamento, comunicacién e cesion dos seus datos farase conforme ao
disposto pola Lei Organica 15/1999, do 13 de decembro, de proteccion de
datos de caracter persoal. En todo momento, vostede podera acceder aos
seus datos, corrixilos ou cancelalos, solicitandoo ante o investigador.

S6 o equipo investigador, e as autoridades sanitarias, que tefien deber de
gardar a confidencialidade, terdn acceso a todos os datos recollidos polo
estudo. Podese transmitir a terceiros informaciéon que non poida ser
identificada. No caso de que algunha informacion sexa transmitida a outros
paises, realizarase cun nivel de proteccion dos datos equivalente, como
minimo, ao esixido pola normativa do noso pais.

Os seus datos e mostras bioloxicas seran recollidos e conservados ata
finalizar o estudo de modo: Codificados, que quere dicir que posten un
codigo co que o equipo investigador podera cofiecer a quen pertencen.

O responsable da custodia dos datos e mostras ¢ Mario Pérez-Sayans
Garcia, e o lugar de realizacion das andlises previstas neste estudo ¢
Facultade de Odontoloxia. Master de Medicina Oral. Cirurxia Oral e
Implatologia e Departamento de Anatomia Patoloxica do Hospital Clinico
de Santiago de Compostela.

Ao rematar o estudo, conforme ao RD 1716/2011, as stas mostras
bioloxicas seran Anonimizadas, ¢ dicir, que rompeu todo vinculo que poida
identificar a persoa doadora da mostra, non podendo ser identificado nin
sequera polo equipo investigador.
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Existen intereses econdmicos neste estudo?

Esta investigacion ¢ promovida polo Master de Medicina Oral, Cirurxia
Oral e Impantoloxia da Facultade de Odontoloxia da USC con fondos
achegados polo Master de Medicina Oral, Cirurxia Oral e Impantoloxia da
Facultade de Odontoloxia da USC

O investigador non recibird retribucion especifica pola dedicacion ao
estudo.

Vostede non sera retribuido por participar.

.Como contactar co equipo investigador deste estudo?

Vostede pode contactar con Mario Pérez-Sayans Garcia no teléfono
981563100 Extension12357 ou correo electronico
perezsayans@gmail.com

Moitas grazas pola sua colaboracion
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DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO PARA A PARTICIPACION
NUN ESTUDO DE INVESTIGACION

TITULO: Patron de metilacién en pacientes irradiados con cancro de
cabeza e colo.

Eu,

Lin a folla de informacion ao participante do estudo arriba
mencionado que se me entregou, puiden conversar con:
e facer todas as

preguntas sobre o estudo necesarias.

Comprendo que a mifia participacion é voluntaria, ¢ que podo
retirarme do estudo cando queira, sen ter que dar explicacidons e sen
que isto repercuta nos meus coidados médicos.

Accedo a que se utilicen os meus datos e mostras nas condicions
detalladas na folla de informacion ao participante.

Presto libremente a mifia conformidade para participar neste estudo.

Respecto 4 conservacion DAS MOSTRAS recollidas neste estudio

[J Non accedo a que sexan conservadas unha vez rematado o estudo.
[J Accedo a que sexan conservadas anonimizadas.
Fdo.: O/A participante, Fdo.: O/A investigador/a que solicita o
consentimento
Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:
Fecha: Fecha:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO ANTE TESTIGOS PARA A
PARTICIPACION NUN ESTUDO DE INVESTIGACION (para os
€asos nos que o participante non poida leer/escribir)

O testigo imparcial identificardse y sera unha persoa axena ao equipo
investigador

TITULO: Patrén de metilacion en pacientes irradiados con cancro de
cabeza e colo.

Eu , como testigo

imparcial, afirmo que en mifia presencia:

o Léuselle a folla
de informacion ao participante do estudo arriba mencionado que se
lle entregou, e poido facer todas as preguntas sobre o estudo.

e Comprendo que a sua participacion € voluntaria, e que pode retirarse
do estudo cando queira, sen ter que dar explicacions e sen que isto
repercuta nos meus coidados médicos.

e Accede a que se utilicen os seus datos ¢ mostras nas condicions
detalladas na folla de informacion ao participante.

e Presto libremente a mifia conformidade para participar neste estudo.

Respecto a la conservacion e utilizacion DAS MOSTRAS recollidas neste
estudo

[J Non accedo a que sexan conservadas unha vez rematado o estudo.

[J Accedo a que sexan conservadas anonimizadas.

Fdo.: O/A participante, Fdo.: O/A investigador/a que solicita o
consentimento

Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:

Fecha: Fecha:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO PARA REPRESENTANTE
LEGAL PARA A PARTICIPACION NUN ESTUDO DE
INVESTIGACION

TITULO: Patrén de metilacién en pacientes irradiados con cancro de
cabeza e colo.

Eu,

,representante legal de

):

Lin a folla de informacion ao participante do estudo arriba
mencionado que se me entregou, puiden conversar con:
e facer todas as

preguntas sobre o estudo necesarias.

Comprendo que a mifia participacion € voluntaria, e que podo
retirarme do estudo cando queira, sen ter que dar explicacidons e sen
que isto repercuta nos meus coidados médicos.

Accedo a que se utilicen os meus datos e mostras nas condicions
detalladas na folla de informacion ao participante.

Presto libremente a mifia conformidade para participar neste estudo.

Respecto & conservacion e utilizacion DAS MOSTRAS recollidas neste

estudio
L] Non accedo a que sexan conservadas unha vez rematado o estudo.
] Accedo a que sexan conservadas anonimizadas.
Fdo.: O/A participante, Fdo.: O/A investigador/a que solicita o
consentimento
Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:
Fecha: Fecha:
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Capitulo: Radiotherapy and Chemotherapy Treatments in
Head and Neck cancer patients-Protocol for Management
Before, during and after RTP
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Articulo I:Dental management prior to radiation therapy in
patients with head and neck cancer
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Articulo II: State of Methylation and epigenome studies in
some types of head and neck cancer
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8.13 Anexo XIII. Material suplementario

En las siguientes tablas se especifica de cada muestra la concentracion y la
pureza con los valores de absorbancia 260/280 y 260/230 tanto para los
casos como para los controles.

Caracteristicas de las muestras del grupo de casos Pre-RTP (NaN).

Caso Ng/microL 260/280 260/230

1 148,72 1,86 0,91
2 946,76 1,28 1,39
4 474,24 1,88 6,72
5 214,11 2,06 2,37
6 83,46 2,00 1,50
7 96,97 1,72 1,50
8 287,25 1,97 1,29
12 349,87 1,84 1,83
13 756,6 1,86 0,98
18 931,42 2,02 1,61
19 878,24 2,00 1,53
34 351,72 1,79 1,07
41 825,27 2,72 1,11
42 413,42 2,29 1,00
43 719,46 1,82 1,60
44 713,19 1,73 0,79
45 920,24 1,84 0,82
46 699,88 2,05 0,98
49 107,62 2,08 0,31
51 334,39 1,84 0,76
52 345,94 1,92 0,69
54 108,53 1,81 0,44
55 303,22 1,91 0,51
59 545,36 1,78 1,16
62 241,72 2,10 0,97
63 925,58 1,91 1,22
64 924,32 1,92 1,24
70 617,22 1,59 1,64
71 760,68 2,92 1,10
72 995 2,80 1,19
73 897 1,81 0,95
74 974 1,72 0,54
75 887,96 1,88 1,08
76 244,98 1,67 0,47
78 153,24 1,54 0,30
79 844,67 1,74 0,55
80 169,33 1,89 0,39
81 957,16 2,26 1,07
83 800,17 2,13 0,83
84 714,94 1,91 0,89
85 879,28 2,09 0,99
87 942,78 1,89 0,90
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Caracteristicas de las muestras del grupo de casos Post-RTP (NaN)

Caso Ng/micoroL 260/280 260/230

10 147,81 1,79 0,98
15 135,67 1,74 0,82
16 498,95 2,15 1,30
17 929,9 2,00 1,50
20 451,76 1,45 1,21
21 273,23 1,58 0,94
22 299,86 1,70 0,90
23 539,24 1,53 1,12
24 750 1,89 1,49
25 167,95 2,23 1,05
26 280 1,83 1,73
28 920,2 1,72 1,54
29 420,97 1,47 1,06
30 519,19 1,69 1,21
31 236,57 1,82 1,35
33 434,56 1,76 1,16
35 323,9 1,79 1,02
37 416,05 1,73 1,27
39 336,37 2,60 1,35
40 818,36 2,35 1,10
47 860,53 1,95 2,00
48 566,2 1,79 1,27
50 453,8 1,91 0,87
53 454,07 2,17 0,82
56 956,45 2,15 1,02
57 975,77 1,68 0,84
58 159,61 1,46 1,49
60 438,97 2,22 1,01
61 920,72 2,10 1,19
65 960,2 1,34 1,35
67 135,24 1,59 0,44
68 935,17 1,65 0,90
77 278,6 1,74 0,57
82 437,1 2,21 1,29
86 766,28 2,53 1,53
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Caracteristicas de las muestras del grupo control (NaN)

Control Ng/micoroL  260/280  260/230
1 195 1,80 0,76
3 163,78 1,84 0,78
4 269,82 1,77 1,09
5 647,61 1,93 1,07
6 106,72 1,67 0,56
7 925,6 1,75 1,93
9 792 1,78 1,00
11 381,27 1,64 1,31
13 287,72 1,70 0,82
14 349,66 1,97 0,88
15 94 1,51 0,74
17 91 1,82 1,53
18 533,92 1,92 1,69
20 546,48 1,71 1,10
21 287,23 1,49 1,28
22 884,89 1,80 1,11
25 460,85 1,83 1,79
26 486,65 2,00 1,52
27 976,02 1,96 1,51
28 302,66 1,94 1,52
29 347,55 1,88 1,10
34 170,25 1,81 0,98
35 100,86 1,77 0,53
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