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1.

RESUMEN/ABSTRACT

RESUMEN: Los tumores malignos de la cavidad oral suponen un 4% del total de
tumores malignos del organismo, del cual el 90% corresponden a carcinoma oral de
células escamosas (COCE). La alta incidencia y su baja tasa de supervivencia hace
que los esfuerzos en el desarrollo de herramientas diagnosticas eficaces sean mas que
necesarias. En esta revision, presentamos las aplicaciones de la saliva para fines
diagnosticos, intentando resaltar sus ventajas: proceso no invasivo, econémico, rapido
y sencillo. En los ultimos afios, se han investigado y desarrollado nuevas tecnologias
que han verificado una variedad de biomarcadores salivales, que pronto haran del uso
de la saliva una realidad clinica. Otra tecnologia prometedora es la denominada
biopsia liquida, que puede detectar células tumorales circulantes (CTC) y fragmentos
de ADN tumoral en la saliva. Estos recientes desarrollos han expandido el enfoque de
la cavidad bucal a todo el sistema fisioldgico, apuntando a un futuro prometedor de

los diagnosticos a través de la saliva.

ABSTRACT: Malignant tumors of the oral cavity account for 4% of all malignant
tumors in the body, 90% of which correspond to oral squamous cell carcinoma
(OSCC). The high incidence and low survival rate make efforts in the development
of effective diagnostic tools more than necessary. In this review, we present the
applications of saliva for diagnostic purposes, trying to highlight its advantages: non-
invasive, inexpensive, fast and simple process. In recent years, new technologies have
been researched and developed that have verified a variety of salivary biomarkers,
which will soon make the use of saliva a clinical reality. Another promising
technology is the so-called liquid biopsy, which can detect circulating tumor cells
(CTCs) and tumor DNA fragments in saliva. These recent developments have
expanded the focus from the oral cavity to the entire physiological system, pointing

to a promising future of diagnostics through saliva.
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2. INTRODUCCION
2.1.CANCER

La palabra cancer es una palabra que desgraciadamente forma parte de nuestra jerga
diaria y que constituye una entidad clinica compleja y de gran importancia.

Bajo esta palabra se engloban mas de doscientas enfermedades con un curso
evolutivo radicalmente diferente. En algunas de ellas, la curacion seré posible, pero en

otras neoplasias, la incurabilidad sera la norma.(1)
2.2.INCIDENCIA

El cancer es la segunda causa de muerte mas comun en los paises desarrollados y la
tercera causa de mortalidad en los paises en desarrollo. Se estima que la incidencia del
cancer aumentara a 26 millones de casos y 17 millones de muertes por afio en 2030 y, por
lo tanto, es un importante problema de salud mundial.(2)

2.3.CANCER ORAL

El carcinoma oral de células escamosas es la neoplasia maligna més frecuente de la
cavidad oral. Los tumores malignos de la cavidad oral suponen un 4% del total de tumores
malignos del organismo, del cual el 90% corresponden a carcinoma oral de células

escamosas (COCE), siendo este el mas comun de los canceres de cabeza y cuello.(3)
2.3.1. PATOGENESIS Y LOCALIZACION

La celula que da origen a este tipo de carcinoma es el queratinocito de la mucosa
bucal. Este es causado por la mutacion del ADN, fendmeno que a menudo ocurre de
manera espontanea, pero su riesgo aumenta con la exposicion de algunos tipos de
mutagenos. En el cancer, las células se vuelven autonomas y los resultados de éste se
caracterizan por la invasion a través de la membrana basal epitelial y finalmente la

metastasis.

Este tipo de carcinoma puede aparecer en cualquier lugar de la cavidad bucal, aunque
hay algunas areas en las cuales se puede encontrar con mayor frecuencia. La lengua y el
suelo de la boca, son las areas mas comunes donde se puede localizar y ocurre en un 50
% de los casos. Otros lugares de aparicién son el area retromolar, encia, paladar blando,

y con menos frecuencia, el paladar duro.(4)



Trabajo Fin de Grado Francisco Jiménez Doblas

2.3.2. INCIDENCIA

El cancer del labio y la cavidad oral fue responsable de 145.000 muertes en todo el

mundo en 2012 (2% del total de casos de cancer).(2)

El cancer de cabeza y cuello es méas frecuente en hombres y con mayor incidencia de
aparicion entre los 50 y 70 afios, pero la incidencia en mujeres y en personas jovenes esta
aumentando en los Gltimos afios, probablemente por los habitos toxicos que se equilibran
al de los hombres cada vez méas. Es curioso resaltar que se ha observado también un
incremento en la aparicién en mujeres jovenes, en las que no aparece relacionado el habito
del tabaco.(3)

Teniendo en cuenta la alta incidencia de esta patologia y el impacto que produce su
baja tasa de supervivencia a nivel de la salud publica, los esfuerzos en el desarrollo de

herramientas diagndsticas eficaces contintian siendo necesarios.(4)
2.3.3. ETIOLOGIA

Los principales factores de riesgo son fumar y el consumo de alcohol, y suponen un
mayor riesgo sinérgico usados conjuntamente, aumentando exponencialmente el riesgo
de padecer cancer oral y faringeo.(5) Sin embargo, la carcinogénesis bucal muestra una
etiologia multifactorial, donde se involucran factores endogenos (genéticos) y exdgenos
(ambientales y comportamentales). Entre estos factores se destacan diferentes variables
sociodemogréaficas y econdmicas, incluyendo a la falta de higiene bucal y la exposicion
laboral.(4) En cuanto a estas variables, suponen un riesgo afiadido héabitos como el de
mascar tabaco y fumar “con la candela para dentro” asi como el consumo de nuez de betel
o de areca.(5) Asi mismo existen casos en los que la etiologia es desconocida o se

encuentra involucrado el Virus del Papiloma Humano.(4)

A continuacion, se detallan algunos de los factores de riesgo nombrados

anteriormente:

I. TABACO. En torno al 85% de los pacientes con COCE son “grandes fumadores”
(>2 paquetes de cigarrillos al dia).(3) La lucha contra factores de riesgo como el tabaco
se hace evidente en las numerosas leyes antitabaco existentes. EI Doctor Francisco
Rodriguez Lozano expresaba en la revista “gaceta dental”: —La mayoria de los
fumadores quieren dejar de fumar y estas leyes han sido la excusa ideal para

intentarlo.(6)
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ll. ALCOHOL. Casi un 90% de los pacientes con COCE son “grandes bebedores”.
Se piensa que el alcohol es un iniciador o es el encargado de promover los cambios
degenerativos del epitelio, actuando como irritante y contribuyendo al sinergismo con el

tabaco, que aprovecharia la susceptibilidad de los tejidos.(3)

. VIRUS Y OTROS AGENTES INFECCIOSQOS. Se ha visto en personas jovenes,
no fumadoras, no consumidoras de alcohol, con buena alimentacion, sin antecedentes
familiares, etc. que han desarrollado un cancer. Se ha sugerido el papel que muchos virus
tienen en el cancer, siendo cada vez mas los estudios que relacionarian al virus del
papiloma humano (VPH) como posible factor etioldgico, observandose que los tipos méas
relacionados con el desarrollo de un proceso cancerigeno son el 16 y 18.(3)

IV. TRASTORNOS ORALES POTENCIALMENTE MALIGNOS. El precancer oral
tiene diversos aspectos clinicos que se engloban en los llamados trastornos
potencialmente malignos, que pueden incrementar el riesgo de padecer cancer oral.
Dentro de éstas, las que normalmente preceden al cancer oral son la eritroplasia y la

leucoplasia.(5)

V. ONCOGENES. GENES SUPRESORES TUMORALES. EIl carcinoma oral
resulta de la acumulacidn sucesiva de cambios genéticos heterogéneos en las células
escamosas, que modifican la funcién normal de los protooncogenes y los genes
supresores de tumor, los cuales afectan a la regulacién del ciclo celular, reparacion del
ADN vy la inmunidad celular, proporcionando a las células transformadas una mayor
capacidad proliferativa e invasiva. Los genes supresores tumorales son el primer sistema

de vigilancia tumoral.(3)

VI. OTRAS FACTORES. Algunos estudios implican a la higiene oral y al estado de

los dientes, pero el papel de estas es incierto.(3)
2.3.4. DIAGNOSTICO CLINICO DEL CANCER BUCAL

El examen clinico intraoral convencional (examen visual y palpacion) es considerada
la prueba de referencia para el diagndstico presuntivo de una lesion potencialmente
maligna o cancer bucal, mientras que el estudio relevante para la deteccion definitiva de

casos es la biopsia y el diagnoéstico histopatolégico.

Asimismo, existen diferentes técnicas complementarias que pueden contribuir al

diagnostico del cancer bucal como la tincién con azul de toluidina, la citologia por



Trabajo Fin de Grado Francisco Jiménez Doblas

cepillado, los sistemas de imagenes Opticas, el uso de la sangre o el analisis de la saliva,

entre otros.(4)

Clinicamente, en los estadios primarios las lesiones pueden ser asintomaticas y
suelen ser pasadas por alto si el examen de la cavidad oral no es adecuado. Pero en otras
ocasiones, 0 en estadios més avanzados nos podemos encontrar sintomas como sangrado,
pérdida de piezas dentarias, dificultad o dolor al deglutir, dificultad para llevar
dentaduras, bultos en el cuello, tlcera que no cura, aparicion de placas o lesiones de color
blanco (leucoplasia) o rojo (eritroplasia), o una mezcla de lesion blanca y roja
(eritroleucoplasia). A su vez, los signos que podemos observar son Ulcera sin dolor,
induracion, parestesia de lengua o labio, crecimiento papilar y dificultad para abrir la boca
debida a la disminucion de la movilidad del tejido. Sospecharemos que una lesion pueda

ser cancer si persiste mas de 3 semanas en boca.(5)

Un aspecto importante en el diagndstico es la clasificacion de estas lesiones. Se han
propuesto diversas clasificaciones desde el punto de vista patologico, siendo la més
aceptada la de la OMS que los divide en tres grados; de peor prondstico cuanto mas

indiferenciado sea el tumor:

- Bien diferenciados: presentan una gran semejanza con las células epiteliales y se

observa abundante formacion de queratina. La atipia celular es minima, asi como el

ndmero de mitosis.

- Moderadamente diferenciados: presentan menor semejanza con las células

epiteliales, y el grado de atipia nuclear, asi como el nimero de mitosis es mayor. Por otra

parte, disminuye la queratinizacion individual.

- Pobremente o poco diferenciados: la similitud con las células epiteliales es tan

pequefia que en ocasiones es dificil establecer el origen escamoso de estos tumores y hay
que recurrir a técnicas inmunohistoquimicas para demostrar si hay positividad a la

citogueratina. Existe un gran pleomorfismo nuclear y un elevado nimero de mitosis.(3)
2.3.5. PRONOSTICO Y ESTADIAJE

La angiogénesis es una de las caracteristicas esenciales en la formacién de tumores

y es también muy importante en el desarrollo, reproduccion y curacion de éstos.

La metastasis es, aparte de un proceso selectivo, uno de los aspectos mas temidos del

cancer. Se ha observado que el nimero de metastasis que se desarrollan es directamente

5
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proporcional al nimero de células tumorales inyectadas intravascularmente. Los tumores
metastaticos de la cavidad oral son poco comunes, lo cual supone el 1% de las neoplasias
malignas orales. Se ha visto que la frecuencia de micrometéstasis es mucho mayor cuando

se trata de cancer de cabeza y cuello.(5)

Para el seguimiento clinico y terapéutico de 0S T (Descripcion del tamaiio del tumor primaric)

Tx | El tumor primaric no puede ser evaluado.
TO | Mo hay evidencia de tumeor primario.
Tis | Carcinoma in situ.
T1 | Tumor de 2 em de tamano o menor
y se basa en 3 parametros: tamafio tumoral (T), 15 |pmerentre = em.
mayor a 4 cm.
T4 | Tumor invade otras estructuras como: el hue-

presencia de ganglios linfaticos regionales a la e A e
goideo (T4a, T4b).

pacientes se utiliza la clasificacion TNM, que

describe la extension anatdmica de la enfermedad

palpacion (N) y presencia 0 no de metastasis a

N (estado de los ganglios linfaticos regionales)

distancia (M). (Tabla 1) —

Los ganglios linfaticos regionales no pueden

ser evaluados.

MO | Mo hay evidencia de tumor primario.

M1 | Metastasis a nivel de un solo nodulo linfatico
. . - . . ipsilateral de 3 cm o menor

estadios clinicos. Los estadios 1y 11 se CONSIAEraN 1 | yicisstacis 2 mivel de um solo nédulo linfatico

... . . ipsilateral entre 3-6 cm de tamafo (2a), me-
iniciales, ya que en ellos no hay metastasis e S

Segln estos parametros se dividen en 4

terales no mayores de 6 cm (2b) o metastasis

ganglionares y el tamafio es menor de 4cm en a nivel de nédulos linfiticos bilaterales no
mayor de 6 cm (2a).

general, se ha observado que tienen un buen N3 |Metastasis enunnédulo linfatico mayor de 6 cm.

M (metastasis a distancia)

prondstico con una tasa de supervivencia elevada,
. A MD | Mo hay metastasis a distancia.
mientras que los estadios 11 y 1V son avanzados, M1 |Hay metastasis a distancia.

Tabla SEQ Tabla \* ARABIC 1.
Estadiaje TNM de tumores de
supervivencia global.(3) cavidad oral. (5)

disminuyendo en gran medida el porcentaje de

2.3.6. TRATAMIENTO

El tratamiento del carcinoma oral de células escamosas es multidisciplinario. Los
objetivos fundamentales del tratamiento son: curar la enfermedad, preservar o restaurar
la funcidn, minimizar las secuelas del tratamiento y la prevencion de segundos tumores

primarios.(3)

Tanto la cirugia como la radioterapia siguen siendo el gold standard, ya sea por
separado, 0 en combinacién con quimioterapia en estadios avanzados. El tipo de cirugia
dependera de si los nodulos cervicales estan afectados o no. Si no lo estan, nos bastara

con extirpar toda la lesion con margenes de seguridad, ademas de los ganglios cervicales.
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Para el tratamiento de las lesiones premalignas, por lo general, se recomienda trabajar
segun el nivel de displasia, bien eliminando el factor de irritacién o realizando su

extirpacion en casos de displasia severa 0 moderada.(5)
2.4. MICROBIOTA ORAL

La microbiota oral o los biofilms orales se componen de 700 especies microbianas
diferentes, una matriz extracelular compuesta por ADN, proteinas, polisacaridos y
lipidos, y glicoproteinas salivales, fluido crevicular gingival, alouminas y componentes
de las células del huésped. La colonizacidn bacteriana, la interaccion entre las adhesinas
de la superficie celular bacteriana y los receptores del huésped y la matriz extracelular
son los factores clave para la formacion, el desarrollo y la maduracién de las biopeliculas
orales. Las bacterias patdgenas de las biopeliculas orales contribuyen al desarrollo de la
caries dental, la periodontitis y el cancer oral.

La saliva es la principal fuente de nutrientes para las bacterias que residen en las
biopeliculas supragingivales, mientras que el fluido crevicular gingival proporciona

nutrientes a las bacterias de las biopeliculas subgingivales.

Los factores que afectan a la poblacién de la microbiota oral son la temperatura, el
pH, la salinidad, el potencial redox y el agua de la saliva. Factores como la edad del
huésped; las condiciones ambientales como el pH, los niveles de oxigeno y la nutricion
en los habitats de la cavidad oral asi como el estilo de vida del huésped, modulan la

composicién de la microbiota oral.(7)
2.4.1. ALTERACIONES EN LA MICROBIOTA ORAL

La alteracion que podemos presentar en la microbiota oral dependerd de los factores
comentados con anterioridad. En este texto vamos a tratar de centrarnos en como estas
alteraciones microbianas pueden servirnos para entender como este hecho puede ser un

aviso de una patologia neoplasica como es el cancer oral.

Las mutaciones somaticas relacionadas con el desarrollo de procesos malignos
pueden utilizarse como biomarcadores para diagnosticar tumores orales o de otro tipo. En
la saliva, el ADN especifico del tumor fue positivo en el 100% de los pacientes con
tumores orales. Sin embargo, sélo el 47%-70% de los pacientes con tumores en otras

partes del cuerpo humano presentan ADN especifico del tumor en la saliva.(8)
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El papel de lactobacillus gasseri, lactobacillus johnsonii, lactobacillus vaginalis y
fusobacterium nucleatum es esencial para el cribado, el diagnostico y las estrategias de
quimioprevencion en el carcinoma de células escamosas orofaringeo y el carcinoma oral
de células escamosas abriéndonos la posibilidad de desarrollar una terapia de fagos contra
estos patogenos orales, consiguiendo bloquear la formacidn de biopeliculas patogenas e
interrumpir las ya establecidas. Estas estrategias también deberian dirigirse al
microambiente de pH &cido en la biopelicula alternando el pH.(7)

2.5. SALIVA. DEFINICION Y FUNCIONES

La saliva es una solucion hipotonica de acinos salivales, liquido crevicular gingival
y exudados de la mucosa oral. Aproximadamente el 90% de la saliva se segrega a partir
de las glandulas salivales y las principales glandulas son la par6tida, las submandibulares

y las sublinguales.

La saliva es incolora, inodora y tiene una densidad relativa de 1,004-1,009 y un pH

de 6,6 a 7,1. Una persona normal produce 600mL de saliva al dia.(8)

En su composicién tenemos en primer lugar, un contenido en agua y sales, siendo el
99% de la saliva agua, mientras que el 1% restante esta constituido por moléculas
orgénicas e inorganicas que proceden del torrente sanguineo, que le confieren parte de
sus propiedades. (Tabla 2)

Funciones de la saliva Componentes

Limpieza Agua

Lubricacion Agua, mucinas, glicoproteinas ricas en prolina

Capacidad tampdn y | Bicarbonato, fosfato, calcio, estaterina, proteinas aniénicas ricas en

remineralizacién prolina, fldor

Mantenimiento de la | Mucinas, factor de crecimiento epidérmico, electrolitos, agua

integridad de la mucosa

Antimicrobiana Lisozima, lactoferrina, lactoperoxidas, mucinas, cistatinas, histatinas,

inmunoglobulinas, proteinas ricas en prolina

Digestion

Amilasa, lipasa, ribonucleasas, proteasas, agua, mucinas

Preparacion de los alimentos

para la deglucion

Agua, mucinas

Sabor

Agua, gustina

Fonacion

Agua, mucina

Tabla 2. Propiedades de la saliva.(3)
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2.5.1. IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES PRONOSTICOS

Existen mas de 100 biomarcadores potenciales para el carcinoma bucal de células
escamosas. Avances en protedmica han permitido la deteccion de moléculas de poca
abundancia en la saliva, como es el caso de algunas proteinas, las cuales, al ser producto
de las glandulas salivales, pueden servir de biomarcadores tanto para patologias locales

como sistémicas.(4)

Los biomarcadores se pueden clasificar en cinco grupos segun su funcién bioldgica, entre
los que cabe destacar: (3)

- Actlan en la aceleracion y proliferacion del ciclo celular: EGFR, Ciclina D1, Ki
67, PCNAy Aktl.

- Supresion y apoptosis tumoral: p53/p63, p21/p27, Bax, Bcl-2, pRb y survivin

- Biomarcadores de hipoxia: HIF-1a, anhidrasa carbonica IX, GLUT-1y EPOR.

- Biomarcadores de angiogénesis: VEGF, CD105 y Eph receptor tisosina kinasa.

- Biomarcadores de degradacion y adhesion celular: MMPs, CD44, Cadherina,

Cateninas y Versican.

La diversidad de especies y la abundancia relativa de bacterias en la saliva de los

pacientes con tumores orales son mayores gque en los pacientes sanos.(8)

La identificacion y conocimiento de los biomarcadores pronosticos podrian implicar
una prediccion de la agresividad del tumor, y en este sentido la identificacidn de algunos
de estos factores en el momento del diagnéstico permitiria identificar aquellos pacientes
afectos de tumores mas agresivos, y por consecuencia, susceptibles de tratamientos mas
agresivos, asi como alternativas terapéuticas prometedoras. Sin embargo, siguen
existiendo resultados contradictorios en los diferentes estudios, que podrian ser atribuidas
a la utilizacion de diferentes métodos en la evaluacion de la expresion de los

biomarcadores, asi como a la heterogeneidad de las muestras.(3)

Con el desarrollo de la tecnologia de secuenciacion de alto rendimiento los
investigadores se han dado cuenta de la importancia de los microorganismos en el

desarrollo del cancer oral.(8)
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2.5.2. ANALISIS BIOQUIMICOS E INMUNOLOGICOS DE LA SALIVA
- Las muestras de citologia exfoliativa se pueden emplear para detectar alteraciones
genéticas en el epitelio oral de pacientes con riesgo elevado de desarrollar cancer y para
detectar alteraciones microsatélites en el carcinoma oral de células escamosas.
- Entre los marcadores salivales cabe destacar citoquinas como la IL-6, IL-8, TNF-
a y la IL-1-B que presentan niveles elevados en pacientes con carcinomas. Otros
marcadores como el factor de crecimiento epidérmico (EGF), la endotelina 1 que esta
incrementado en la saliva de pacientes con cancer, y relacionado con la extension y
metastasis tumoral. Las mutaciones en el gen p53 son considerados como una de las
alteraciones genéticas mas frecuentes en la aparicion de neoplasias.
- Los niveles en saliva de CD44, fueron mayores en los pacientes con cancer que
en los controles.(3)

2.6. BIOPSIA LIQUIDA.

Prevenible y curable en estadios tempranos, la mayoria de los casos de carcinomas
de células escamosas orales (COCE) no se diagnostican hasta estadios avanzados, un
punto en el que la terapia es menos eficaz y el prondstico es peor. La biopsia tisular es el
patron de oro en el diagnostico del cancer oral, pero es bien sabido que los perfiles

moleculares de los tumores tienen un comportamiento dinamico a lo largo del tiempo.

En este sentido, el campo de la biopsia liquida ha surgido como una revolucion en
multiples areas de la oncologia y el desarrollo de la medicina de precision tumoral. La
biopsia liquida es una herramienta de diagnostico no invasiva, basada en la deteccion de
células tumorales circulantes (CTCs), ADN tumoral circulante (ctADN) y ARN tumoral
circulante (ctARN), proteinas vy
exosomas. Es importante destacar
que, ademas de la sangre, hay otros
fluidos corporales como la orina, la
saliva, el plasma, liquido seminal, los
derrames pleurales, el liquido
cefalorraquideo, el esputo y las

muestras de heces que pueden

ctDNA Exosomes CTCs

utilizarse para una blOpSI& Iqu|da. Figura SEQ llustracion \* ARABIC 1. Representacion

- . esquematica de las CTC, el ctADN y los exosomas para lograr
Una de las prlnC|paIeS ventajas del una medicina personalizada en el cancer oral. (9)

estudio de las biopsias liquidas es
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que proporcionan una instantanea personalizada de los tumores primarios y metastasicos
en puntos temporales sucesivos. Por lo tanto, mediante el uso de biopsias liquidas,
podemos obtener un perfil molecular para cada paciente. (Figura. 1)

Los diferentes subtipos de tumores podrian complementar el sistema de
estadificacion de tumores, ganglios y metastasis (TNM). Este sistema de estadificacion
no refleja la heterogeneidad bioldgica de un tumor, una adicién adecuada seria la
inclusion del tipo molecular. Esto ayudard a crear una medicina mas personalizada,

disminuyendo el riesgo de sobretratamiento o infratratamiento.(9)
2.7. BIOMARCADORES SALIVALES PARA EL CANCER ORAL

Teniendo en cuenta que la saliva puede considerarse como "el espejo del cuerpo™, se
ha convertido en una atractiva herramienta clinica debido a su facil recogida y sencillo
almacenamiento. Ya se han caracterizado cinco alfabetos de diagnostico en muestras

salivales: proteoma, transcriptoma, micro-ARN, metaboloma y microbioma.(9)

3. OBJETIVOS

El cancer constituye un término al que estamos habituados, pues se trata de una
enfermedad que vive en nuestra sociedad y desde su sospecha, diagndstico, el comienzo
del tratamiento y sus consecuencias provoca en la poblacion cambios que condicionaran

el resto de su vida.

Los avances en nanotecnologia y el estudio del rastro molecular del cancer podria
suponer un antes y un después en la oncologia, pues la deteccidn precoz del cancer seria

la norma.

El objetivo principal es revisar los biomarcadores salivales que se han observado en
pacientes que sufren cancer oral. Como objetivos secundarios nos planteamos: resaltar la
evidente importancia que tiene el diagndstico precoz, y con ello, la necesidad de

investigacién en un campo, del que alin conocemos poco.

Tenemos las herramientas necesarias para poder detectar procesos tumorales, incluso
antes de que sean visibles o detectables mediante lo que hasta hoy es el gold estandar en

diagnostico del cancer, la biopsia tisular.
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4, METODOLOGIA DE LA BUSQUEDA/MATERIAL Y METODO

Para realizar esta revision bibliografica, se han efectuado varias busquedas
bibliogréaficas utilizando principalmente como base de datos PubMed y Dialnet. Se han
establecido dos tipos de limitaciones; las limitaciones generales, las cuales constan de una
acotacion de resultados a los ultimos 5 afios, seleccionando como idioma espafiol o inglés
y texto completo libre. En cuanto a las limitaciones especificas, estas constan de una
acotacion de resultados pertenecientes a revistas de odontologia, estudios en humanos,
asi como publicaciones en revistas cientificas, revisiones, ensayos clinicos y metaanalisis

de impacto.

En la primera busqueda, realizada en Dialnet, empleamos como criterio para la
misma (cancer OR neoplasia OR oncologia) AND saliva. Sin aplicar ningun tipo de
filtro aparecen 112 resultados. Establecemos limitaciones generales, (acotando los
resultados a los ultimos 5 afios, seleccionando como idioma espafiol o inglés, y con texto
completo libre), obteniendo 45 resultados. Tras introducir las limitaciones especificas
(publicaciones en revistas cientificas, revisiones, ensayos clinicos y metaanalisis, asi
como estudios en humanos), titulo y resumen, obtenemos un total de 30 resultados, de los
cuales elegimos 4, descartando el resto por la falta de relacion con el objetivo de esta
revision.

La misma estrategia de busqueda fue usada en la base de datos de PubMed, obteniendo
tras establecer los filtros generales, un total de 592 resultados. Finalmente, tras limitar
especificamente obtenemos 54 resultados y tanto por titulo y resumen, seleccionamos 6

articulos.

En la segunda busqueda, empleamos como estrategia de busqueda Saliva AND
Cancer diagnosis en PubMed. Los resultados totales son 1447, sin utilizar filtros.
Estableciendo las mismas limitaciones, los resultados se reducen a 214. Finalmente, tras
las limitaciones especificas, por titulo y resumen, seleccionamos 3 articulos de los 14

resultados obtenidos.

En la tercera y ultima busqueda realizada en PubMed, empleamos como estrategia
Salivary biomarker AND oral cancer. Los resultados totales son 1089, sin utilizar
filtros. Tras las limitaciones generales, los resultados se reducen a 221. Finalmente, por

titulo, resumen y las limitaciones especificas, seleccionamos 2 articulos de los 22 totales.

12



Trabajo Fin de Grado

Francisco Jiménez Doblas

Criterios de | Base de | Resultados | Resultados con | Articulos
basqueda datos con limitaciones seleccionados
limitaciones | especificas
generales
“(cancer OR | Dialnet | 45 30 4
neoplasia OR | PubMed | 592 “Review” 30 6
oncologia) “Systematic 3
AND saliva” review”
“Clinical trial” 8
“Randomized 12
controlled trial”
“Meta-analysis” | 1
“Saliva AND | PubMed | 214 “Review” 6 3
cancer “Systematic 1
diagnosis” review”
“Clinical trial” 2
“Randomized 4
controlled trial”
“Meta-analysis” | 1
“Salivary PubMed | 221 “Review” 16 2
biomarker “Systematic g
AND oral review”
cancer” “Clinical trial” | 2
“Randomized 0
controlled trial”
“Meta-analysis” | 1
5. RESULTADOS

De todos los articulos encontrados, en total se seleccionan 15 articulos después de

realizar lecturas de estos, clasificandolos dentro de los que nos interesaban para nuestra

revision. De esta seleccion, 12 se han tomado como referencia para realizar la discusion.
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A continuacién, exponemos un breve resumen de los articulos usados en nuestra

discusion.

Articulo | Lee WH, Chen HM, Yang SF, Liang C, Peng CY, Lin FM, etal.
Bacterial alterations in salivary microbiota and their association in

oral cancer. Sci Rep. 1 de diciembre de 2017;7

Resumen | En este estudio, investigan las diferencias de la microbiota entre individuos
normales, pacientes con lesiones precursoras epiteliales y pacientes con
cancer con diferentes habitos de vida, revelandose diferencias
significativas entre los pacientes con lesiones precursoras epiteliales y con
cancer. Estos cambios en la composicion podrian constituir un
biomarcador para ayudar a controlar la transicion desde la lesion

precursora epitelial al cancer.

Articulo | Zhang CZ, Cheng XQ, Li JY, Zhang P, Yi P, Xu X, et al. Saliva in the
diagnosis of diseases. Vol. 8, International Journal of Oral Science.
Sichuan University Press; 2016. p. 133-7

Resumen | Esta revision resume los Gltimos avances en los estudios relacionados con
la saliva y aborda el valor potencial de la saliva en el diagnostico precoz de
enfermedades orales, como la caries dental y la enfermedad periodontal,
asi como el cancer, la diabetes y otros trastornos sistémicos. Los
biomarcadores de la saliva abarcan desde cambios en los indices
bioquimicos del ADN, el ARN vy las proteinas hasta la diversificacion de

las estructuras de la microbiota.

Articulo | Tamayo Cabeza G, Madera Anaya M, Gonzélez Martinez F. El cancer
bucal y su relacion con la proteina translocadora mitocondrial de
18kda. Rev CES Odontol [Internet]. 2017;30(1):17-29.

Resumen | La presente revision tiene como objetivo presentar aspectos tedricos en
relacién con la proteina translocadora (TSPO) mitocondrial de 18kDa
como un biomarcador a estudiar en sujetos con cancer bucal, considerando
su implicacion en los procesos de apoptosis celular y participacion en el

estrés oxidativo.
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Articulo

Lousada-Fernandez F, Rapado-Gonzalez O, Lopez-Cedrun JL,
Lopez-Lopez R, Muinelo-Romay L, Suarez-Cunqueiro MM. Liquid
biopsy in oral cancer. Vol. 19, International Journal of Molecular
Sciences. MDPI AG; 2018.

Resumen

Esta revision ofrece una vision general de la importancia bioldgicay clinica
de las células tumorales circulantes (CTC), el ADN tumoral circulante
(ADNC) y los exosomas para el diagnostico y el prondstico del cancer oral.
Describe la importancia de la biopsia liquida como una alternativa
potencial a la biopsia solida para el diagnostico y el pronostico. Ademas,
los biomarcadores liquidos permiten el seguimiento en tiempo real de la
evolucion del tumor y de las respuestas terapéuticas, iniciando la era de la

medicina personalizada.

Articulo

Nonaka T, Wong DTW. Liquid Biopsy in Head and Neck Cancer:
Promises and Challenges. J Dent Res. 1 de junio de 2018;97(6):701-8

Resumen

En esta revision, se resume el conocimiento actual de los biomarcadores
circulantes en el campo de la biopsia liquida, centrandose en su viabilidad,
limitaciones y areas clave de aplicaciones clinicas. También se destacan
los recientes avances en el diagnostico salival y su posible aplicacion en el

cancer de cabezay cuello.

Articulo

Chu HW, Chang KP, Hsu CW, Chang IYF, Liu HP, Chen YT, et al.
Identification of salivary biomarkers for oral cancer detection with
untargeted and targeted quantitative proteomics approaches. Mol Cell
Proteomics. 2019;18(9):1796-806

Resumen

El objetivo de este estudio fue explorar los biomarcadores metabdlicos
salivales mediante el analisis de muestras de saliva y de tejido tumoral para
la deteccion del cancer oral. Se obtuvieron tejidos tumorales y de control
emparejados de pacientes con cancer oral y se recogieron muestras de
saliva entera sin estimular de pacientes y controles sanos. El enfoque
demostrado, que integra la metabolémica de la saliva y del tejido tumoral,
ayuda a eliminar las pseudomoléculas que son casualmente diferentes entre
los canceres orales y los controles. Estos metabolitos salivales combinados
podrian ser la base de un método clinicamente factible de deteccion no

invasiva del cancer oral.
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Articulo

Feng Y, Li Q, Chen J, Yi P, Xu X, Fan Y, et al. Salivary protease
spectrum biomarkers of oral cancer. Int J Oral Sci. 1 de marzo de
2019;11(2).

Resumen

En este estudio se analiza el espectro de proteasas salivales de pacientes
con COCE, masas orales benignas y periodontitis cronica, asi como el de
los sanos, utilizando kits de matriz de proteasas humanas, ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas, Western Blot e inmunofluorescencia.
Asi pues, el analisis del espectro de proteasas salivales puede ser un
enfoque innovador y rentable para evaluar el estado de salud de la cavidad
oral. En concreto, los aumentos de catepsina V, calicreina 5 y ADAM9

pueden ser biomarcadores Utiles en el cribado y el diagndstico del COCE.

Articulo

Chattopadhyay I, Verma M, Panda M. Role of Oral Microbiome
Signatures in Diagnosis and Prognosis of Oral Cancer. Vol. 18,

Technology in cancer research & treatment. NLM (Medline); 2019.

Resumen

Los recientes avances en las tecnologias metagendémicas pueden ser Utiles
para identificar el microbioma relacionado con el cancer oral, sus genomas,
sus propiedades de virulencia y su interaccion con la inmunidad del
huésped. Es muy importante abordar qué especies bacterianas son las
responsables de la carcinogénesis oral. La alteracion de las comunidades
microbianas comensales orales tiene una aplicacion potencial como
herramienta de diagndstico para predecir el carcinoma oral de células
escamosas.

En esta revision, se narra el papel del microbioma en la progresion del
cancer oral y su funcion como biomarcador de diagnéstico y pronostico

temprano del cancer oral.

Articulo

Kaur J, Politis C, Jacobs R. Salivary apoptotic cells in oral (pre-)
cancer as a potential diagnostic means. J Clin Exp Dent [Internet].
2015;7(3):400-4. Disponible en: http://dx.doi.org/10.4317/jced.52212

Resumen

El objetivo de este estudio fue conocer las células apoptoticas salivales en
pacientes precancerosos y cancerosos orales y ademas observar el potencial

valor diagnéstico de las células apoptdticas salivales en la deteccion del
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precancer y cancer oral, concluyéndose que las células epiteliales
apoptdticas salivales podrian utilizarse en la deteccion y el diagnostico

tempranos del precancer y el cancer orales.

Articulo

Ghizoni JS, Nichele - R, De Oliveira - M T, Pamato - S, Pereira - J R.
The utilization of saliva as an early diagnostic tool for oral cancer:
microRNA as a biomarker. Clin Transl Oncol [Internet]. 2094;22:804-
12. Disponible en: https://doi.org/10.1007/s12094-019-02210-y

Resumen

El objetivo de este trabajo fue explorar todas las posibilidades teoricas que
ofrece el microARN como herramienta de diagnostico precoz del cancer
oral. Dado que el microARN es mas especifico para los tejidos y las
enfermedades que el ARNm, tiene la premisa de ser un biomarcador

factible, no invasivo y estable para el diagndstico precoz del cancer oral.

Articulo

Swiecicki PL, Brennan JR, Mierzwa M, Spector ME, Brenner JC.
Head and Neck Squamous Cell Carcinoma Detection and

Surveillance: Advances of Liquid Biomarkers

Resumen

Este articulo expone un manual para entender los estudios recientes que
apoyan la transicion para utilizar estos biomarcadores circulantes como
parte de la atencion clinica de rutina. Siendo fundamental comprender los
avances recientes en esta area, asi como las cuestiones emergentes que
deben abordarse a medida que estos biomarcadores se acercan a la mejora

de los paradigmas de atencion clinica de rutina.

Articulo

Kaczor-Urbanowicz KE, Martin Carreras-Presas C, Aro K, Tu M,
Garcia-Godoy F, Wong DTW. Saliva diagnostics — Current views and
directions. Vol. 242, Experimental Biology and Medicine. SAGE
Publications Inc.; 2017. p. 459-72

Resumen

Esta revision, ofrece una actualizacién de las aplicaciones actuales y
futuras de la saliva con fines de diagndstico. El uso de la saliva como fluido
con fines de diagnostico supondria un gran avance tanto para los pacientes
como para los profesionales sanitarios, ya que la recogida de saliva es facil,

no invasiva y poco costosa. Repasa las principales aplicaciones
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diagnosticas actuales de la saliva y destaca las nuevas tecnologias y
herramientas emergentes para el cribado, la deteccion y el seguimiento del

cancer.

6. DISCUSION

La combinacion de analisis de sangre y saliva puede ser una forma menos invasiva
que la biopsia para identificar el cancer en la cavidad oral, laringe, hipofaringe y la
orofaringe. Aunque se sabe que este tipo de tumores desprenden fragmentos de ADN en
fluidos como la sangre, la saliva, las heces o la orina, sus niveles son tan bajos que hacen
que sea dificil analizar. En los Gltimos afios, gracias a los adelantos en las técnicas de
secuenciacion, se ha podido probar que es posible detectar en sangre, saliva o en ambos
los fragmentos de ADN en pacientes con cancer. El objetivo final sera desarrollar un test
barato y destinado a la poblacién general para que pueda ser realizado por médicos y
dentistas.(10)

El examen oral convencional seguido de una biopsia de la zona sospechosa es el
método actual para el cribado del COCE. En algunas ocasiones, la biopsia suele realizarse
en unasola zona, lo que puede hacer que se pierdan otras zonas cancerosas, especialmente
en pacientes con multiples tipos de lesiones. EIl uso de biomarcadores en los fluidos
corporales puede representar una herramienta eficaz para la deteccién precoz del
COCE.(11)(12)(13) La saliva tiene una sobreabundancia de ADN especifico de tumores
orales. Por lo tanto, el ADN especifico de los tumores en la saliva tiene el potencial de
aplicarse para diagnosticar los canceres orales. EI ADN de los virus relacionados con los
tumores en la saliva, como el VIH y el virus del herpes humano (HHV), también puede

asociarse con los canceres de la cavidad oral o de otras zonas.(8)(12)

Sin embargo, hasta la fecha no se ha aprobado ningin biomarcador eficaz para el
diagnostico o el prondstico del COCE. Se ha informado de 22 proteinas como potenciales
biomarcadores salivales del COCE. Entre ellas, la resistina se sometié a una validacion
adicional mediante ELISA. Los datos confirmaron que los niveles salivales de resistina
en los pacientes con COCE eran significativamente mas altos que en el grupo sano, lo
que indica que el andlisis del proteoma de la saliva es factible para el descubrimiento de
biomarcadores de COCE. Aunque se han publicado numerosos estudios para la busqueda

de biomarcadores, son pocos los biomarcadores proteicos notificados que se han

18



Trabajo Fin de Grado Francisco Jiménez Doblas

trasladado a la préactica clinica. Tres biomarcadores candidatos (CFH, FGA y SERPINA1L)
se han evaluado ademéas como biomarcadores del COCE utilizando una cohorte
independiente de muestras de saliva con ELISA. Finalmente, los autores seleccionaron
un panel de marcadores que muestra una alta sensibilidad y especificidad para el
diagnostico del COCE.(14)

El uso de biomarcadores salivales ha ganado una mayor atencion como metodo
novedoso y no invasivo para el diagnostico del cancer. En la actualidad, multiples
moléculas salivales se han propuesto para utilizarse como biomarcadores en el cancer
para el diagndstico, el pronostico, el seguimiento del tratamiento y los estudios
farmacogenéticos. Un estudio realizado por Spafford et al., en el cual se analiz6 a un total
de 44 pacientes con COCE (13 de los cuales estaban localizados en la cavidad oral) y a
43 sujetos sanos, siendo estudiados 23 marcadores de microsatélites en esta muestra
(D9S753, D20S77, UT5307, D9S242, CSFIR-6, D11S488, ACTBP2, D8S321, UT5320,
D9S171, D9S162, D20S82, D20S85, Li7686, FGA, DISIFNA, D11S654, D3S1560,
D3S1286, D3S1289, D17S695, D17S654 y D17S656), se encontrd que el 86% (38/44)
de los tumores primarios habia pérdida de heterocigosidad o inestabilidad de
microsatélites de al menos uno de los marcadores, mientras que en el grupo de control
sano no se detectaron. Cabe destacar que se encontraron alteraciones idénticas en la saliva
de 35 de estos 38 casos (92%).(9)

También han sido analizados nueve marcadores de microsatélites (D5s178,
D9S104, IFNA, D11S910, D11S1356, D13S273, TP53, D18S46 y D22S274) en el tejido
y el suero de pacientes con COCE en tres momentos diferentes (preoperatorio,
postoperatorio y cuatro semanas después de la cirugia) y se ha llegado a la conclusion de
que el cfDNA (ADN libre circulante) refleja las caracteristicas del tumor. Numerosas
caracteristicas de los tumores, como el tamafio global, la estadificacion, la vascularidad,
el recambio celular, la localizacion y la respuesta al tratamiento, han demostrado estar
asociadas a las concentraciones de ctADN (ADN tumoral circulante).(9)(15) EI ctADN
liberado activamente en el plasma y la saliva puede ser preferible para la deteccién
temprana del cancer de cabeza y cuello, mientras que las CTC liberadas de las lesiones
metastasicas pueden predecir un mal pronoéstico.(16) Aunque todavia hay algunas

cuestiones que resolver antes de alcanzar un uso generalizado a nivel clinico.(9)

Un enfoque adicional para los analisis de biopsia liquida implica el estudio de los

exosomas. Los exosomas derivados del liquido oral han sido caracterizados
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morfologicamente en el cancer oral. Se ha analizado la expresion de tres marcadores
exosomales como los implicados principalmente en el cancer oral (CD9, CD81 y
CD63).(9)

Acufiamos por primera vez el término salivaexosomica para describir la
salivabmica de proxima generacion que estudia los exosomas salivales a través de las
tecnologias "O0micas" avanzadas para delinear mejor sus funciones especificas y

biomarcadores para el cancer (Nonaka y Wong 2017).(16)

Los resultados de los experimentos realizados demuestran que los exosomas de
origen tumoral pueden detectarse no solo en la sangre, sino también en la saliva, lanzando
asi una nueva via para la deteccion no invasiva de proteinas especificas de los tumores,

micro ARN, ARNm, asi como de mutaciones genéticas en la saliva.(13)

La cuestion clave en relacion con todos los tipos de biomarcadores circulantes
(ctDNA, CTCs y miRNAs exosomales) es hasta qué punto son representativos de la
totalidad del tumor. Se considera que las CTC contienen la informacion celular completa;
sin embargo, si un tumor es heterogéneo, pueden representar sélo una pequefia proporcion

del tumor, lo que compromete su relevancia clinica.(16)

Para la deteccion temprana del cancer bucal existen pruebas que evallan la
presencia de la enfermedad en individuos asintomaticos, asi como pruebas para la
deteccidn de casos, en las que se aplica un procedimiento especifico en pacientes con una

lesion identificada.(4)

En la actualidad, la ddPCR vy la secuenciacion de nueva generacion desempefian
un papel fundamental en el analisis del ctADN y el miARN. Sin embargo, su elevado
coste y la complicada manipulacién de los datos impiden su aplicacion en la atencion
clinica rutinaria. Recientemente ha sido desarrollada una novedosa plataforma de
diagndstico, EFIRM (liberacion y medicion inducida por campo eléctrico), que puede
detectar directamente el ctADN y el ARN exosomal, requiriendo solo 40 ul de fluido
corporal (Wei et al. 2014; Tu et al. 2015; Pu et al. 2016). Un mayor desarrollo y aplicacién
de las tecnologias de punto de atencion basadas en la saliva permitira una mejor gestion
clinica inmediata, lo que conducira a una intervencion mas temprana y a una reduccion
de la morbilidad y la mortalidad.(16)
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La biopsia liquida para el cancer oral esta en sus inicios, por lo que los esfuerzos
de investigacion deben dirigirse a realizar grandes estudios prospectivos multicéntricos
que investiguen el papel de las CTC, el ctDNA y los exosomas en el cancer oral.(9)

Con el desarrollo de la salivadmica, se esta identificando en la saliva un nimero
cada vez mayor de biomarcadores relacionados con enfermedades orales y sistémicas.
Las proteasas son moléculas importantes que escinden las proteinas en péptidos mas
pequenfios en las regiones N-terminal o C-terminal, y estan implicadas en muchos procesos
fisioldgicos y patoldgicos. En la actualidad, se han identificado alrededor de 500-600
proteasas diferentes en los seres humanos. La activacion anormal de las proteasas puede
generar cambios patolégicos en las células, los tejidos y los 6rganos. Investigaciones
anteriores han demostrado que muchas proteasas estan asociadas con la metastasis y la
translocacion de los canceres humanos. Es por ello, por lo que los inhibidores de estas

proteasas pueden aliviar la invasion y la metastasis de las células cancerosas.

A diferencia de otros canceres profundamente invasivos, el cancer oral se localiza
en la cavidad oral en contacto directo con la saliva; por lo tanto, es probable que el
muestreo de la saliva sea la forma més eficaz de identificar varios biomarcadores
sensibles y especificos de esta enfermedad en los pacientes. Asi, el analisis del espectro
de proteasas salivales puede ser un enfoque Gtil para detectar y diagnosticar el cancer oral

durante la evaluacion del estado de salud de la cavidad oral.(17)

Las células apoptdticas salivales podrian ser potencialmente Utiles como
biomarcador para distinguir entre tejidos blandos orales cancerosos, precancerosos y
normales. Se necesitan méas estudios para descubrir el mecanismo molecular subyacente

entre el epitelio oral, la saliva y la apoptosis.(18)

Esta clara la relacion que existe entre la microbiota oral y las alteraciones que se
pueden producir. Una demostrada correlacion entre las bacterias patogenas y la
enfermedad oral es la infeccion por Porphyromonas gingivalis y la periodontitis. No hay
que descuidar la relacion entre los factores inductores del cancer oral y la ecologia
bacteriana. La asociacion de las bacterias con la progresion de los COCE puede explicarse
por el dafio del ADN inducido por la inflamacion en las células epiteliales y causado por
las endotoxinas segregadas por los microorganismos. Se han identificado algunas
especies especificas que se correlacionan fuertemente con el COCE, como

Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum y Prevotella intermedia. Los
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investigadores también han descubierto que taxones bacterianos especificos, como
Veillonella, Fusobacterium, Prevotella, Porphyromonas, Actinomyces, Clostridium,
Haemophilus, Enterobacteriaceae y Streptococcus, estan relacionados con el cancer oral
y las lesiones epiteliales precursoras. Asi, la microbiota salival podria ser un indicador de

diagnostico de los pacientes con COCE en comparacion con los controles sin COCE.(19)

En un estudio realizado por Feng Y et al, se analiz6 el espectro de proteasas de la
saliva de los pacientes con cancer oral y lo compararon con otras enfermedades orales.
Sus resultados indicaron que el espectro de proteasas de los pacientes con cancer oral era
notablemente distinto al de los controles sanos, asi como al de los pacientes con masas
orales benignas y periodontitis cronica leve.

Fueron analizadas 16 muestras de saliva de individuos sanos, asi como de
pacientes con COCE utilizando un kit de matriz de proteasas. El espectro de proteasas
salivales era bastante diferente para las distintas condiciones orales. Estos resultados
indicaron que el espectro de proteasas salivales estaba muy relacionado con el estado de
salud bucodental, y que la saliva de los pacientes con COCE tenia méas proteasas que la
de los pacientes con otras enfermedades bucodentales, estableciéndose la combinacion de
catepsina V/calicreina 5/ADAM9 como un biomarcador 6ptimo para diagnosticar el
COCE.(17)

El objetivo de la investigacion de las alteraciones bacterianas en la microbiota se
bas6 en comparar los perfiles microbianos salivales no estimulados de pacientes con
lesiones precursoras epiteliales, pacientes con cancer oral y controles sanos. Los
resultados de esta investigacion demostraron que las redes de correlacion de la microbiota
salival variaban notablemente dentro de los tres grupos y que cinco géneros -Bacillus,
Enterococcus, Parvimonas, Peptostreptococcus y Slackia- indicaban diferencias
significativas entre los grupos de lesiones precursoras epiteliales y de cancer. Estas
correlaciones pueden sugerir que la comunidad microbiana de la saliva cambia de forma
grupal y que debemos estudiar estas alteraciones en grupos, lo que podria dar lugar a la
identificacion de varias combinaciones de bacterias correlacionadas con el cancer oral y

las lesiones precursoras epiteliales.(19)

En la saliva de los pacientes con COCE se ha observado una gran abundancia de
P. melaninogenica, S. mitis y Capnocytophaga gingivalis. Mager et al. informaron de la

presencia de F. periodonticum en la saliva de pacientes con COCE. Capnocytophaga
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gingivalis, P. melaninogenica y S. mitis fueron muy abundantes en la saliva de pacientes
con COCE vy sirvieron como posibles marcadores de diagnostico del cancer oral. La
abundancia de Aggregatibacter, Lautropia, Haemophillus, Neisseria y Leptotrichia fue
significativamente mayor en las muestras de control. Haemophilus, Neisseria,
Gemellaceae o Aggregatibacter fueron mas abundantes en la saliva de individuos
normales en comparacion con los pacientes con carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello. La abundancia de Lactobacillus vaginalis, Lactobacillus gasseri:
Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus salivarius aumento en
el estadio TNM mas alto del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello.
Fusobacterium nucleatum, S. salivarius: Streptococcus vestibularis, Prevotella oris y
Rothia mucilaginosa fueron muy abundantes en las muestras de saliva de los pacientes
con carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello. Se informé de una pérdida de
abundancia de P. jejuni, P. melaninogenica, y Prevotella pallens en el carcinoma de
celulas escamosas de cabeza y cuello. La abundancia de L. gasseri/L. johnsonii y L.
vaginalis en la saliva de pacientes con carcinoma orofaringeo es el resultado del
transporte de bacterias comensales de la flora vaginal normal a la oral a través del sexo
oral.(7)

FROTIS ORAL

Elevado: Fusobacterium naviforme, Peptostreptococcus, Capnocytophaga gingivalis, Streptococcus

parasanguinis, Haemophilus
Reducido: Rothia
SALIVA

Elevado: Leptotrichia buccalis, Fusobacterium nucleatum, Rothia, Streptococcus oralis,

parasanguinis, salivarius y anginosus, Lactobacillus gasseri, fermentum y rhamnosus, Prevotella

melaninogenica, Porphyromonas, Haemophilus

Reducido: Leptotrichia, Streptococcus, S. mitis
BIOPSIA

Elevado: Fusobacterium periodonticum, Atopobium, Streptococcus oralis, salivarius, Staphyococcus

aureus, Lactobacillus gasseri, fermentum y rhamnosus, Prevotella melaninogenica y salivae,

Pseudomonas aeruginosa, Campylobacter concisus

Reducido: Actinobacteria, Actinomyces odontolyticus, Rothia mucilaginosa, Streptococcus mitis, S.
mitis

ENJUAGUE BUCAL
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Elevado: Firmicutes, Veillonella dispar, Gemella, Filifactor alocis, Oribacterium, Streptococcus
anginosus, Dialister pneumosintes, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Aggregatibacter,

Haemophilus parainfluenza, Neisseria elongata, Eikenella corrodens

Reducido: Veillonela parvula, Capnocytophaga

Tabla 5. Alteraciones en las bacterias predominantes identificadas en el cancer oral.(7)

La existencia de bacterias viables en las partes profundas del COCE favorece la
hipotesis de que las bacterias sobreviven en el microambiente tumoral.(7)

El papel de L. gasseri/L. johnsonii, L. vaginalis y F. nucleatum es esencial para el
cribado, el diagndstico y las estrategias de quimioprevencion en el carcinoma orofaringeo
de células escamosas y el COCE. La alteracion de las comunidades microbianas
comensales orales tiene una aplicacion potencial como herramienta de diagnostico para
predecir el COCE, tanto las cepas bacterianas patégenas como las comensales tienen una
contribucidn significativa en el COCE. La alteracion de la flora bacteriana oral residente
normal en microbios patdgenos no residentes en presencia de factores etiologicos
conocidos, como el tabaquismo y el consumo de alcohol, contribuye a la carcinogénesis
oral. Los médicos deben conocer las propiedades protectoras beneficiosas de la
microflora residente para definir estrategias de tratamiento. Evitar el consumo de alcohol
y tabaco reduce la exposicion a los aldehidos en la mucosa oral. La identificacion de la
microbiota oral y su papel funcional mediante la secuenciacion de proxima generacion

(NGS) sera util para la aplicacion terapéutica en el COCE.(7)

Los factores de virulencia también pueden servir como objetivo terapéutico para
la prevencidn del cancer oral. Es esencial abordar qué especie bacteriana es responsable
de impulsar la carcinogénesis oral. La identificacion de fagos en el cancer oral que
infectan a F. nucleatum, S. mutans y N. meningitidis, abriria la posibilidad de desarrollar
una terapia de fagos contra estos patdgenos orales. Es posible que se necesiten estrategias
terapéuticas multiobjetivo para bloquear la formacion de biopeliculas patégenas e
interrumpir las ya establecidas. Estas estrategias también deberian dirigirse al
microambiente de pH &cido en la biopelicula alternando el pH.(7) Siendo interesante
conocer que Streptococcus dentisani o Streptococcus A12 tienen una accion probidtica a
través de la prevencion del crecimiento de especies cariogénicas y la alteracion del pH
acido mediante actividades arginoliticas. Los compuestos antimicrobianos que
intervienen en la degradacion de la matriz de la biopelicula, la modificacion de la

superficie y los recubrimientos antibiopelicula pueden utilizarse en el tratamiento del
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COCE. Los sistemas de administracion de farmacos basados en la nanotecnologia pueden
utilizarse para penetrar eficazmente en las biopeliculas orales cariogénicas. Para
desarrollar enfoques terapéuticos altamente precisos y eficaces, puede ser necesaria la

identificacion de microbiomas orales especificos.(7)

Se estan desarrollando nuevas tecnologias de diagndstico preciso que pueden
facilitar la identificacion de biomarcadores sin ningln tipo de preprocesamiento, cribado
y pruebas diagnosticas no invasivas, como el Oral Fluid NanoSensor Test (OFNASET)
para la deteccion del cancer oral, My PerioPath (OralDNA Labs) para el diagndstico de
la enfermedad periodontal, o la prueba OraRisk HPV (OralDNA Labs) para detectar la
infeccion oral por el virus del papiloma humano (VPH) que podria provocar cancer oral.
Existen varias tecnologias disponibles en la actualidad o de reciente aparicidn basadas en
el diagndstico salival y en el desarrollo de microfluidos o sistemas
micro/nanoelectromecénicos (MEMS/NEMS). Estas tecnologias permiten medir las
proteinas, el ADN, los transcritos (ARNmM), los electrolitos y las moléculas pequefias en
la saliva. Las herramientas desarrolladas en la actualidad incluyen la deteccion
electroquimica, la gRT-PCR en el chip, las matrices basadas en microesferas de fibra
Optica, las micromatrices de ADN de alto rendimiento, los sensores de fibra Optica
basados en la resonancia de plasmon de superficie, y el inmunoensayo electroforético

basado en el microchip.(13)

Estudios han analizado la expresion y los niveles de la proteina translocadora
(TSPO) mitocondrial de 18kDa en tumores del cancer bucal (en lengua) utilizando
inmunohistoquimica, asi mismo se ha examinado la afinidad de la TSPO en células
tumorales del cancer bucal y en la fraccion celular de la saliva. Los ensayos han mostrado
que la expresion de la TSPO podria estar aumentada en los tumores del cancer bucal,
incluso se ha observado en algunos estudios, una relacion estadisticamente significativa
con la tasa de supervivencia a los 5 afios, sobre todo en sujetos con valores negativos de
TSPO a nivel tumoral. Asi mismo, ha sido demostrada una disminucion de la TSPO con
sitios de unidn de alta afinidad, al tener exposicién al humo de cigarrillo, lo cual podria
ayudar a entender un poco mas los mecanismos de la carcinogénesis bucal, en los cuales
el humo de cigarrillo ha sido ampliamente reconocido como el principal inductor del

cancer bucal.

El analisis de la TSPO en los sujetos con cancer bucal ha demostrado que la
alteracion de la TSPO puede contribuir a la carcinogénesis bucal, manifestando su
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relacion directa con la mortalidad y el pronostico de los sujetos que la padecen, pero a su
vez se debe reconocer la falta de estudios que establezcan una relacion causal entre los
factores implicados, identificAndose una necesidad potencial para evaluar en estudios
experimentales este tipo de biomarcadores que permitan afianzar la evidencia disponible

y tener suficiente soporte tedrico para su uso en la clinica.(4)
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7.

CONCLUSIONES

A través del anélisis de la saliva se podrian detectar procesos tumorales y otras
patologias locales y sistémicas, mediante procesos minimamente invasivos de
extraccion de muestras y su analisis.

Las mutaciones somaticas pueden utilizarse como biomarcadores para diagnosticar
tumores. En la saliva, el ADN especifico del tumor fue positivo en el 100% de los
pacientes con tumores orales y en el 47%-70% de los pacientes con tumores en otras
partes del cuerpo.

La alteracion o cambio en las concentraciones de la TSPO de 18kDa en muestras de
sujetos con cancer bucal podria representar un importante biomarcador para el cancer
bucal.

La denominada biopsia liquida, permite detectar células tumorales circulantes (CTC)
y fragmentos de ADN tumoral en la saliva, lo que permitiria el diagndstico precoz de
varios tipos de cancer.

Porphyromonas gingivalis y F.nucleatum podrian ser de utilidadcomo biomarcadores
del cancer oral.

Aunque algunas especies se correlacionan con el cancer oral, la complejidad de las
condiciones que provocan el cancer asociados con el microbioma sigue sin explicarse
por un Unico patégeno.

El término "salivabmica" pretende destacar el rapido desarrollo de conocimientos
sobre diversos componentes "6micos" de la saliva, entre ellos: proteoma,
transcriptoma, micro-ARN, metaboloma y microbioma.

Hay una necesidad urgente de descifrar los fundamentos cientificos y los mecanismos
que transmiten las enfermedades sistémicas a la saliva.

Son necesarios mas estudios para que en un futuro préximo se disponga de sistemas

de diagnostico clinico sencillos, rapidos, portéatiles y rentables.
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