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RESUMEN

El cancer oral es una neoplasia frecuente a nivel mundial; su diagndstico
se realiza de forma tardia por lo menos en un 50-60% de los casos, lo que
empeora el prondstico de los pacientes, ya que a mayor estadio, mayor
es la tasa de mortalidad. Por lo tanto, es fundamental contar con herra-
mientas que permitan realizar un diagndstico temprano y tratamiento
oportuno, sobre todo cuando existen lesiones premalignas clinicamente
identificables. En el presente estudio se revisan las herramientas invasi-
vas y no invasivas (modernas y antiguas) que han demostrado utilidad
para el diagnostico de cancer oral; se basan tanto en técnicas ampliamente
disponibles en la practica clinica como en otras atn no disponibles, pero
que podrian implementarse con una apropiada coordinacion entre el
profesional dedicado a la clinica y los investigadores.

Palabras clave: Cancer oral, biomarcadores, herramientas no invasivas,
diagnostico temprano.

INTRODUCCION

| cancer oral es un término general que se refiere a

neoplasias que se originan en los tejidos orales. El sitio
principal donde se originan los canceres orales son los tejidos
submucosos, el epitelio y las glandulas salivales menores.
Otros sitios comunes del carcinoma oral son alvéolos den-
tales, lengua, mucosa bucal y dreas del surco gingivobucal.!

Se estima que anualmente, se diagnostican tan solo
en Estados Unidos de Norteamérica alrededor de 40,000
nuevos casos de cancer oral; mientras que a nivel mundial
ocurren anualmente alrededor de 600,000 casos inciden-
tales y 300,000 muertes.? El 90% de los canceres orales
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ABSTRACT

Oral cancer is a neoplasm that is frequent on a worldwide level and
is diagnosed late in at least 50-60% of the cases. Its late detection
worsens the prognosis of patients because it is associated with a greater
mortality. Therefore, it is essential to have tools that allow a timely
diagnosis when premalignant lesions present and when there are no
clinically identifiable premalignant lesions. In the present study, we
review the invasive and non-invasive tools (modern and old) that have
proven useful for the diagnosis of oral cancer; they are based both
on techniques widely available in clinical practice and on techniques
not yet available, but that could be implemented with appropriate
coordination between the clinic professional and the researchers.

Key words: Oral cancer, biomarkers, non-invasive tools, early
diagnosis.

son carcinomas de células escamosas (COCE), subtipo
que tiene una de las tasas de mortalidad més altas en
comparacion con otros carcinomas.?

Aunque una deteccién oportuna mejora el prondstico
y la cavidad oral es facilmente accesible, un alto porcen-
taje de pacientes son detectados en etapas avanzadas,
lo cual se asocia con bajas tasas de supervivencia.* Por
ejemplo, en una serie de 103 pacientes, Chen y sus
colaboradores reportaron que el 23.3% de los COCE
fueron diagnosticados en estadio |, el 14.6% en estadio
I, el 43.7% en estadio lll 'y el 18.4% en estadio IV, con
tasas de supervivencia a cinco afos de 62, 80, 42 y 19%,
respectivamente.’

Con lafinalidad de detectar y tratar de forma oportu-
na, asi como de mejorar la supervivencia de los pacientes,
se han buscado intensamente biomarcadores para la
deteccion de carcinoma oral, entre los que se encuentran
marcadores proteicos, de ADN y de ARN.®
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Un biomarcador es una caracteristica que se mide
y evallia objetivamente como un indicador de procesos
biolégicos normales, procesos patogénicos o respuestas
farmacoldgicas a una intervencion terapéutica. En el cancer,
un biomarcador es una molécula o caracteristica indicativa
de cancer. El biomarcador puede ser una molécula secre-
tada por un tumor o puede ser una respuesta especifica
del cuerpo a la presencia de cancer. Los biomarcadores
genéticos, epigenéticos, proteémicos, glicomicos e image-
noldgicos pueden utilizarse para establecer el diagnéstico
y prondstico del cancer y pueden ensayarse en biofluidos
no invasivamente recolectados (como la saliva) o en tejidos
y fluidos recolectados de forma invasiva.” Los marcadores
diagnésticos pueden estar presentes en cualquier etapa
durante el desarrollo del caAncer; ademas, pueden ser espe-
cificos para una etapa, tejido, recaida, seguimiento y edad.?

Técnicas de imagen y 6ptica también se han propuesto
para el diagnéstico de cancer oral in vivo, incluyendo la
fluorescencia multifotén in vivo y espectroscopia Raman,
entre otras.”!" Por otro lado, es importante no ignorar los
signos clinicos tempranos que sugieren la presencia de
cancer oral. Una herramienta sin costo que puede ayudar
a una deteccion oportuna, frecuentemente es ignorada. 2

En el presente estudio se revisan las herramientas
invasivas y no invasivas que han demostrado utilidad en
el diagnéstico de cancer oral.

HERRAMIENTAS NO INVASIVAS

Las herramientas diagnésticas no invasivas son aquéllas
que no involucran instrumentos que rompan la piel o
penetren fisicamente en el cuerpo; incluyen estudios de
imagen, radiografias, tomografia computarizada, reso-
nancia magnética, monitoreo Holter, electrocardiograma
y pruebas que se realizan a partir de fluidos como saliva,
orina y lagrima, entre otros."3

Entre las herramientas para el diagnéstico precoz,
se encuentra la deteccion de signos clinicos tempranos
de carcinoma oral, como induracién y fijacion. Muchos
COCE se presentan en una de las siguientes maneras:
a) como una mancha roja (eritroplasia), b) como una
mancha blanca (leucoplasia), c) como una lesién ulcerosa
endofitica o, menos cominmente, d) como una masa
mas exofitica con margenes rodados, ulceracién central
y friabilidad de tejido.'*1>

Las caracteristicas de advertencia de carcinoma oral
pueden ser lesiones rojas (eritroplasia), lesiones mixtas
rojas y blancas, una protuberancia endurecida o (lcera,
tlcera con fisura, margenes exofiticos elevados, dolor o
entumecimiento, pérdida de piezas dentarias, un hueco

de extraccion no cicatrizante, la fijacion de tejidos a
la mucosa profunda o superpuesta, agrandamiento de
ganglios linfaticos, disfagia y pérdida de peso. El dolor
bucal, por su parte, ha sido reportado como uno de los
primeros sintomas de cancer oral.'®

También se ha despertado el interés por la bisqueda
de biomarcadores de cancer oral en saliva por su contacto
directo con la lesién neoplasica, su facilidad de obtencién,
reproducibilidad y el nulo riesgo de contaminacion e in-
feccién. Entre los biomarcadores que se han encontrado
Gtiles en saliva se encuentran el CD44 soluble (sCD44),
las proteinas Cyfra 21-1, TPS, CA-125, M2BP, MRP14,
CD59, catalasa y profilina.’7-1? Otros marcadores no
invasivos incluyen las citocinas proinflamatorias IL-8 e
IL-1B, la defensina 1, asi como los trascritos (MRNA) de
DUSP1, HA3, OAZ1, ST00P, y SAT (Cuadro 1).20-23 De
hecho, en México se cuenta con los equipos y personal
capacitado para la determinacion de estos biomarcadores
por ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), reac-
cion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo
real (RT-gPCR), cromatografia liquida de alta resoluciéon
(HPLQ) y espectrometria de masas (MS).

Otra técnica no invasiva es la fluorescencia multifoténi-
ca, que evalta in vivo los cambios epiteliales y subepiteliales,
y alcanza una buena concordancia histopatoldgica (Cuadro
). La espectroscopia RAMAN* es una tecnologia para la
deteccién de compuestos en mezclas como suero (invasivo)
o saliva (no invasivo) mediante una técnica foténica de alta
resolucién, en la que al incidir un haz de luz monocromatica
sobre una mezcla, los componentes de esta dispersan la luz;
la luz dispersada es detectada en forma de espectros, cada
uno de los cuales corresponde a una molécula.?* Ambas
técnicas (fluorescencia multifoténica y RAMAN) estan dis-
ponibles en algunos centros de investigacion de México,
lo cual facilitarfa su implementacién como herramientas
diagnésticas con las validaciones apropiadas.

Las mayores sensibilidades para pruebas no invasivas
se reportaron para sCD44 (100%), para la combinacién de
los trascritos de 1L8, IL1B, DUSP1, HA3, OAZ1, STOOP y
SAT (91%), para la combinacién de M2BP, MRP14, CD59,
catalasa y profilina (90%), para la espectroscopia RAMAN
(89%) y para la fluorescencia multifoténica in vivo (89%).

HERRAMIENTAS INVASIVAS

Se considera una herramienta diagnéstica invasiva aquélla
que requiere de instrumentos que rompan piel, mucosas

* Nota del editor: Llamada asi por CV Raman, es una técnica
espectroscopica usada en quimica y fisica.
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Cuadro L. Técnicas y biomarcadores no invasivos para diagnostico de cancer oral.

Autor Biomarcador técnica ~ Descripcion Hallazgos
Ghalwash sCD44 por ELISA  Cuantificacion en saliva del sCD44 en Niveles de sCD44 de 19.2 a 20.4 ng/mL indican
etal.l” pacientes con lesiones premalignas (quera- transformacion maligna con una sensibilidad y espe-
tosis del fumador, leucoplasia, liquen plano  cificidad de 100.0 y 66.7%, respectivamente
ulcerado o atrofico)
Nagleretal.'®  Cyfra21-1, TPSy  Cuantificacion en saliva de Cyfra 21-1, Cyfra 21-1, TPS y CA-125 se elevaron 400% en
CA-125 por ELISA  TPS y CA-125 pacientes con cancer oral. La sensibilidad (S), espe-
cificidad (E) y valores predictivos positivos (VPP) y
negativos (VPN) de los tres marcadores en conjunto
fueron de 71, 75, 71 y 75%, respectivamente
Hu et al. Deteccion en saliva  Andlisis protedémico de escopeta basado en: a) La combinacion de los cinco marcadores logré un
20081 de protedmica de cromatografia liquida de fase inversa C4 para area bajo la curva de 93%, con sensibilidad de 90%
M2BP, MRP14, prefraccionamiento, b) cromatografia liquidade y especificidad de 83% para detectar cancer oral de
CD59, catalasa y fase inversa capilar con espectrometria de ma- células escamosas
profilina sas cuadruple de tiempo de vuelo y ¢) busqueda
de secuencias de Mascot en bases de datos
Gleber et al. IL-8p, IL-1B por Cuantificacion de niveles proteicos de IL-8,  IL-8 solo tiene una ABC de 0.749; la combinacion
20162 ELISA IL-1B por ELISA en saliva de IL-8 e IL-1B de 0.817
Brinkmann et IL8, IL1B, SATI, La combinacion de cuatro marcadores trascrip- ~ La combinacion de los siete marcadores dio una
al. 2011%! S100P por PCR e tomicos por PCR (IL8, IL1B, SAT1, S100P)y ~ ABC para carcinoma de células escamosas, T1-T2
IL1B, IL8, M2BP  tres proteicos por ELISA (IL1B, IL8, y M2BP)  y T3-T4 de 0.86, 0.85 y 0.88, respectivamente
por ELISA
Lietal. Trascritos de L8, Deteccion de niveles de RNAm de IL8, La elevacion de al menos 3.5 veces en la expresion de
20042 IL1B, DUSPI, IL1B, DUSP1, HA3, OAZI, S100P y SAT IL8, IL1B, DUSP1, HA3, OAZI, S100P y SAT tuvo
HA3, OAZI, por RT-PCRq una sensibilidad de 91% y especificidad de 91% para
S100P, y SAT la deteccion de carcinoma oral de células escamosas

Misukawa et
al. 199823

Arellano et
al.24

Connolly et
al. 2016

Wilder-Smith
etal’

Deteccion de de-
fensina-1 en saliva
por HPLC

IL-8 e IL-1B por per-
fil de multianalitos
Luminex y ELISA
Espectroscopia
RAMAN

Fluorescencia mul-
tifotonica in vivo

Mediante cromatografia liquida de alta
resolucion y espectrometria de masas se
identifico y cuantificd la defensina-1

Cuantificacion de IL-8 e IL-1P a partir de
saliva

Mediante un analisis multivariado (incluido
analisis de componentes principales, analisis
linear discriminante y regresion logistica) de
180 espectros RAMAN en saliva y 120 espec-
tros RAMAN en células orales descamadas se
busca discriminar entre el perfil de espectros
de pacientes sanos y con cancer oral

Mapea cambios epiteliales y subepiteliales con
base en los cuales puede detectar el cancer oral

Los niveles elevados son propios del carcinoma
oral de células escamosas y se reducen tras la
extirpacion del tumor, pero es apenas detectable en
sujetos sanos y en pacientes con adenocarcinoma
Diagnostico de cancer oral con una ABC de 0.8 para
IL-8 y de 0.77 para IL-1f, una S de 75 y 75% y una
E de 80 y 80% para IL-8 y IL-1p, respectivamente
Sensibilidad de 89 y 68% en saliva y células
descamadas, respectivamente. Especificidad de
73y 60%, respectivamente, para el diagnostico
de céancer oral

Concordancia de 88.6% con diagnostico histopa-
tologico

CEA = Antigeno carcinoembrionario; CA-125 = Antigeno para cancer-125; Cyfra 21.1 = Fragmento de citoqueratina 19; TPS = Antigeno especifico de
polipéptido tisular; ELISA = Inmunoensayo ligado a enzimas; RT-PCRq = Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real; DUSP1 =
Fosfatasa especifica dual-1; OAZ1 = Antienzima de ornitina descarboxilasa 1; S100P = Proteina P de union a calcio S100; SAT = Espermidina/espermina
Nl-acetiltransferasa. M2BP = Proteina de union a 90 K/Mac-2; MRP14 = Proteina 14 relacionada al factor inhibitorio de la migracion.
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Cuadro II. Técnicas y biomarcadores invasivos para diagnostico de cancer oral.

Autor Biomarcador Técnica Hallazgos

Kurokawa et al. CEA, SCCA ¢ IAP por Cuantificacion en suero de estos La combinacion de estas proteinas

199326 ELISA marcadores por ELISA tiene una sensibilidad de 69.0% y una
precision de 90.3% para el diagndstico
de cancer oral

Kurokawa et al. CEA, SCCA, IAPy Cuantificacion en suero de estos La combinacion de estos cuatro marca-

199777 CYFRA marcadores por ELISA dores tiene una sensibilidad de 81.0%

Krimmel et al.
199828

Sakata et al.%

Garnis et al.*

Lajer et al.’!

Bhat et al.2

El-Naggar et
al3

Sahu et al.
2015%

SCC-Ag por ELISA

SMAD#4 por inmunohis-
toquimica (IH)

Hibridacion gendmica
comparativa

Microarreglos para
deteccion de microRNA
en biopsias

Hipermetilacion
de islas CpG

Pérdida de heterocigosi-
dad en regiones cromo-
somicas

Espectros RAMAN de
moléculas en suero

E150% de los pacientes con recaida
tienen elevacion sérica uno o dos me-
ses antes del diagnostico de recaida
[H realizada a partir de tejido de leu-
coplasia o tumor obtenido por biopsia
incisional

A partir de bloques de tejido embe-
bidos en parafina, las células de las
lesiones orales premalignas fueron
microdisecadas y el ADN fue extraido
para realizar microarreglos con capa-
cidad de detectar 26,363 secuencias
de ADN

Mediante analisis de microarreglos, se
evaluo la expresion de 114 miRNA,
de los cuales 61 microRNA resultaron
expresarse a la alza o a la baja
Analisis del nivel de metilacion en
islas CpG de promotores de algunos
genes en biopsias primarias

Pérdida de regiones cromosomicas
especificas que contienen genes supre-
sores de tumor en tejido de lesiones
orales premalignas

Identificacion de espectros RAMAN de
aminoacidos, lipidos, proteinas, ADN y
B-carotenos con analisis discriminante
de componentes principales

y una especificidad de 77.8% para el
diagnostico de cancer oral
Sensibilidad del 50% para recaidas de
cancer oral

La combinacion de baja expresion de
SMAD#4 junto a infiltracion estromal

de linfocitos predice transformacion
maligna de leucoplasia oral

Se pudo demostrar un patrén genémico
distinto entre lesiones premalignas que
progresaron y que no progresaron a
malignas. Las células de las lesiones que
progresaron a malignidad presentaban
alteraciones gendmicas desde etapas
iniciales, no asi las que no progresaron
Mediante un sistema de clasificacion de
61 miRNA, se logro una precision de
93% para el diagnostico de carcinoma
oral de células escamosas

La hipermetilacion de islas CpG de

los promotores de los genes DAPK,
LRPPRC y ZNF471 tuvieron un area
bajo la curva (ABC) de 0.95,0.87, 1.0y
0.85, respectivamente para diagnostico
de carcinoma de células escamosas, con
una sensibilidad de 74.6, 80, y 83.3%

y especificidad de 92, 82, y 92%, respec-
tivamente

E149% de las salivas de pacientes que
progresaron a cancer oral tienen pérdida
de heterocigosidad en al menos uno de
25 marcadores

Sensibilidad de 64% y especificidad de
80% para el diagnostico de cancer oral

CEA = Antigeno carcinoembrionario; SCCA = Antigeno de carcinoma de células escamosas; IAP = Proteina acidica inmunosupresora.
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o que penetren fisicamente en el cuerpo, incluyendo las
biopsias incisionales, la puncién de una vena o arteria,
entre otros.'?

Todas aquellas herramientas que cuantifican o detectan
marcadores diagnésticos a partir de suero, biopsias o tejidos
parafinados se consideran invasivas. La identificacion en
suero de marcadores es uno de los enfoques mas estudia-
dos para el diagnéstico de cancer oral; entre ellos, se han
identificado el CEA, SCCA, IAP y CYFRA.S La combinacion
de los primeros tres o de los cuatro juntos ha demostrado
sensibilidad de 69 y 81%, respectivamente.?®?” Mientras
que el SCC-Ag en suero permite identificar al 50% de los
pacientes uno o dos meses antes de la recaida.?® La técnica
empleada para la cuantificacion de los marcadores antes
mencionados (ELISA) esta disponible practicamente en
cualquier hospital regional o de referencia y en la mayoria
de laboratorios de andlisis clinicos.

Una herramienta también disponible es la inmunohis-
toquimica (IH), la cual permite la identificacion de protei-
nas especificas en los bloques de tejidos parafinados. De
hecho, la identificacién de SMAD-4 por IH en tejido de
leucoplasia o tumor obtenido por biopsia incisional junto
a infiltracion estromal de linfocitos predice transformacion
maligna de leucoplasia oral.?

Otras pruebas a partir de tejidos parafinados incluyen
la realizacién de microarreglos para detectar decenas de
miles secuencias de ADN, que al compararse con biblio-
tecas genémicas permiten identificar un perfil de expre-
sién especifico en lesiones premalignas que progresaran
a malignidad, de acuerdo con lo reportado por Garnis
y colaboradores.?? Los microarreglos a partir de biopsia
incisional también permiten identificar 61 microRNA que
son expresados de forma diferencial en tejido oral neopla-
sico y sano con una precision de 93% para el diagnéstico
de carcinoma oral de células escamosas.?!

Existen pruebas invasivas que utilizan técnicas gené-
micas para identificar en biopsias la hipermetilacién de
islas CpG en promotores de los genes DAPK1, LRPPRC,
RAB6C y ZNF471; éstas tienen una sensibilidad diag-
nostica para carcinoma de células escamosas de 74.6,
80, y 83.3%, y una especificidad de 92, 82, y 92%,
respectivamente.32 Por otro lado, a partir de biopsias de
lesiones premalignas, se pueden identificar pérdidas de 25
regiones cromosémicas especificas que contienen genes
supresores de tumores en al menos el 49% de los pacien-
tes que progresaron a cancer oral.>3 La espectroscopia
RAMAN en suero permite identificar espectros RAMAN

S Nota del editor: Citoqueratina de 19 elementos (CYFRA)
21-1.

de aminoacidos, lipidos, proteinas, ADN y B-carotenos,
y con analisis discriminante de componentes principales,
puede detectar cancer oral con sensibilidad de 64% y
especificidad de 80%.3*

De las pruebas invasivas, la de mejor especificidad
fue la deteccion de hipermetilacion de islas CpG de los
genes DAPKT y ZNF471 (92 y 92%, respectivamente),
seguida de la cuantificacién en suero de CEA, SCCA e
IAP por ELISA (especificidad de 90.3%) (Cuadro [1).26:34

Estrategias para la implementacion clinica
de técnicas no invasivas e invasivas

Como muchos descubrimientos en biomedicina y ciencias
de la salud, un sinntimero de hallazgos interesantes e
importantes no son trasladados a aplicaciones clinicas ni
se traducen en nuevas conductas diagndsticas o terapéu-
ticas. Por lo tanto, es fundamental tener e implementar
estrategias para la aplicacion de los descubrimientos a la
practica clinica.®®

Especificamente en el caso del diagnéstico de cancer
oral, los marcadores no invasivos o los invasivos que no
requieren de biopsia con la mejor sensibilidad y espe-
cificidad son los que deberian llevarse a validacion y
aplicacion clinica. Para ello, es fundamental la colabora-
cién de los estomatélogos, cirujanos dentistas, cirujanos
maxilofaciales y médicos de todas las especialidades
con los investigadores de las dreas quimico-bioldgicas,
biomédicas y de ciencias de la salud, incluyendo aquéllos
con dominio de la biologia molecular, quimica clinica,
proteémica y patologia, para lograr, en primera instancia,
estandarizar las técnicas moleculares, bioquimicas, de pa-
tologfa, protedmicas y épticas que permitan la deteccién
de biomarcadores. Esto debe incluir la estandarizacion
de la recoleccién de muestras, su procesamiento y alma-
cenamiento, ¢ seguido de la validacién en la poblacion
mexicana de las pruebas con la mejor capacidad diag-
nostica previamente reportada, ya que se han descrito
variaciones leves a moderadas entre poblaciones y razas
en los niveles de los biomarcadores, lo cual afectaria su
sensibilidad y especificidad.?”

DISCUSION

Existen biomarcadores que, aunque no se usan de forma
rutinaria, tienen una elevada sensibilidad, como el sCD44
en saliva (100%) y otros con una elevada especificidad,
como la hipermetilacién de islas CpG del promotor de
los genes DAPK1 y ZNF471 en biopsias (92%), que com-
binadas representarian excelentes pruebas diagnésticas.
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Otras pruebas no invasivas solas, como la fluorescencia
multifoténica in vivo, representarian excelentes pruebas
de tamizaje que de forma rapida permiten detectar
nueve de cada 10 casos de céncer oral, y aunque adn
no estan disponibles como pruebas de rutina, serfa de
utilidad su validacién en grandes series de pacientes y
su uso de rutina entre aquéllos con lesiones premalignas
o con potencialmente malignas. Entre las pruebas que
podrian ayudar a determinar las lesiones premalignas con
alto riesgo de progresion a malignidad se encuentra la
hibridacién genémica comparativa realizada en biopsias
parafinadas de las lesiones.

CONCLUSIONES

Para lograr la traslacion de los métodos invasivos y no
invasivos a la practica clinica diaria es fundamental la
coordinacién de los profesionales del drea de estoma-
tologia, cirugia maxilofacial, oncologia, patologia y otras
especialidades médicas con los investigadores y labora-
torios de patologfa, inmunologia y biologia molecular
del pais, con la finalidad de llevar a cabo la validacién e
implementacién clinica de los marcadores con la mejor
capacidad predictora.
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