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GLOSARIO

ADN: Acido desoxirribonucleico.

Carcinégeno: Agente fisico, quimico o biolégico potencialmente capaz de
producir cancer al exponerse a tejidos vivos.

Enzima: Proteina soluble producida por las células del organismo, que favorece
y regula las reacciones quimicas en los seres vivos.

Isoenzimas: Proteinas con diferente estructura, pero que catalizan la misma
reaccion.

Enzima citosdlica: Enzima que realiza su actividad enzimatica en el citosol
celular.

Citocromo P450: Enzima oxidasa terminal del sistema de la Monooxigenasa
que participa en la biotransformacién de sustancias tales como los xenobidticos
(medicamentos, plaguicidas y otros contaminantes). Es una de las enzimas
participantes de la fase | de la metabolizacién de estas sustancias.
Monooxigenasa-Citocromo P450 (CYP1A1): También conocido como
“sistema de la Monooxigenasa dependiente del Citocromo P450”. Participa en la
cadena de transporte de electrones. Dentro de sus componentes esta el
Citocromo P450.

Glutation S-Transferasa (GST): Familia de enzimas que catalizan la
conjugacion del glutation enddégeno a una variedad de compuestos

electrofilicos, protegiendo las macromoléculas bioldgicas como las proteinas y



los acidos nucleicos de las consecuencias toxicas de una reaccion covalente
con agentes nocivos.

Glutation S-Transferasa mu 1 (GSTM1): Enzima que forma parte de las 5
isoenzimas de la clase mu de la familia citosdlica GST. Esta enzima participa en
la fase Il de la metabolizacion de los xenobidticos.

Polimorfismo: Hace referencia a la existencia en una poblacion de multiples
alelos de un gen, una variacidn en la secuencia de un lugar determinado del
ADN entre los individuos de una poblacion. Para fines de este trabajo, el
polimorfismo sera considerado como la ausencia de un gen.

Biomarcador: También llamado marcador biolégico. Es aquella sustancia
utilizada como indicador de un estado bioldgico para diagnéstico y/o pronéstico.
Especies Reactivas del Oxigeno (EROs): Moléculas altamente reactivas
debido a la presencia de una capa de electrones de valencia no pareada.
Estrés oxidativo: Desequilibrio entre la produccion de especies reactivas del
oxigeno y la capacidad de un sistema biolégico de detoxificar rapidamente los
reactivos intermedios o reparar el dafio resultante.

Delecion homocigota: Anomalia estructural cromosémica que consiste en la
pérdida de un fragmento de ADN de un cromosoma que no abarca al
centromero. Al no poseer centromero, esta secuencia se perdera durante la

division celular y las células descendientes tendran menos material genético.



Citologia exfoliativa: Estudio citolégico de las células exfoliadas de un 6rgano
en comunicacion con el exterior o] facilmente accesible.
Técnica de la Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR): Conocida como
PCR por sus siglas en inglés (“Polymerase Chain Reaction”), es una técnica de
biologia molecular cuyo objetivo es obtener un gran numero de copias de un

fragmento de ADN particular.



. RESUMEN

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es el cancer mas comun
que se desarrolla en la cavidad oral. Esta patologia afecta principalmente a
mayores de 40 afos y mas a hombres que mujeres, en una relacion 2:1.

El consumo de tabaco y alcohol son habitos que se consideran factores de
riesgo para desarrollar el COCE. El cigarrillo tiene 11 agentes carcindbgenos
comprobados, cuyos niveles en la sangre son metabolizados por enzimas
pertenecientes a la familia de las Glutation S-Transferasa, presentando la GSTM1
una funcién principal en la desintoxicacion de estos compuestos. Existe evidencia
cientifica que relaciona el polimorfismo del gen que codifica para la enzima GSTM1
con una mayor susceptibilidad para desarrollar cancer oral.

El objetivo de este estudio fue determinar la frecuencia del polimorfismo del
gen GSTM1 en mucosa lingual normal en mayores de 40 afios mediante técnica de
citologia exfoliativa y, junto a esto, describir la muestra de estudio segun edad,
género, habito de tabaco, habito de alcohdlico e historia de cancer en familia para
asi finalmente poder establecer si existe o no relacion entre el polimorfismo del gen

GSTMH1 vy los factores incluidos en el estudio.

Para esto, se estudiaron 90 pacientes sin lesiones a nivel oral que acudieron
entre los meses Julio y Octubre 2016 a las dependencias de las Clinicas
Odontolégicas de la Universidad Andrés Bello, sede Santiago y Vifia del Mar. Se

les tomé muestras de ambos bordes laterales de la lengua mediante citologia



exfoliativa y éstas fueron procesadas con técnica de PCR para el analisis del
polimorfismo del gen GSTM1.

El polimorfismo del gen GSTM1 fue encontrado en 29 pacientes,
correspondiendo al 32,22% de la muestra. No se encontraron relaciones
estadisticamente significativas entre la presencia de GSTM1 nulo y las variables
analizadas. Esto se explica debido a que el polimorfismo se ha encontrado
fuertemente ligado a la etnia de los individuos, siendo mas frecuente en asiaticos,
africanos e indios, y que en Chile la poblaciéon es considerada altamente mestiza,
por lo que la presencia del polimorfismo del gen GSTM1 podria variar al considerar

diferentes zonas geograficas del pais.



Il. INTRODUCCION

La carcinogénesis quimica es el proceso por el cual se desarrolla un cancer.
Los factores etiolégicos de la carcinogénesis quimica son las sustancias quimicas y

se clasifican en 2 grupos: las de accion directa y las de accién indirecta (1).

Las de accion directa no requieren conversion metabdlica para hacerse
cancerigeno. Las de accion indirecta requieren una conversion metabdlica a un
carcinogeno final antes de hacerse activos (1), tal y como sucede con los productos
obtenidos de la combustion del cigarrillo, donde se generan mas de 30
carcinégenos entre los que destacan las nitrosaminas especificas, hidrocarburos

poliaromaticos y aminas aromaticas (2).

La sustancia carcinégenas son metabolizadas por enzimas, principalmente
por la familia de la Glutatién S-Transferasa (GST), que incluye al subtipo Glutation
S-Transferasa mu1 (GSTM1). Sin embargo, la enzima GSTM1 puede presentar en
su estado gendmico delecion homocigota, conocido como polimorfismo,

suprimiendo su actividad funcional (2, 3).

Puesto que la enzima GSTM1 es esencial para la metabolizacion y
eliminacion de carcindgenos, la susceptibilidad al desarrollo de cancer oral esta
regulada en parte por polimorfismos en los genes que codifican esta enzima.
Actualmente, se considera a la GSTM1 como un indicador de riesgo de carcinoma

oral de células escamosas (COCE) (4).



El COCE es la neoplasia mas frecuente de la cavidad oral. Presenta una
prevalencia de un 95% y una tasa de mortalidad de un 50% a los 5 afos. El sitio
anatémico mas afectado es el borde lateral de la lengua y afecta principalmente a
mayores de 40 anos (5). Los principales factores etioldgicos asociados a la

etiologia de COCE son el consumo de tabaco y alcohol (6).

Por ello, la finalidad de este estudio sera caracterizar la frecuencia del
polimorfismo de GSTM1 en mayores de 40 afos en los centros odontoldgicos de la
Facultad de Odontologia de la Universidad Andrés Bello, sede Santiago y Vifia del
Mar, mediante el analisis genético de la presencia de polimorfismo de GSTM1
detectado por la técnica de la reaccion en cadena de polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés) en muestras obtenidas a través de citologia exfoliativa de mucosa
oral sana (7) desde los bordes laterales de la lengua, debido a su constante
contacto con agentes carcindégenos, a ser un tejido no queratinizado y presentar un

epitelio mas delgado que en otros sectores de la mucosa oral.

A pesar de que la literatura médica indica que el gen presenta asociacidén con
el desarrollo de cancer oral (2, 3, 4, 7, 17, 24, 29, 33, 37), actualmente en Chile no
existen estudios que den cuenta de la presencia del polimorfismo del gen en la
mucosa de la lengua de pacientes sanos detectado por citologia exfoliativa, por lo
que este estudio contribuye al registro de informacién epidemiolégica que podra ser

utilizada como base de investigaciones posteriores.



lll. MARCO TEORICO

1. Sustancias nocivas y su relaciéon con la mucosa oral
La mucosa oral esta constantemente expuesta a diversas sustancias
nocivas y toxicas, dentro de las que se encuentran las Especies Reactivas del

Oxigeno (EROs) y los agentes carcinégenos.

Los EROs son radicales libres derivados del oxigeno, las cuales se
producen en condiciones normales en las células durante la respiracion
mitocondrial y la produccién de energia, sin embargo, son degradadas y
eliminadas por los sistemas defensivos celulares. Por lo tanto, las células
mantienen una situacion de equilibrio donde pueden existir radicales libres de
forma transitoria en concentraciones bajas sin provocar lesiones. Cuando la
produccion de EROs aumenta o los sistemas de limpieza son ineficaces, se
produce un exceso de radicales libres y ocurre lo que se llama estrés oxidativo. El
estrés oxidativo se ha relacionado con multiples procesos, tales como lesidn
celular, cancer, envejecimiento y algunos procesos degenerativos (como la
enfermedad de Alzheimer). Los EROs se producen también en inflamacion,
especialmente por parte de neutrofilos y macréfagos como mediadores para la
destruccion de microbios, tejidos muertos y otras sustancias indeseadas. Como
efecto patoldgico, los EROs pueden causar lesiones de forma directa en los

lipidos, proteinas y acido desoxirribonucléico (ADN) (1).
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Los EROs, en condiciones fisiologicas, son removidos de las células por
sistemas antioxidantes, los que incluyen ciertas enzimas como la
superoxidismutasa, catalasa y el sistema del glutation, junto con algunas
macromoléculas de naturaleza no enzimatica como ceruloplasmina y transferrina,
asi como también un conjunto de moléculas de bajo peso: glutation, metionina,
vitaminas C y E. El desbalance entre la produccion de las especies reactivas y la
concentracion y/o actividad de las defensas antioxidantes puede generar estrés
oxidativo, situacién en la cual las especies radicales reaccionan y modifican

estructuras bioldgicas, generando asi dano tisular (11).

Los radicales libres provocan lesiones celulares y muerte mediante necrosis.
Esto se sabe ya que la produccién de los EROs es un signo que suele anteceder
a la necrosis, pero no esta claro si pueden inducir también la apoptosis celular.
Los efectos patolégicos de los EROs y otros radicales libres son multiples, pero

existen tres reacciones de especial importancia para las lesiones celulares (1):

1. Peroxidacion lipidica de las membranas: consiste en la peroxidacion de los
lipidos de las membranas plasmaticas y de los organelos por parte de los
radicales libres derivados del oxigeno y, especialmente, por el OH. Las
interacciones entre los radicales y los lipidos van a generar perdxidos, los
gue son inestables y reactivos y se producira una reaccion autocatalitica,
llamada “propagacion”, que puede determinar extensas lesiones de la

membrana (1).
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2. Modificacion oxidativa de las proteinas: los radicales libres inducen a la
oxidacién de las cadenas laterales de los aminoacidos, la formacion de
enlaces cruzados entre las proteinas y la oxidacion del esqueleto de las
proteinas. La modificacion oxidativa de las proteinas puede generar
lesiones en sitios activos de las enzimas, alterar la forma de las proteinas
estructurales y fomentar la degradacién de las proteinas desplegadas o
mal plegadas en los proteosomas (1).

3. Finalmente, las lesiones en el ADN es el tercer tipo de reaccion que
pueden generar los EROs. Los radicales libres pueden producir rupturas en
una o en ambas hebras del ADN, generando enlaces cruzados en sus
hebras y formando aductos. Estas lesiones oxidativas en el ADN se han
relacionado con el envejecimiento celular y la transformacién maligna de

las células (1).

Por otro lado, los carcindgenos son otro tipo de sustancias a las cuales
estd constantemente expuesta la mucosa oral. Estos, segun la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés),
son definidos como aquellos capaces de producir un incremento en la incidencia
de neoplasias malignas, ya sea reduciendo su tiempo de latencia o
incrementando su gravedad o capacidad de multiplicacion; pudiendo ser tanto un
agente fisico, quimico o biolégico potencialmente capaz de producir cancer al

exponerse a tejidos vivos (12).
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El consumo de tabaco y alcohol ha sido ampliamente estudiado por ser
sustancias potencialmente carcindgenas debido a su alto contenido en
compuestos nocivos. En el tabaco se encuentran mas de 30 carcindégenos, dentro
de los cuales se destacan 3 clases de agentes: las Nitrosaminas Especificas del
Tabaco (TSNAs), los Hidrocarburos Poliaromaticos (PAHs) y las aminas
aromaticas (2). Por otro lado, en las bebidas alcohdlicas estan presentes distintos
compuestos dafinos, siendo el etanol el principal determinante en aumentar el
riesgo de desarrollo de cancer junto con el Acetaldehido, el cual es considerado
otro factor de riesgo, debido a su alta carcinogenicidad (13). Los compuestos
organicos como hidrocarburos policiclicos aromaticos (dimetil-benzantraceno,
benzopireno, 3.metilcolantreno) y ciertos metales (Ni, Cd, Co, Pb, Be) tienen un

efecto directo mediante uniones covalentes a los acidos nucleicos (14).

El metabolismo de los compuestos dafiinos para el cuerpo (0 compuestos
exdgenos) es realizado por las enzimas de biotransformacién y usualmente
consta de dos etapas distintas comunmente referidas como la fase | y la fase Il. El
metabolismo de la fase | implica una oxidacion inicial, reduccién e hidrolisis del
xenobidtico por la Monooxigenasa-Citocromo P450 (CYP1A1), paso que es
seguido por el metabolismo de fase I, el cual frecuentemente significa reacciones
de conjugacion catalizadas por las Glutation-S-transferasas, UDP-glucoronosil
transferasas y sulfotransferasas, o bien por reacciones de reduccion catalizadas
por la epdxido-hidrolasa y quinona reductasa. Por otra parte, la proteccién contra

las especies reactivas del oxigeno y los productos de descomposicién de lipidos
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peroxidados y ADN oxidado esta dada por las superoxido dismutasas, catalasas,
glutation peroxidasa, GSTs, reductasas de aldosa-cetona y enzimas de
reparacion de ADN (15, 16). Las enzimas de fase Il, Glutation-S-Transferasa,
juegan un rol en la detoxificacion de compuestos electrofilicos formados por las
enzimas de fase | como las CYP-Citocromo P450. Por lo tanto, los efectos toxicos
de la exposicién, absorcion y detoxificacion de carcinégenos depende de un

balance delicado entre las enzimas de fase | y fase Il (17).

Benzol(alpireno
(HAP del humo del tabaco)

Enzima fase |
CYP1A1

Unién ADN Mutacion génetica
(aduelos ADN]) (inactivacion de genes tumor
supresores, activacion de

Benzo(a)pireno-diol-epdxido

Protooncogenes)
Enzima fase Il
GST
Inactivacion del carcindgeno Iniciacion del cancer

Fig. 1. Esquema de la interaccion entre un procarcinégeno del humo del tabaco y las enzimas
metabdlicas de la fase | y Il en la iniciacion del cancer. HAP: hidrocarburos aromaticos
policiclicos; CYP1A1: citocromo P450 1A1; GST: glutation S-transferasa (16).
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2. Familia de la glutation S-transferasa (GSTs)

Las Glutation S-transferasas (GSTs) son una familia multi-genética de
enzimas de proteinas diméricas metabdlicas de fase Il, esto porque muchos de
los compuestos que inducen a las GSTs son por si mismos sustratos de estas
enzimas, o bien, son metabolizados por las Monooxigenasa-Citocromo P-450 a
compuestos que pueden servir como sustratos para las GSTs (15). Las GSTs son
pequenas, de aproximadamente 25 kDa por subunidad, con un sitio activo para la
unién de su monomero llamado glutation. La uniéon generada entre las GSTs y su
monomero es fuerte y de tipo puente de Hidrégeno (15, 18). Las formas cistdlicas
y las formas unidas membrana de la Glutation S-Transferasa son codificadas por
dos familias de supergenes distintas, existiendo clases diferentes: alpha (GSTA),
beta (GSTB), delta (GSTD), epsiolon (GSTE), omega (GSTO), zeta (GSTZ), mu
(GSTM), nu (GSTN), pi (GSTP), sigma (GSTS), tau (GSTT), phi, theta y kappa.
Estas van a exponer distintas propiedades de uniones cataliticas y no cataliticas,
diferenciandose tanto en secuencia como en propiedades inmunoldgicas y papel
fisiolégico. En humanos se pueden encontrar las isoenzimas cistélicas de las

GSTs en las clases alpha, zeta, theta, mu, pi, sigma y omega (15, 19).

La conjugacion de glutation reducido es catalizada por las enzimas GST
con una variedad de compuestos electrofilicos enddgenos y exdgenos que
incluyen  muchas toxinas  potencialmente  carcindbgenas y  drogas
quimioterapéuticas (3, 20). Estas van a catalizar el ataque nucleofilico del sustrato

fisiolégico, glutation reducido o GSH (g-Glu-Cys-Gly) sobre el centro electrdéfilo de

15



un gran numero de estructuras téxicas, para ser mas tarde excretadas por la orina

o la bilis (17).

Las isoenzimas de las GSTs presentan una amplia especificidad a los
sustratos y tanto la exhibicion de sus actividades cataliticas como su capacidad
de secuestrar drogas y hormonas que no son sus sustratos es poco frecuente.
Estas enzimas van a tener, en distintas especies, un nivel de expresién que
puede ser significativamente aumentado por la exposicion a compuestos
externos, lo que sugiere que forman parte de una respuesta adaptativa al estrés
quimico. A pesar de esto, mientras la induccion de las GSTs no es inusual, se
debe remarcar que estas parecen contribuir de manera clave en este mecanismo
de respuesta adaptativa, siempre que los agentes inductores sean sustratos de
las GSTs o metabolizados por la CYP para convertirse en este tipo de sustratos.
Por esto, es probable que las GSTs modulen la induccion de otras enzimas, tales
como alfatoxina B y aldeido reductasa a través de su habilidad de metabolizar
agentes inductores. Tanto los sustratos de GSTs como los conjugados de
glutation parecieran poseer la habilidad de inducir una gran variedad de proteinas

(15).

Es probable que un niumero de enzimas metabolizantes de la fase Il estén
reguladas por sustratos de las GSTs, mientras que ciertas proteinas dependientes
de glutation y enzimas involucradas en la homeostasis del glutation pueden ser

reguladas por conjugados del glutation. La probabilidad de que las GSTs pudieran

16



modular la expresidn de otras enzimas que metabolizan ciertas drogas sugiere
que la poblaciéon de polimorfismos de las GSTs, variaciones en animales y
diferencias de especies van a influir en otros mecanismos de defensa quimica

(15).

3. Familia de la Glutation S-Transferasa M (GSTM)
La clase mu de las enzimas GSTs participan en la detoxificacion de
compuestos electroliticos incluyendo carcinégenos, drogas terapéuticas, toxinas

ambientales y productos del estrés oxidativo por conjugacion con el glutation (21).

Estas enzimas catalizan las reacciones de conjugacion entre éste y los
sustratos carcindgenos para facilitar su excrecion (3), llevandose a cabo el primer
paso en un proceso de desintoxicacion. Estas enzimas al desintoxicar daran
metabolitos hidrofilicos excretables, por lo que su falta podria potencialmente
aumentar la susceptibilidad a varios canceres por la disminucion de la capacidad

de desintoxicar carcinégenos (17).

Dentro de la clase mu de las GSTs, existen 5 tipos distintos de enzimas:
Glutation S-transferasa mu1 (GSTM1), Glutation S-transferasa mu2 (GSTM2),
Glutation S-transferasa mu3 (GSTM3), Glutation S-transferasa mu4 (GSTM4) y
Glutatién S-transferasa mu5 (GSTM5), siendo la GSTM1 conocida por tener una

alta frecuencia de polimorfismo en el genoma humano (22).
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La GSTM1 es parte de la clase mu de la familia citosolica GST. El gen que
codifica para la GSTM1 esta situado en el cromosoma 1p13.3 (23). Se han
descrito 3 alelos en el locus de GSTM1: GSTM1*0, GSTM1*A, GSTM1*B, siendo
los alelos *A y *B activos y el alelo *0 inactivo. Este Gltimo no producira ninguna
enzima debido a que presenta una delecion homocigota (24, 25), la cual se define
como las mutaciones por delecidn que representan la pérdida de un segmento del
cromosoma que no abarca al centrdbmero. Al no poseer centromero esta
secuencia se perdera durante la divisidn celular y las células descendientes
tendran menos material genético (26) y, cuando ambos alelos tienen el mismo

numero de repeticiones, se denomina homocigoto (27).

Los alelos GSTM1*A y GSTM1*B van a codificar para la proteina GSTM1 A
y GSTM1 B, las cuales son funcionalmente idénticas y difieren Unicamente en un
aminoacido. La GSTM1 A contiene lisina en la posicion numero 172 y la B
contiene asparagina en esta misma posicién. Los productos de estos dos genes
se combinan con el otro para formar enzimas activas homo- y hetero-diméricas

(25).
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4. Polimorfismo de la Glutation S-Transferasa M (GSTM)

Los sustratos de GST Mu incluyen numerosos epoéxidos de hidrocarbonos
aromaticos, los que estan presentes en el humo del tabaco y que podria llevar a la
formacion de aductos estables de ADN y asi gatillar etapas tempranas de la
carcinogénesis (28). Asi, la ausencia de la enzima GSTM1 podria afectar la
variabilidad individual en el metabolismo de sustancias quimicas y, finalmente,
afectar la susceptibilidad a desarrollar un cancer, incluso aumentando el riesgo de
aparicion de cancer oral (29), ya que también se relacionan con la detoxificaciéon
de hidrocarbonos aromaticos policiaclicos y benzopirenos, presentes en el humo

del tabaco, altamente carcindégeno (3).

La enzima GSTM1 es una de las expresiones de los 5 genes de la clase p
situados en tandem en el cromosoma 1, y aunque cada gen tiene su sustrato
especifico, puede existir cierta coincidencia con lo que la deficiencia de una de
ellas puede ser compensada por la expresion de los otros genes.
Aproximadamente el 50% de la poblacién caucasica hereda 2 alelos con el gen
GSTM1 delecionado y por tanto carecen de actividad GSTM1, hecho que es

considerado polimorfismo (30).

El polimorfismo corresponde a una variacion en la secuencia del ADN entre
los individuos de una poblacion. Los cambios poco frecuentes en las secuencias

de bases nitrogenadas del ADN se denominan mutaciones. Para que esta
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variacion se considere polimorfismo, debe estar presente al menos en 1% de la

poblacién (31).

Las deleciones homocigotas de los genes GSTM1 son comunes, son
polimorfos y resultan en una pérdida total de la actividad enzimatica. Estas
deleciones también estan presentes en los genes de la enzima Glutation S-
transferasa tau-1 (GSTT1), siendo entonces las variantes Mu1 y Tau1 de las GST
donde el gen esta ausente de manera homocigota. Estas seran conocidas como
“gen nulo”. La frecuencia de los alelos nulos de GSTM1 se ven segun variaciones
raciales y étnicas, siendo mayores en europeos (42-60%) y asiaticos (41-63%)

(20).

Se ha visto que los canceres de la cavidad oral estan mas influenciados
por deleciones de GSTM1 y GSTT1 (3). Estas deleciones contribuyen a la
carcinogénesis, considerado como un proceso de multiples pasos tanto a nivel
fenotipico como genotipico, resultante de la acumulacién de mutaciones multiples
(1) y a la progresioén de los tumores de cabeza y cuello (3, 32). Al respecto Shukla
(2013) reportdé que el genotipo nulo de GSTM1 esta asociado con una
supervivencia menor en pacientes con carcinoma oral escamoso comparado con
aquellos pacientes con el genotipo presente (17). Masood y cols., describieron
una asociacion positiva de un 84% entre el genotipo nulo de la GSTM1 con

canceres de cabeza y cuello en un 64% de todos los estudios analizados (3).

20



Por lo demas, no sdélo existe una asociacion entre el genotipo nulo de
GSTMH1 vy el riesgo aumentado de recurrencia de carcinoma escamoso oral, sino
que también con el estadio IV del cancer y una menor supervivencia a éste (17).
En el estadio IV ya se habla de una diseminacion del cancer a partes distantes del

cuerpo, tal y como lo indica el Instituto Nacional de Cancer de EE.UU.

Ademas, los polimorfismos de ciertas enzimas GST también pueden alterar
el metabolismo de drogas quimioterapéuticas y modificar la efectividad de la
terapia de manera negativa, por lo que se puede predecir diferencias en el
resultado de tratamiento de cancer de varios sitios, como los canceres de mama,
leucemias, colo-rectal y oral (17). Un ejemplo de esto es la correlacién entre el
genotipo de GSTM1 con la supervivencia de pacientes tratados de cancer oral, la
cual puede ser explicada por las diferencias en la detoxificacion de agentes de
tratamiento o por las diferencias del dafo carcinégeno al ADN observado en el
estudio de Shukla, el cual demostré que los pacientes con genotipo GSTM1 nulo
tenian una habilidad reducida para la detoxificacion mediada por estas enzimas

(17).
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5. Deteccion del Polimorfismo del gen GSTM1 en mucosa oral

La enzima GSTM1 es considerada un biomarcador genético de
susceptibilidad de cancer oral (4). Por ello, puede ser posible valorar el riesgo de
cancer oral en individuos sanos mediante el analisis genético de la presencia de
polimorfismo de GSTM1 detectado por técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) en muestras obtenidas desde la
sangre, saliva, biopsia o citologia exfoliativa de la mucosa oral (7). A través de
esta técnica se busca evidenciar la presencia del gen GSTM1 mutado en

pacientes sanos.

Hasta la fecha, la mayoria de los biomarcadores se han identificado a partir
de diversos fluidos corporales, siendo la sangre y la saliva los mas estudiados ya
que pueden contener marcadores bioldgicos fiables para la deteccidén de cancer.
La saliva es un fluido corporal informativo que contiene una matriz de proteinas de
acido ribonucleico mensajero (ARNm) y ADN, los que pueden ser utilizados como

biomarcadores para la traduccidn y para aplicaciones clinicas.

El punto mas importante para la seleccidn de la saliva como herramienta
de diagndstico es que contiene las células descamadas de la cavidad oral y sus
productos (como las microvesiculas), lo que permite que sea una opcion para la
deteccion e identificacion de potenciales biomarcadores de diagndstico para

cancer oral (33).
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El primer informe de la saliva como una herramienta de diagnéstico para la
deteccion del cancer oral fue publicado en el ano 2000 por Liao y cols. y en el
ano 2011, en “A Review on Salivary Genomics and Proteomics Biomarkers in
Oral Cancer”, realizado por Shah y cols., donde analizaron el papel del
polimorfismo de los genes CYP1A1, GSTT1 y GSTM1 presentes en la saliva para
evaluar sus roles como marcadores de susceptibilidad de cancer oral. Los
resultados de esta revision sobre el analisis del gen GSTM1 en saliva
demostraron que 36% de los controles y 36% de los casos presentaban GSTM1
genotipo nulo, concordando con un estudio realizado anteriormente por los
mismos autores, pero basados en analisis de sangre. Finalmente el analisis de la
saliva sobre GSTT1 mostré que la frecuencia del genotipo GSTT1 nulo fue del
24% en los casos de cancer oral y de 16% en los controles, sugiriendo asi que los
individuos con el genotipo nulo pueden ser mas susceptibles a desarrollar cancer

oral (4).

Otra forma de examinar el polimorfismo del gen de la enzima GSTM1 es
aislando el ADN gendmico total de sangre periférica y luego utilizar la

amplificacion por PCR y posterior digestion con enzimas de restriccion (34).

Existe también la posibilidad de detectar el polimorfismo de la GSTM1
mediante muestras obtenidas por medio de una biopsia, la que se define como el

procedimiento en el que se remueve tejido de un organismo vivo para examen
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macro y microscopico y asi establecer un diagndstico. La toma de la muestra
debe contar con un tejido representativo en cantidad y en condiciones adecuadas.
Existen muestras que por la naturaleza del examen a realizar no deben fijarse y
tienen que ser enviadas en fresco al laboratorio para su posterior analisis y otras

que son fijadas mediante liquidos especiales (27).

Debido a la posibilidad de combinar técnicas de obtencion de muestras
para la deteccion del polimorfismo de GSTM1, J. Nair y cols. realizaron un estudio
de casos y controles llamado “Glutathione S-transferase M1 and T1 null
genotypes as risk factors for oral leukoplakia in ethnic Indian betel quid/tobacco
chewers”, en el que se realizd citologia exfoliativa a 82 pacientes sanos
(controles) y toma de biopsia a 98 pacientes que presentaban leucoplasia oral
(casos), las que fueron fijadas con formaldehido y embebidas en bloques de
parafina. Luego el ADN gendmico fue extraido usando un método estandar y los
polimorfismos homocigotos nulos de GSTM1 y GSTT1 se determinaron utilizando
PCR multiple modificado para la aplicacion simultanea de ambos genes para el
analisis molecular. En el estudio se obtuvo que GSTM1 activo estuvo presente en
el 83% y el GSTT1 activo estuvo presente en el 78% de todos los sujetos de
control, mientras que la prevalencia de GSTM1 y GSTT1 con genotipos nulos fue
significativamente mayor entre los casos de leucoplasia oral. La prevalencia de
GSTM1 nulo en casos de leucoplasia era del 81,6% en comparacion con el 17%
de los controles y GSTT1 nulo fue de 75,5% en los casos frente a 22% en los

controles (35).
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Por otra parte, la citologia exfoliativa oral es también una herramienta
utilizada para la deteccidon del gen, la cual consiste en el estudio e interpretacion
de los caracteres de las células que se descaman de manera natural o artificial de
la mucosa oral. Generalmente se emplea esta técnica con el fin de observar al
microscopio la morfologia de las células epiteliales superficiales después de su
toma, fijacion y tincion. No obstante, también se puede emplear para el estudio
molecular del material genético. Es una técnica rapida, sencilla, de bajo costo, no
agresiva ni invasiva, relativamente indolora y bien aceptada por los pacientes, por
lo que podria ser util en el diagndstico precoz del cancer oral y en su utilizacion
para detectar la ausencia del gen GSTM1 antes de los posibles cambios

histolégicos y clinicos que conducen a tratamientos invasivos y costosos (36).

Una vez obtenidas las muestras celulares a través de la citologia
exfoliativa, estas pasan a ser estudiadas por medio de la técnica de PCR. EI PCR
es una herramienta utilizada para el estudio de los acidos nucleicos, teniendo una
alta sensibilidad, reproducibilidad y eficiencia que genera resultados confiables en
poco tiempo y que son faciles de analizar. Este procedimiento copia multiples
veces una secuencia especifica de ADN blanco mediante una catalisis llevada a
cabo por la enzima ADN-polimerasa, de tal manera que cantidades pequenas de
ADN pueden ser sintetizadas y copiadas, tal y como se observa en las
ilustraciones 1 y 2. El desarrollo de esta técnica permite estudiar y manipular
mejor al ADN, facilitando el establecimiento de protocolos experimentales en

biologia molecular (35).
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llustracién 1: Diagrama de un perfil electroforésico en gel de agarosa (1.5%) de los
genes GSTM1 y GSTT1, presentando los genotipos correspondientes (presencia o
ausencia) de los fragmentos de ADN en bases pares (38).

26



MC1 234567 89%0NN1N2BUISKI7TI

llustraciéon 2: PCR de genes GSTM1 resueltos por electroforesis en gel de agarosa.

M es una escalera de ADN de 50pb y C es el control. Un fragmento de ADN 157pb se

puede ver en todas las reacciones de PCR y un fragmento de ADN de 230pb sélo esta
presente en las muestras que contienen el gen GSTM1 (39).

En un estudio realizado en el afio 2010 por F. P. Koch y cols. se determind
el genotipo para GSTM1 de 28 pacientes mediante PCR utilizando ADN gendémico
extraido a partir de sangre periférica y células obtenidas mediante citologia
exfoliativa de zonas de mucosa oral normal y de sectores que presentaban
lesiones de Carcinoma Escamocelular. Las células recogidas se suspendieron
inmediatamente en una estabilizacion de ARN reactivo y luego se sedimentaron
por centrifugacion durante 5 min a 10.000 rpm, eliminando luego el sobrenadante.
Los sedimentos celulares se congelaron rapidamente y se almacenaron a -80 °C

para su posterior analisis en tiempo real RT-gPCR, obteniendo asi que el 54% de
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los pacientes presentaron genotipo nulo de GSTM1 acompafado con un aumento

de tamano del tumor, el estado y metastasis linfatica (37).

6. Caracteristicas histolégicas de la mucosa oral normal

Los componentes de la mucosa oral son el epitelio oral y el tejido
conectivo o lamina propia. Su interfase esta constituida por la proyeccion del
epitelio hacia la lamina propia, llamado crestas epiteliales y por la proyeccion
del tejido conectivo hacia el epitelio oral, llamado papilas conectivas (8)

(Hustracion 3).

Epitelio Oral

Crestas epiteliales

Papilas conectivas

Lamina propia

Segun la funcién que cumple la mucosa oral se clasifica en mucosa

masticatoria, mucosa de revestimiento y mucosa especializada (8) (Tabla I).
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Tabla I: Clasificacion y descripcion de la mucosa oral normal. (Nanci, 2008).

TIPO DE MUCOSA CARACTERISTICAS

Masticatoria Epitelio  oral: Escamoso  estratificado
Mucosa gingival y paladar | queratinizado.

duro Estrato queratinizado capa orto o

paraqueratina.

Estrato granuloso 2 a 3 capas epiteliales,
planas, eosindfilas.

Estrato espinoso 6 a 8 capas epiteliales,
poligonales, ligeramente basofilas.

Estrato basal 1 capa epitelial, cubicas,
basdfilas.

Lamina propia: Tejido fibrovascular.

Revestimiento
Mucosa yugal, alveolar,
de

paladar blando y vientre

labial, piso boca,

lingual

Epitelio oral: Escamoso estratificado no

queratinizado.

Estrato superficial 2 a 3 capas de células
epiteliales planas, con nucleo, eosindfilo.
Estrato intermedio 2 a 3 capas epiteliales,
planas, eosindfilas.

Estrato espinoso 6 a 8 capas epiteliales,
poligonales, ligeramente basofilas.

Estrato basal 1 capa epitelial, células
cubicas, basofilas.

Lamina propia: Tejido fibroso denso.

Especializada

Dorso lingual

Epitelio  oral: Escamoso  estratificado

queratinizado.
Con papilas: fungiformes, filiformes y foliadas.

Lamina propia: Tejido fibrovascular.
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7.

Caracteristicas histologicas de la mucosa lingual normal

Generalidades

El 6rgano lingual es un musculo tapizado por mucosa especializada y

presenta como funcidon principal participar en la percepcion gustativa.

Histolégicamente se constituye por mucosa, submucosa y tejido muscular estriado

(9).

La mucosa que recubre la porcién ventral y dorsal de la lengua es diferente.

Superficie ventral: Epitelio plano estratificado no queratinizado delgado y
liso. La lamina propia también es delgada y formada por tejido conjuntivo
laxo con numerosas papilas cortas. Esta lamina es elastica, favoreciendo
cambios rapidos en cuanto a diametro y forma durante los movimientos
que realiza la lengua. También se observan numerosas células adiposas,
glandulas salivales menores: glandulas de Blandin y Nuhn, ubicadas cerca
de la punta de la lengua, y glandulas de Weber, ubicadas en la posicion
lateral y posterior, vasos sanguineos y vasos linfaticos. No existe
submucosa y el corion esta unido a los haces musculares (9).

Superficie dorsal: Se observa una mucosa dividida en dos sectores por una
linea en forma de V: aquella que cubre los dos tercios anteriores o cuerpo y

la que cubre el tercio posterior o raiz de la lengua (9).
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El epitelio que recubre el cuerpo es de tipo plano estratificado parcialmente
queratinizado, la lamina propia esta formada por tejido conectivo laxo en conjunto
con células adiposas (llustracidon 4). Ademas, existe un tejido conectivo denso y
firme que separa de manera neta la mucosa de la submucosa. Esta separacion se
evidencia de manera mas marcada en la punta de la lengua donde se forma la
fascia lingual. Este sector de la lengua tiene un aspecto aterciopelado debido a la

presencia de pequenas proyecciones llamadas papilas linguales (9).

— 1 Epitelio plano estratificado no queratinizado

2 Lamina propia

= 3 Musculo estriado esquelétco

llustracién 4 : Corte histoldgico de la superficie ventral de la lengua (8).

Papilas linguales

Existen 4 tipos de papilas en la superficie lingual: las filiformes, fungiformes,
caliciformes y las foliadas. Las papilas fungiformes son aquellas que se
encuentran en mayor cantidad en la punta y parte lateral de la lengua. Estas,

debido a su localizacidén, su mayor cantidad de corion y su poca queratinizacion
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son mas propensas a afectarse por distintos procesos inflamatorios causados por
irritantes (10), haciendo que este sector de la lengua sea un sitio de interés para
realizar estudios relacionados con el contacto con agentes cancerigenos, su
acumulaciéon en el tiempo y la capacidad de enzimas como la GSTM1 de

contribuir a su depuracion.
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IV. OBJETIVOS

1. Objetivo general:
Determinar la frecuencia del polimorfismo del gen GSTM1 en mucosa lingual

normal en mayores de 40 anos mediante técnica de citologia exfoliativa.

2. Objetivos especificos:
« Describir la muestra de estudio segun edad, género, habito de tabaco,
habito de alcohol e antecedentes de cancer en familia directa.
« Asociar la presencia del polimorfismo del gen GSTM1 con la edad,
geénero del paciente, habito de tabaco, habito alcohdlico y antecedentes

de cancer en familia.
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V. MATERIAL Y METODO

1. Tipo de estudio:

Estudio descriptivo, transversal, tipo serie de casos.

2. Poblacion y muestra:

La poblacion correspondié a pacientes que acudieron a la Clinica de
Patologia Dentomaxilar y Maxilofacial de las dependencias de la Clinica
Odontolégica Universidad Andrés Bello sede Santiago y Vifa del Mar desde
julio hasta octubre 2016.

La seleccién de los pacientes fue por conveniencia. Estos debieron
cumplir con los criterios de inclusion y accedieron de manera voluntaria a
participar del presente trabajo de investigacion firmando un consentimiento

informado (Anexo 1).

3. Criterios de Inclusion:

« Pacientes con mucosa de borde y vientre lingual sin alteraciones
patolégicas (liquen plano, lupus eritematoso, leucoplasia, eritroplasia,
leucoeritroplasia, carcinomas, sarcomas, ulceras que no curan, manchas
rojas o blancas, etc.)

« Pacientes sobre 40 afios de edad, considerando pacientes de ambos
SEexos.

« Pacientes chilenos.
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Criterios de exclusion:

Pacientes con cancer en la mucosa oral.

Pacientes con metastasis orales.

Pacientes inmunocomprometidos, con tratamiento o posterior a
tratamiento con quimio o radioterapia.

Pacientes con limitacion de la apertura bucal o con cualquier otra
condicion que no permita realizar un correcto examen oral.

Pacientes con disminucion en sus facultades intelectuales, paralisis

cerebral y alteraciones psiquiatricas descompensadas.
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5. Variables en estudio:

Tabla II: Variables en estudio, definicién de variable, tipo de variable y

Variable

Edad

Género

Habito tabaquico

Numero

cigarillos diarios

Habito alcohodlico

Antecedentes
familiars
cancer
Diagnéstico
GSTM1

Tipo de variable

Cuantitativa
discreta

Cualitativa

Cualitativa,
independiente
Cuantitativa,
discreta

Cualitativa,
independiente

Cualitativa,
dictdmica

Cualitativa,
dicotomica

descripcion.
Escala de
medicion

De razén

Dicotémica
nominal
Tricotdmica,
nominal

De razén

Tricotomica,
nominal

Nominal

Nominal

Valor de la variable

2 40 anos - «

Masculino, femenino

Fumador, no fumador,
ex-fumador

0-x

Bebedor, no bebedor,
ex bebedor

Si, no

Ausencia, presencia

Se entregd un cuestionario a cada paciente, donde se registré el nombre

completo del paciente, género, edad, consumo de tabaco, consumo de alcohol

y antecedentes de cancer (Anexo 2).
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6. Definiciones operacionales

Edad: Tiempo que ha vivido una persona contando desde su nacimiento,
medido en anos. Se obtuvo por medio de una pregunta, donde el paciente
expreso su edad en afos cumplidos en el cuestionario autoadministrado (Anexo

2).

Género: Forma de agrupacion de los seres vivos segun caracteristicas que
pueden compartir varios de ellos. Se consigné como masculino o femenino,

segun lo registrado en el cuestionario autoadministrado (Anexo 2).

Habito tabaquico: Accion de consumir cigarrillos como una practica habitual.
Se consigné como fumador, no fumador y ex fumador, considerando al fumador
como aquel paciente que consume cigarrillos en la actualidad en distintas
cantidades, al no fumador como aquel paciente que nunca ha consumido
cigarrillos y al ex fumador como aquel que no ha consumido cigarrillo en los
ultimos 6 meses. Se obtuvo por medio de la encuesta administrada al paciente

(Anexo 2).

Numero de cigarrillos diarios: Cantidad diaria de cigarrillos consumidos por

los pacientes fumadores. Se obtuvo por medio de la encuesta administrada al

paciente (Anexo 2).
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Habito alcohdlico: Accion de consumir bebidas alcohdlicas como una practica
habitual. Se consigné como bebedor, no bebedor y ex bebedor, considerando al
bebedor como aquel paciente que consume alcohol en la actualidad en distintas
dosis, al no bebedor como aquel paciente que nunca consume alcohol o sélo lo
hace 1 o 2 veces al afo y al ex bebedor como aquel que no ha consumido
alcohol en los ultimos 6 meses. Se obtuvo por medio de la encuesta

administrada al paciente (Anexo 2).

Antecedentes familiares directos de cancer: Historia médica referente a
familiares directos (madre, padre y hermanos) que hayan sido diagnosticados
con algun tipo de neoplasia maligna (cancer). Se obtuvo por medio de la

encuesta administrada al paciente (Anexo 2).

Diagnéstico GSTM1: Presencia o ausencia del gen GSTM1 en el material

genético (ADN) de cada paciente, obtenido a través del procesamiento de cada

muestra tomada desde los bordes laterales de la mucosa lingual.

38



7. Estandarizacion:
Para la estandarizacion de los investigadores Licenciada Valentina
Moreno Madrid y Licenciado Sergio Vicufia Avilés se realizé un estudio piloto de

11 pacientes y sus muestras respectivas.

a. Diagnodstico y toma de muestras

La toma de muestra de los investigadores que recolectaron los datos se
realizd bajo la supervision de la especialista en patologia oral Dra. Alejandra
Fernandez, que incluyé en primera instancia una observacion clinica vy
diagnostico de mucosa lingual sana para descartar alteraciones patoldgicas y
asi proceder a la toma de muestras de los bordes laterales de la lengua. Los
datos obtenidos en este estudio piloto se anexaron en los resultados finales de

este estudio.

b. Etapas de laboratorio

El profesional, Dr. Mauricio Bittner, que realizé el procesamiento de las
muestras en el Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia Oral de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Clinica Odontolégica de la Universidad Andrés
Bello, sede Republica, Santiago, cuenta con protocolos para la manipulacion de
muestras bioldgicas, debido a que se especializé y ha realizado numerosas
investigaciones en relacidon al procesamiento de muestras que contengan

material genético. Ademas, para las etapas de laboratorio se conté con la ayuda
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de Luis Quifiones en las dependencias del Laboratorio de Carcinogénesis

Quimica y Farmacocinética de la Universidad de Chile.

8. Técnica para la obtenciéon de muestra:

La técnica se baso en lo descrito por Christopher Naugler (2008) (1) para
toma de muestras mediante citologia exfoliativa. Esta guia se siguié en forma
estricta. El paciente se recosté en un sillén dental de las Clinicas Odontolégicas
de la Facultad de Odontologia, Universidad Andrés Bello, sede Santiago y Vina
del Mar, con el respaldo inclinado en 45°, bajo luz dental, donde se procedi6 a

la examinacion extra e intraoral y toma de muestra.

Por cada paciente se conto con:
« Un par de guantes de latex
« 1 bandeja de examen completa estéril
e 2 gasas estériles
« 2 cepillos citolégicos estériles
« 2 tubos transportadores tipo FALCON

« 1 Pechera

En el momento de la toma del examen, el paciente no debié haber

consumido ningun alimento o bebida por al menos una hora. El investigador

2. Naugler, C. (2008). Brush biopsy sampling of oral lesions. Canadian Family Physician, 54(2),
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examino la cavidad bucal, tomo6 con la gasa estéril la punta de la lengua y
observo el borde lateral y vientre lingual. Se realizd el diagnéstico de estas
zonas. Una vez que se confirmé que estuvieran sanas y normales, se continué
con la técnica de obtencion de muestra. Se utilizd el protocolo para toma de
muestra (Anexo 3). Mediante la técnica de citologia exfoliativa, se utilizaron
hisopos estériles con los que se efectud un frotis del borde lateral de la lengua,
zona posterior por ambos lados. El hisopo se aplicé con una presion ligera y
rotandolo en 360° sobre la superficie oral previamente limpiada con una gasa.
Las muestras fueron contenidas en tubos tipo Falcon estériles y transportadas
para su posterior almacenamiento y procesamiento. Cada tubo fue etiquetado e

identificado.

9. Transporte de la muestra:

Las muestras fueron transportadas inmediatamente después de la toma
desde la Clinica de Patologia Dentomaxilar y Maxilofacial de la Universidad
Andrés Bello, sede Santiago y Vifia del Mar, en un recipiente adaptado
especialmente para el manejo de muestras bioldgicas, el cual se encontré a una
temperatura de -20° grados Celcius, hacia el Laboratorio de Microbiologia y
Biotecnologia Oral de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad

Andrés Bello sede Republica, Santiago.

10. Técnica para el procesamiento de la muestra:
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a. Extraccion de ADN de las muestras

Las muestras de los voluntarios fueron procesadas en un tiempo inferior a
48 horas. La extraccion de ADN se realiz6 mediante el método convencional.
Se agregaron 560 pyL de buffer T.E, 30 yL de SDS al 10% mas 10 pL de
proteinasa K y se mantuvo en la estufa minimo por 1 hora a 37°C. Luego se
agregaron 600 uL de Fenol Cloroformo isoamilico y se centrifugé por 5 minutos
para después transferir 400 pyL de la fase acuosa a un nuevo tubo Eppendorf y
afnadir 40 yL de Acetato de Sodio 3M (0.1 vol) mas 1000uL de Etanol absoluto
frio. Se mezclé suavemente y se llevé a -20°C por 20 minutos. Se retird el

Etanol y se agregaron 50 uL agua destilada estéril.

b. Amplificacion del ADN mediante Reaccion en Cadena de la
Polimerasa

Los reactivos para la PCR fueron TagPol Recombinante (Invitrogen), Buffer
Taq 10X KCI (Invitrogen), Buffer Tag 10X (NH4), SO4 (Invitrogen), MgCI2 50
mM (Invitrogen), dNTPs 40 mM, DNA cuantificado, agua libre de nucleasas,
Buffer de carga (Bioline, USA) e HyperLadder 100 pb (Bioline, USA) (ver Tabla
11).

Se utilizé la técnica PCR en el termociclador -STORM 482, con los
partidores GSTM1 Forward (GSTM1F) 5° CTGCCCCACTTGATTGATGGG 3’
GSTM1 Reverse (GSTM1R) 5 CTGGATTGTAGCAGATCATGC 3" y los

partidores CYP1A1 Forward (CYP1A1 R) 5 CAGTGAAGAGGTGTAGCCGCT 3’
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y CYP1A1 Reverse (CYP1A1 F) 5 TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT 3’ a una

temperatura de alineamiento de 57°C, con un tiempo de elongacién de 1 minuto

en 30 ciclos, para obtener la amplificacion.

SUSTANCIA CANTIDAD | EJEMPLO (para 6 muestras)
Kit de polimerasa Impront [IANTP. | 10 pl 70 pl

PRIMER 1 0,4 ul 2,8 ul

PRIMER 2 0,4 ul 2,8 ul

ADN 2 pl -

H20 7,2 ul 50,4 pl

TOTAL 20 126 pl

Tabla Ill: Mix de mezcla para PCR.
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11. Diagrama de flujo:
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12. Analisis estadistico:

Las variables categoricas (género, habito tabaquico, habito alcohdlico) se
describieron en base a la frecuencia absoluta y relativa. La variable continua
parameétrica de edad y consumo de cigarros diario se describieron en base a la
media y desviacion estandar. Se determind la proporcion de los pacientes con
el polimorfismo del gen GSTM1 con un intervalo de confianza del 95%. Se
analizaron las variables categoéricas segun sexo, utilizandose el Test exacto de
Fisher o Chi cuadrado de Pearson y para las variables continuas paramétricas,
mediante el test de T-student de muestras no pareadas. Se utilizé un nivel de
significancia de un 0,05 y se realizd el analisis estadistico con el

programa STATA 12® (StataCorp LP, Texas).
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13.

Consideraciones éticas:

Las implicancias éticas se guiaron segun lo que fue descrito en la

Declaracion de Helsinki, en la cual se establecen los principios éticos que

orientan a los investigadores que realizan estudios con seres humanos.

Cada persona interesada por participar del estudio fue informada de sus

derechos:

Participar o no en la investigacion.

Retirar su consentimiento en cualquier momento, sin exponerse a
represalia (Anexo 1).

Conocer en qué consiste el estudio, sus objetivos y potencial relevancia
en el area terapéutica de este sintoma.

Ser informados finalmente de los resultados obtenidos de la mucosa oral.

Sumado a lo anterior, a los pacientes se les informd lo siguiente:

El procedimiento para la toma de muestras es seguro y no invasivo,
teniendo asi un riesgo de complicaciones muy bajo. De todos modos, en
caso de que llegase a presentarse algun inconveniente, se les
proporcionaria asesoria y tratamiento oportuno.

El estudio de las muestras de cada paciente no fue a través de sus
nombres, sino que de un numero correspondiente, el cual se adjunté a

cada consentimiento informado y cuestionario autoadministrado.
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Finalmente, se les otorgd las siguientes retribuciones a los pacientes que

accedieron voluntariamente a este estudio:

« Se realizé un examen odontolégico y bucal completo. En caso de que
presentaran necesidad de tratamiento, o bien, alguna anomalia o lesion
en la cavidad oral, se complet6 un diagnostico y derivacion a las
especialidades correspondientes, dentro de la misma Facultad de
Odontologia de la Universidad Andrés Bello, sede Republica, Santiago.

« A cada paciente se entreg6 un folleto informativo sobre el cancer oral.

« A cada paciente se entregd un obsequio para su cuidado dental.

« Una vez que se obtuvieron los resultados, todos aquellos pacientes que
presentaron el polimorfismo o ausencia del gen GSTM1 recibieron una
sesién educativa sobre el cancer oral (principalmente para el Carcinoma
Oral de Células Escamosas) y se les ofrecio la posibilidad de controles y

seguimiento en el futuro.
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VI. RESULTADOS

Desde julio a octubre del 2016 se tomaron muestras desde la mucosa
lingual mediante técnica de citologia exfoliativa a los 156 voluntarios
examinados, los cuales aceptaron su participacién en este estudio mediante la
firma de un consentimiento informado. Luego se cuantifico la concentracion de
ADN gendmico de las 156 muestras. Del total, s6lo 90 se ajustaron a los
criterios de concentracién de ADN a un minimo de 100 ng/ul con una relaciéon
260/280 mayor a 1.7. Ademas, se evalud la integridad del ADN mediante
electroforesis con un buffer de carga en un gel de agarosa del 2% utilizando
bromuro de etidio para su deteccion. Esto permitio verificar la integridad del

ADN gendmico obtenido.

La muestra de estudio consisti6 en 90 voluntarios de la clinica
Odontolégica de la Universidad Andrés Bello, sede Santiago y Vifia del Mar. De
los 90 voluntarios, 60 eran mujeres (66,67%) y 30 hombres (33,33%), en una
relacion 2:1 respectivamente. La media de edad fue de 56,6+11,55 afios, la
distribucion del rango de edad se observa en el Grafico I. La distribucién del
habito tabaquico, habito alcohdlico y antecedentes de cancer en la familia se

puede contemplar en la Tabla IV.
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Distribucion de la muestra por edad
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Grafico 1: Distribucion de los pacientes registrados rango de edad

Tabla IV: Distribucion del habito tabaquico, alcohdlico y antecedentes de cancer

familiar segun género y muestra total.

. Total (%) Género (%)
Variable (Desviacién estandar %) (Desviacién estandar %)
Hombre Mujer
31. 11 40 26.67
Fumador (21.36 — 40.86) (21.39 — 58.60) (15.14 — 38.18)
Habito 04 44 20 6.67
tabaquico ExFumador 4539 33.49) (4.80 — 35.19) (15.14 — 38.18)
44.44 40 46.67
Nofumador 33 97 _ 54.91) (21.39 — 58.60) (33.67 — 59.66)
30 46,67 21,67
Bebedor (20.34 — 39.65) (27.71-6561)  (10.93 - 32.39)
Habito 6,67 6,67 6,67
Alcohdlico ~ Exbebedor oy 44 gp) (0— 13.16) (0-12.16)
63,3 46,67 71,67
Nobebedor " 73"a 73 48) (27.71 — 65.61) (59.92 — 83.40)
Antecedentes Sin 48.89 56.67 45
de cancer en antecedentes  (38.36 — 59.41) (37.84 — 75.48) (32.03 — 57.96)
la familia Con o111 43.33 >
antecedentes  (40.58 — 61.63) (24.51— 62.15) (42.03— 67.96)
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En la muestra obtenida no existen diferencias significativas en el habito
de tabaquismo respecto a la poblacion nacional (p= 0,066), la cual asciende a
un 40,6%. Tampoco existe asociacién entre el sexo y el habito tabaquico
(p=0,426). Asimismo, no existen diferencias significativas en la distribucion del
antecedente de cancer entre hombres y mujeres (p=0,297). No obstante, si
existen diferencias estadisticamente significativas entre la distribucion del
consumo de alcohol entre hombres y mujeres (p=0,046).

La frecuencia encontrada de polimorfismo del gen GSTM1 fue de un
32,22 % (con un intervalo de confianza del 95%, entre 22,37% y 42,06%). La
ilustracion 5 muestra la electroforesis de 6 muestras en un gel de agarosa al
2%. El genotipo GSTM1 se detectd por la presencia o ausencia de productos de
PCR.

La distribucién del polimorfismo del gen GSTM1 segun rango de edad se
puede observar en el grafico 2. Los resultados de la distribucién del
polimorfismo del gen GSTM1 segun género, habito tabaquico, habito alcohdlico
y antecedentes de cancer en la familia se pueden observar en la tabla V.

No existen diferencias estadisticamente significativas entre la distribucién
del polimorfismo GSTM1 entre hombres y mujeres (p=0,750). Asimismo, no
existen diferencias entre la presencia del polimorfismo del gen GSTM1 vy la
distribucion de la edad (p=0,677), el habito tabaquico (p=0,355), el consumo de

alcohol (p=1,000) y el antecedente de cancer familiar (p=0,203).
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No existe asociacion entre los habitos (tabaquico y alcohdlico) y el

polimorfismo del gen GSTM1 (p=0.870).

[N
IN
|
IS
[$,]
[e))

7 Ladder

CYP1A1 300 pb

GSTM1 200 pb

llustracion 5: Productos del PCR del gen GSTM1.

Productos del PCR del gen GSTM1, mediante electroforesis en gel de agarosa 2 %. El
carril ladder corresponde al estandar 100 pb. Carril 7 control negativo. Carriles 1, 3-6 se observa
banda control (superior) de CYP1A1 (340 pb) y banda (inferior) del gen GSTM1 (273 pb). En el
Carril 2 se observa la ausencia del gen GSTM1 y la presencia del gen CYP1A1.
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Distribucion del polimorfismo del gen GSTM1 segun rango etario.
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Grafico 2: Distribucion del polimorfismo del gen GSTM1 segun rango etario.



Tabla V: Distribucion del polimorfismo del gen GSTM1 segun género, habito

tabaquico, alcohdlico y antecedentes de cancer familiar.

GSTM1 +/+ GSTM1 null/null
Variables
n % n % Total
. 66,67 33,33
, Femenino 40 (54,38 - 78,94) 20 (21,05 - 45,61) 60 100
Género
. 70 30
Masculino 21 (52,59 - 87,40) 9 (12,59 - 47,40) 30 100
o Fumador 22 78,57 6 21,43 28 100
Habito
. Ex Fumador 14 63,64 8 36,36 22 100
tabaquico
No fumador 25 62,50 15 37,50 40 100
o Bebedor 18 66,67 9 33,33 27 100
Habito
1 Ex bebedor 4 66,67 2 33,33 6 100
Alcohéblico
No bebedor 39 68,42 18 31,58 47 100
Antecedentes Sin 27 61,36 17 38,64 44 100
. antecedentes
de cancer en la
Con
familia antecedentes 34 73,78 12 26,22 46 100

54



VII. DISCUSION

En la dltima década ha aumentado el interés por parte de la comunidad
cientifica de identificar indicadores orales que permitan predecir la
transformacion maligna del epitelio oral. Este acontecimiento se debe a que el
diagnostico de cancer oral es realizado a través de cambios clinicos e
histopatolégicos de la mucosa oral de manera tardia (40). Incluso, la mortalidad
de cancer oral en Chile se ha mantenido en los ultimos 50 afios a pesar de las
diferentes campanas de prevenciéon y diagndstico precoz de cancer oral (5).
Entre los diferentes indicadores de diagndstico de cancer oral, la familia de la
Glutation S-Transferasas, especificamente la presencia del polimorfismo de
GSTM1 en individuos caucasicos, asiaticos y africanos, se ha asociado a un

mayor riesgo de susceptibilidad para desarrollar COCE (2, 3, 41, 42).

Para el clinico seria interesante conocer un método de deteccion del
polimorfismo GSTM1 sencillo y de bajo costo. Esto, con el fin de determinar
cambios genéticos sin tener necesariamente cambios clinicos e
histopatolégicos evidentes, pudiendo identificar cuales son los pacientes de
riesgo y realizar asi su seguimiento. Por tal motivo, analizamos el material
genético de 90 pacientes chilenos con el objetivo de detectar la frecuencia del

polimorfismo GSTM1 caracterizando los factores etiolégicos de COCE.
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El rango etario de los voluntarios examinados abarcé adultos y adultos
mayores debido a que representan el grupo de riesgo para el desarrollo de
COCE (43). Ademas, es a esta edad donde se manifiestan los efectos
acumulativos de los factores de riesgo como el consumo de tabaco y alcohol
(46, 47, 48). Asi lo han descrito diversos autores que han estudiado este
polimorfismos en pacientes diagnosticados de COCE en Chile y en el mundo (2,

3,41,42, 48, 54).

En Chile no se han realizado estudios epidemiolégicos que den cuenta
de la presencia o ausencia del gen GSTM1 en mucosa oral sana por medio de
citologia exfoliativa a la fecha y, a nivel mundial, la mayoria de los estudios
relacionados con este gen se han enfocado en encontrar alguna relacién del
polimorfismo y la presencia de neoplasias malignas orales -tales como el
COCE- (2, 3,7, 17, 24, 29, 33, 37) y de lesiones malignas en otras regiones del

organismo (3, 16, 21, 34).

De los 90 pacientes examinados, la mayoria se encontraba en el rango
de edad entre 50 y 59 afios, lo que se puede explicar porque la muestra fue
determinada por conveniencia y so6lo con pacientes mayores de 40 anfos,
pudiendo ser este rango el de mayor asistencia a la Clinica Odontoldgica en

ese momento.
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En cuanto al habito tabaquico se observa que la poblacion en estudio
tiene un alto consumo de esta sustancia. El valor obtenido es distinto al
expresado por la Encuesta Nacional de Salud 2009-2010 realizada por el
MINSAL, que sefiala que la prevalencia de fumadores en Chile es de un 40,6%
en la poblacion de 15 afos y mas, lo que podria deberse a que los resultados
de este estudio se deben a pacientes que por acudir a la Clinica Odontoldgica
de la Universidad Andrés Bello pueden presentar una mayor preocupacion por
su salud, o bien que hayan modificado su respuesta. Si bien se ve un
predominio de consumo masculino, las mujeres estan alcanzando valores
similares, lo que es comparable con lo que indica la iniciativa “Chile libre de

tabaco” de la fundacién EPES (49).

En relacion al habito alcohdlico, también obtuvimos un porcentaje
importante de pacientes que se consideraban bebedores, pero este porcentaje
fue distinto al expresado el SENDA en el 2014, donde el consumo de alcohol en
Chile ascendié a un 48,9% de la poblacién. Esto se puede justificar de igual
forma que el punto anterior, argumentando que por ser pacientes que acuden a
la Clinica Odontolégica pueden presentar mayor preocupacion por su salud,
teniendo asi mejores habitos o0, en su defecto, por haber modificado su
respuesta al momento de ser encuestados. Al igual que en el habito tabaquico

el mayor porcentaje de bebedores son hombres, lo que se condice con los
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resultados obtenidos por la encuesta del SENDA 2014, donde un 55,3% de los

consumidores de alcohol en Chile son hombres versus un 42,5% en mujeres.

Tanto para el tabaco como para el alcohol, la poblacion en estudio
presenta un alto porcentaje de consumo de estas sustancias a pesar de las
campanas de prevencion realizadas por el MINSAL, donde se ha destacado
que éstos son factores de riesgo para el desarrollo de COCE (2, 5, 50, 51, 52,

53).

En cuanto a los antecedentes de cancer familiar, se observa que la
mayoria de los pacientes relatd que algun familiar directo sufrio esta
enfermedad. Este resultado es esperable ya que el cancer es la segunda causa
de muerte en Chile, existiendo 91.965 muertes por distintos tipos de tumor
maligno en el afo 2009 segun indica el MINSAL, generando asi una alta
probabilidad de que los pacientes hayan tenido historia de cancer en sus

familias.

Los resultados obtenidos en este estudio determinaron una frecuencia
del polimorfismo del gen GSTM1 en pacientes con mucosa oral normal de un
32,22%, cifra que coincide con el estudio realizado por T.T. Sreelekha y cols y
también con el de A. Sharma y cols (54). En el estudio realizado por T.T.

Sreelekha y cols. se utilizaron los mismos partidores genéticos para la
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amplificacion del gen GSTM1 mediante la técnica de PCR (41), sin embargo
incluyeron 60 individuos y la muestra fue obtenida de sangre periférica. Por el
contrario, J Y Park y cols, T Katoh y cols y Zakiullah y cols, reportaron
frecuencias mayores del polimorfismo de GSTM1: 51%, 46,3% y 57%
respectivamente (2, 7, 53). Es conveniente sefalar que las variaciones
encontradas podrian estar fuertemente influenciadas por la raza de los
individuos analizados (54). Ademas, esta diferencia se puede explicar debido a
que los autores mencionados obtuvieron las muestras de ADN mediante sangre
periférica y utilizaron distintos partidores para la amplificaciéon de ADN (2, 42,

56).

Estudios confirman que alrededor de 50% de la poblacion caucasica
hereda dos alelos deficientes del gen GSTM1 o estan desprovistos
completamente de su actividad. La poblacion chilena es una mezcla hibrida de
origen biparental: nativos sur-amerindios (araucanos) y caucasicos (57). En el
estudio realizado en Chile en el afio 1999 por Quifiones y cols., se quiso
determinar la frecuencia de algunos polimorfismos genéticos, entre ellos el de
GSTM1, y se analizaron 96 pacientes sanos residentes en la ciudad de
Santiago. Las muestras fueron obtenidas a partir de sangre periférica,
encontrando un porcentaje del 21,3% para el polimorfismo de este gen. Esto
contrasta con nuestro estudio llamando fuertemente la atencion, ya que se

observa que la frecuencia del polimorfismo de GSMT1 ha aumentado en mas
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de un 10% en la poblacion chilena a través de los afios y, si consideramos que
este gen es un indicador de riesgo de cancer oral (4), resulta preocupante
encontrar cifras mayores en la presencia del polimorfismo y una mantencion en

las tasas de mortalidad este tipo de cancer en Chile (5).

La presencia del polimorfismo GSTM1 no se asocié a ninguno de los
factores que se incluyeron en el estudio (tales como género, edad, habito
tabaquico, consumo de alcohol ni a los antecedentes de cancer en la familia).
Esto se puede explicar debido a que la presencia de este polimorfismo se ha
encontrado fuertemente ligado a la etnia de los individuos, siendo frecuente en
asiaticos, africanos e indios (35, 54). En Chile, la poblacion es considerada
altamente mestiza, por lo que la presencia del polimorfismo del gen GSTM1

podria variar al considerar diferentes zonas geograficas del pais (58).

Cabe destacar que las variables de tabaco y alcohol fueron incluidas en
este estudio debido a que en la literatura se ha encontrado una relacion directa
del consumo de estas sustancias y desarrollo de cancer oral (3, 5, 41). Por otro
lado, el polimorfismo del gen GSTM1 se ha considerado como un indicador de
riesgo genético de cancer (43), siendo esperable que las personas que
presenten el conjunto de estos factores puedan tener mayor predisposicion al
desarrollo de neoplasias en la cavidad oral, lo que podria comprobarse a futuro

realizando un estudio de casos y controles en donde se pueda establecer un
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riesgo relativo entre el polimorfismo del gen GSTM1 y el desarrollo de cancer

oral.

Todos los voluntarios fueron instruidos de como realizar un autoexamen
de la cavidad oral en sus casas para la pesquisa de cambios que alerten
presencia de lesiones potencialmente malignas y malignas propiamente tal.
Asimismo, se destacé la importancia de disminuir los factores de riesgo
asociados a COCE, como el tabaco y el alcohol. Aquellos voluntarios que
tuvieron presencia del polimorfismo del gen GSTM1 se les sugirid realizar

controles periddicos cada 6 meses en nuestro servicio odontologico.
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VIIl. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en nuestra investigacidon nos permiten concluir
que la frecuencia del polimorfismo del gen GSTM1 en mayores de 40 afios de
edad que presentaban la mucosa oral sana en la Clinica Odontolégica de la
Universidad Andrés Bello, sede Santiago y Vifia del Mar, se encuentra dentro
de los rangos reportados en la literatura. Los pacientes estudiados presentan
riesgo de desarrollar COCE tanto por tener el gen GSTM1 polimorfo como por
su alto contacto directo con factores de riesgo, tales como el tabaco y el
alcohol, los cuales han sido asociados al desarrollo de cancer oral. Por esto, es
necesario educar mas a la poblacién en relacién a los factores de riesgo que se
han asociado al desarrollo de COCE, para asi crear consciencia sobre la

importancia que tiene asistir periodicamente al dentista.
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IX. LIMITACIONES

La principal limitacion de nuestro estudio fue falta de conocimiento sobre
la etnia por parte de cada paciente. En Chile, la poblacién es altamente mestiza,
por lo que la presencia del polimorfismo del gen GSTM1 podria variar en las

distintas zonas geograficas del pais (58).

A lo anteriormente expuesto podemos agregar la falta de una muestra

elegida de manera aleatoria, no por conveniencia y que este estudio no es

extrapolable a otras poblaciones.
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X. SUGERENCIAS

1.

Realizar una investigacion similar, pero con un mayor tamano muestral y
realizandola a nivel regional o nacional.

Realizar estudios similares en distintas zonas geograficas de Chile para
asi poder lograr una mejor caracterizacion étnica del polimorfismo del
gen GSTM1.

Promover el uso de la citologia exfoliativa para este tipo de estudios, en
donde se requiera extraer una cantidad suficiente de ADN para ser
procesado mediante PCR.

Hacer un estudio de casos y controles para poder llegar a establecer un
riesgo relativo de la mutacion del gen GSTM1 y el desarrollo de cancer

oral.
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ANEXO |

Consentimiento Informado

Y O e e eeeanaaaa de ... afios de
edad, RUT......ccccoeeeeiiiiii, manifiesto que he sido informado/a del porque
he sido seleccionado para participar en el trabajo de investigacion “Deteccion
del polimorfismo del gen GSTM1 en mucosa oral sana en mayors de 40
anos”’. donde me someteré a un procedimiento que consiste en un método
fisico no invasivo donde se limpiaran las caras laterales de mi lengua con una
gasa y se procedera a raspar el epitelio oral con un hisopo de cepillo estéril.
Este procedimiento es indoloro y no dejara lesiones ni cicatrices. La muestra
recolectada sera procesada en laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia Oral
de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Clinica Odontologica de la
Universidad Andrés Bello, campus Republica, Santiago.

Tendré el derecho de pedir un informe con los resultados obtenidos y a hablar
con alguien con quien me sienta comodo/a acerca de la investigacion. Ademas
de esta informacion que he recibido, seré informado/a en cada momento y a mi
requerimiento de la evolucién de mi proceso, de manera verbal y/o escrita si

fuese necesario
Tomando todo esto en consideracion, doy fe que:

1. Se me ha explicado los conceptos y palabras que no entiendo y en el caso
que surja cualquier duda podré contactarme con el responsable y aclararla.

2. He sido informado/a de los beneficios de participar en este estudio y que toda
la informacion recopilada y que he otorgado soélo la conoceran los
investigadores del estudio ya que es de caracter confidencial.

3. Se me ha comunicado que en el caso de que este estudio sea publicado, ya
sea en una revista internacional o nacional, se mantendra mi informacién de
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forma confidencial.

Otorgo mi consentimiento previamente teniendo el tiempo de reflexionar si fuera
necesario y acepto participar voluntariamente en esta investigacion, pudiendo
retirarse en cualquier momento si estimo conveniente.

Recibo conforme copia de este documento.

Firma del Paciente

Santiago, de 2016

Contacto:

Tutora principal: Dra. Alejandra Fernandez - +569 98796026
Tutora asociada: Dra. Carolina Somarriva - +569 66468052
Alumnos: Lic. Valentina Moreno: +569 71875626
Lic. Sergio Vicufa: +569 91996031
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ANEXO 2

Cuestionario Auto-Administrado

Nombre: Rut:

Direccion

Teléfono Fijo: Teléfono Celular:

Genero Fecha de nacimiento Edad

Por favor responda el siguiente cuestionario marcando con una “X“ en el recuadro
designado para cada pregunta. En caso de tener alguna duda, pregunte al

encuestador.

HISTORIA FAMILIAR Y MEDICA:

¢, Presenta un minimo de 2 generaciones de ancestros nacidos en Chile?: Si No
¢ Presenta antecedentes de cancer en la familia?: Si No
¢ Presenta o ha presentado algun tipo de cancer en el organismo?: Si No

HABITOS: * Complete el cuestionario sélo si corresponde.

HABITO DE ALCOHOL

Bebedor No bebedor Ex —bebedor*

* Ex bebedores son todos aquellos que no hayan consumido alcohol por al menos 6
meses.
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HABITO DE TABACO

Fumador No fumador____ Ex—fumador”__

Cantidad promedio de cigarrillos que fuma al dia (Ej.: 5 cigarrillos) N°_

*Ex fumadores son todos aquellos que no hayan fumado cigarrillos por al menos 6

meses.
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ANEXO 3

PROTOCOLO PARA TOMA DE MUESTRA(1)

Ha sido estandarizada con una serie de procedimientos que deben de tenerse en
cuenta:

« El profesional recibira al paciente en el centro de atencion correspondiente, previsto
y habilitado para la toma de la muestra citolégica.

* Se explica al paciente en qué consiste el estudio en forma sencilla.

* Se procedera a la realizacién de la anamnesis y examinacién clinica extra e
intraoral. (ANEXO 2)

« Una vez que el paciente cumpla con los requisitos se le hara entrega del
consentimiento informado (ANEXO 1), luego de la aceptacion de éste se procedera
a la toma de muestra.

* Rotulacion de transporte: previo a la toma de la muestra es necesario rotular el tubo
y el hisopo con los datos identificativos de la paciente y un codigo de uso interno.

* Visualizacion de los bordes laterales de la lengua y vientre lingual.
* Recoleccion de la muestra: con un hisopo de cepillo estéril. El cepillo se aplica con
una presion ligera y rotandolo en 360° sobre la superficie oral previamente limpiada

con una gasa.

e La muestra sera transportada por tubos transportadores tipo FALCON para su
posterior procesamiento.

1. Naugler, C. (2008). Brush biopsy sampling of oral lesions. Canadian Family Physician, 54(2),
194.
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