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- AJCC: American Joint Committe on Cancer.
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PD-L1: ligando de muerte celular programada 1.

TLR: receptores tipo Toll.
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NF-kB: factor nuclear potenciador de cadenas ligeras k de células B activadas.
DNMT: ADN metiltransferasas.
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5mC: metilcitosina.
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SD: desviacion estandar.

PCA: analisis de componentes principales.
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1. INTRODUCCION






1.1. CONCEPTO DE TRASTORNOS ORALES POTENCIALMENTE
MALIGNOS.

En una reciente actualizacidon coordinada por el Centro Colaborador de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para el Céncer Oral celebrada en 2020 en Reino
Unido, un grupo de expertos internacionales revisaron la terminologia, definiciones y
clasificacion de los trastornos orales potencialmente malignos (TOPM). Definieron a este
grupo de enfermedades como “cualquier anomalia de la mucosa oral que esté asociada

con un riego estadisticamente mayor de desarrollar cancer oral”(",

Se consideran trastornos orales potencialmente malignos la leucoplasia oral (LO),
leucoplasia verrugosa proliferativa (LVP), eritroplasia oral, fibrosis oral submucosa,
liquen plano oral, queilitis actinica, lesiones palatinas asociadas a tabaquismo invertido,
lupus eritematoso oral, disqueratosis congénita, lesiones orales liquenoides y enfermedad

oral de injerto contra huésped V.

Todos los pacientes con trastornos orales potencialmente malignos se caracterizan
por presentar una mayor susceptibilidad a desarrollar cancer oral. Sin embargo, existen
diferencias tanto en la prevalencia como en las tasas de transformacion maligna entre las
distintas enfermedades que conforman este grupo"?®, La prevalencia global mundial
de estos TOPM segiin el meta-andlisis de Mello y cols.® publicado en 2018 es de 4,47%
(95% intervalo de confianza (IC) = 2,43 — 7,08). Esta prevalencia varia dependiendo de
las diferentes patologias que conforman el grupo, teniendo mayor prevalencia la fibrosis
oral submucosa (4,96%; 95%IC = 2,28 — 8,62) seguida de la leucoplasia oral (4,11%;
95%IC = 1,98 — 6,97), sin embargo, estos datos dependen del area geografica de donde
procedan los estudios. Asi, existen diferencias segiin la ubicacion geografica, siendo
mayor la prevalencia en la poblacién asiatica (10,54%; 95%IC = 4,6 — 18,55) seguida de
América del Sur y el Caribe (3,93%; 95%IC = 2,43 — 5,77) y siendo la prevalencia en la
poblacion europea del 3,07% (95%IC = 1,64 — 4,93)®. Finalmente destacar que existe
mayor prevalencia en hombres 59,99% (95%IC = 41,27 — 77,30).

La importancia de poder clasificar las lesiones orales con una terminologia clara,
sencilla y uniforme radica en la facilidad de posteriormente poder difundir y comparar
estudios, asi como una mayor facilidad para los clinicos e investigadores en la busqueda

de la evidencia cientifica disponible més reciente y actualizada®,



1.2. LEUCOPLASIA ORAL.

La leucoplasia oral es, en nuestra area, el trastorno oral potencialmente maligno
mas prevalente y estudiado a lo largo de los afios®®. Es por ello que su definicion y

terminologia han sido continuamente debatidos, considerandose un término clinico®.

La palabra “leucoplasia” fue introducida en la literatura cientifica por primera vez
por el dermatdlogo hingaro Schwimmer en 1877. Posteriormente varias definiciones con
ciertas puntualizaciones se han llevado a cabo por diversos autores y sociedades
cientificas®®. En la actualidad, la definicion aceptada internacionalmente es la publicada
en 2007 por un grupo de expertos de la OMS en el que se define la leucoplasia oral como
“una placa blanca de riesgo cuestionable habiendo excluido otras enfermedades

conocidas o alteraciones que no suponen un aumento del riesgo de cancer”©,

Esta definicién es puramente clinica, es por ello que, inicialmente se realiza un
diagnostico clinico provisional para descartar otras enfermedades orales blanquecinas de
la mucosa oral y tras esperar 2 — 4 semanas después de haber sido identificados y
eliminados los posibles factores etiologicos, si las lesiones persisten, se debe realizar una
biopsia para confirmar o modificar el diagnostico clinico provisional inicialP©®). El
resultado de este estudio histopatologico podré variar desde hiperplasia epitelial con

hiperqueratosis a leucoplasia con diferentes grados de displasia"’(©,
1.2.1. CUADRO CLINICO

Las leucoplasias generalmente son asintomadticas, por lo que muchas veces son

diagnosticadas como hallazgos casuales durante las exploraciones clinicas rutinarias”.

Se pueden clasificar las leucoplasias desde un punto de vista etioldgico y desde un
punto de vista clinico®™® En cuanto al primer aspecto, se pueden distinguir las
leucoplasias asociadas al tabaco (tanto fumado como masticado) y las leucoplasias
idiopaticas o de etiologia desconocida®. Cabe destacar que las leucoplasias en pacientes

que nunca han fumado tienden a presentar una historia clinica natural mas agresiva‘",

Clinicamente se ha clasificado la leucoplasia oral basdndose en su color y
caracteristicas morfologicas (textura, espesor, relieve) en dos tipos: formas homogéneas
y formas no homogéneas. Esta clasificacion clinica no es estatica, pues leucoplasias

homogéneas pueden evolucionar hacia formas no homogéneas y viceversa®?®),



Las leucoplasias homogéneas se caracterizan por ser lesiones blancas
uniformemente planas, finas en su superficie, bien delimitadas, no induradas y que
pueden presentar fisuras poco profundas en su parte exterior. Es la forma clinica mas

frecuente cuyo riesgo de transformacion maligna es relativamente bajo®M®),

Las leucoplasias no homogéneas se caracterizan por presentar lesiones no
uniformes en color (blancas y rojas) y/o superficie. Tienen peor delimitacion y mayor

riesgo de transformacion maligna. Presentan caracteristicas clinicas variables por lo que

se subdividen enV®®)O);

- Leucoplasias moteadas: denominadas también como eritroleucoplasias,
presentan lesiones mixtas de color blanco y rojo, aunque predominando

claramente el aspecto blanquecino.

- Leucoplasias nodulares: presentan pequefias proyecciones polipoides o

excrecencias redondeadas rojas o blancas.

- Leucoplasias verrugosas: presentan superficies exofiticas rugosas u

onduladas de color blanquecino.

La leucoplasia verrugosa proliferativa ha sido considerada durante afios como una
forma no homogénea de leucoplasia oral. Sin embargo, presenta caracteristicas clinicas,
histopatologicas, evolutivas, epidemioldgicas e incluso genéticas que han sido tomadas
en cuenta en la Ultima revisidon de trastornos orales potencialmente malignos que ha
permitido considerarla como una entidad diferente del resto de las leucoplasias antes
descritas, con un aspecto multifocalV. Todos estos detalles seran presentados a

continuacion.



1.3. LEUCOPLASIA VERRUGOSA PROLIFERATIVA.
1.3.1. CONCEPTO Y EVOLUCION HISTORICA.

La leucoplasia verrugosa proliferativa fue descrita por primera vez en 1985 por
Hansen y cols.!” como una enfermedad de origen desconocido con gran tendencia a
desarrollar areas de carcinomas. Definieron a esta entidad como una forma particular de
leucoplasia oral agresiva de larga evolucion, que se inicia como una simple placa blanca
de hiperqueratosis que con el tiempo va extendiéndose y haciéndose multifocal,
confluente, exofitica y proliferativa. Estos pacientes se caracterizaban por presentar
lesiones de crecimiento lento, persistentes, irreversibles y resistentes a todo tipo de

tratamientos.

Inicialmente esta entidad fue descrita como una enfermedad de espectro continuo
clinico-patologico, en la que las lesiones de los pacientes podian clasificarse en diez
grados histologicos, con la frecuente posibilidad de evolucionar hacia estadios mas

severos, es decir, hacia carcinomas orales invasivos('?.

Desde entonces, se han publicado numerosas definiciones e incluso subtipos de

esta entidad, sin embargo, todas ellas variando muy poco la descripcion

inicial(MIHA2)(A3)(14)

En el afo 2000, Fettig y cols. describieron un subtipo al que denominaron
“leucoplasia verrugosa proliferativa de la encia” caracterizada por presentar lesiones
blanquecinas inicamente localizadas en encia libre o adherida, tanto por vestibular como
por lingual o interdental, igualmente con caracter progresivo, persistente y recurrente.
Pese a presentar caracteristicas clinicas e histologicas similares al resto de las LVP, los
autores lo consideraron como un subgrupo distinto pues estos pacientes no presentaban

lesiones en otras localizaciones que no fueran las encias!V,

En 2007, Cabay y cols. definieron la LVP como una forma clinica de leucoplasia
oral caracterizada por un curso progresivo y persistente con aspectos clinicos e

histopatoldgicos cambiantes y con alta progresion hacia carcinoma oral!?),

Posteriormente, Profesor Aguirre-Urizar en 2011, propuso cambiar el término
“verrugoso” por “multifocal” para referirse a estos pacientes con el término “leucoplasia

multifocal proliferativa” con el objetivo de reducir su infradiagnéstico y mejorar el



diagnéstico precoz, ya que, argumentaba que en muchos casos las lesiones iniciales no
son verrugosas y que cuando adquieren ese aspecto, histolégicamente pueden ya

corresponder a un carcinoma verrugoso‘!.

Recientemente, Villa y cols. en 2018 propusieron emplear el término “leucoplasia
proliferativa” para estos pacientes, ya que no todos presentaban lesiones verrugosas. Asi
mismo describieron un subtipo clinico al que denominaron “eritroleucoplasia
proliferativa” caracterizada por presentar lesiones eritematosas prominentes en mas de un

25% total de la mucosa afectada y tener la mayor tasa de transformacion maligna'?,

Finalmente, en la reciente actualizacion celebrada en Glasgow en 2020, coordinada
por el Centro Colaborador de la OMS para el Cancer Oral, expertos internacionales en
medicina y patologia oral propusieron continuar empleando el término “leucoplasia
verrugosa proliferativa”, ya que, estd ampliamente aceptado en la literatura cientifica
desde su descripcion original y el cambio de terminologia propuesta por los autores
anteriormente nombrados no tiene un fundamento suficientemente demostrado con
evidencia cientifica para anular la terminologia con la que se definid inicialmente. Por lo
tanto, definieron a este grupo de pacientes como una forma distinta de leucoplasia oral
multifocal caracterizada por tener un curso clinico progresivo, persistente e irreversible
con presencia de multiples leucoplasias orales que frecuentemente se vuelven

verrugosas‘.
1.3.2. EPIDEMIOLOGIA

La mayoria de estudios publicados corresponden a estudios observacionales
retrospectivos con una muestra estudiada que varia desde estudios de casos a series de 81
pacientes. Las cohortes que incluyen un mayor nimero de pacientes corresponden a las
descritas en Espafia por el grupo del Profesor Bagan y cols.!>) con 81 pacientes seguida

de la cohorte de Reino Unido descrita por Thomson y cols.'® con 80 pacientes.

En relacion al sexo, existe una mayor incidencia en mujeres siendo la relacion
hombres/mujeres cercanas al 1/1,5, es decir, hay una clara predileccion por el sexo

femenino, ya que, de los pacientes diagnosticados de LVP cerca del 65% son

muj eres(10DAH(A5)(16)

En cuanto la edad de aparicion o diagndstico de la enfermedad, se observa que



afecta mayoritariamente en la sexta década de vida, siendo la edad media de 63,6

afios(10(1D(15)16),

Podemos observar que se han realizado mas estudios sobre esta enfermedad a nivel
europeo, sobre todo en paises como Espafia, Italia y Reino Unido!!?!>). También se han
realizado varias investigaciones en América, sobre todo en Estados Unidos seguido de
Brasil9D0(4) - Por {ltimo, en el continente asiatico esta entidad ha sido menos

estudiada®,
1.3.3. ETIOLOGIA.

Es una enfermedad de etiologia desconocida que no se ha relacionado con factores
de riesgo conocidos para el cancer oral como el tabaco, el betel quid o el alcohol. Se

cree que es una entidad de origen multifactorial.
- TABACO.

El tabaco es un claro ejemplo de agente carcinogénico que actua directamente
sobre la mucosa oral produciendo una serie de cambios anatomofisiologicos e
inflamacion cronica por el efecto irritativo local de ciertos componentes del humo como
los fenoles, aldehidos, monoéxido de carbono, nicotina y, sobre todo, hidrocarburos
aromaticos presentes en el alquitran. Las personas con diferentes habitos tabaquicos, tanto
fumado como masticado, tienen mayor riesgo de desarrollar enfermedades orales como
leucoplasias, fibrosis oral submucosa o carcinoma oral de células escamosas (COCE) y
se asocia de forma directa con una mayor frecuencia y duracion del consumo!”?. A pesar
de la estrecha relacién entre el tabaquismo y otros trastornos orales potencialmente
malignos o incluso el carcinoma oral, en la mayoria de series descritas de LVP no se ha
encontrado una relacion significativa, en el total de estudios analizados observamos que
276 de 756 pacientes eran fumadores, por lo que la prevalencia de fumadores es cercana
al 37%. Cabe destacar que existen diferencias entre las proporciones de pacientes
fumadores entre las distintas cohortes, por ejemplo, de la cohorte de Favia y cols."® con
48 pacientes, s6lo 11 eran fumadores (23%) asi como en la de Campisi y cols.!” con 58
pacientes de los cuales 17 eran fumadores o exfumadores (29%). Por otra parte, Borgna
y cols.®? reportaron que de los 48 pacientes, 33 eran fumadores (69%); porcentaje similar
al de Hansen y cols.'” que en su descripcion inicial reportaron que el 60% de sus 30

pacientes eran fumadores.



- ALCOHOL.

El consumo de alcohol también es considerado uno de los principales carcinégenos
para el cancer de la cavidad oral, sin embargo, la prevalencia en pacientes con LVP es
muy baja, cercana al 11% de todos los pacientes. Las series de casos con mayor tasa de
pacientes consumidores de alcohol son las descritas por la cohorte de Reino Unido de
Borgna y cols.®? de los cuales 27 de los 48 pacientes consumian alcohol (57%), seguido
de las de Campisi y cols."” y Gandolfo y cols.?" con un 17% y 25%, respectivamente,

ambas cohortes pertenecientes a Italia.
- VIRUS PAPILOMA HUMANO.

Desde el inicio de su descripcion, varios estudios han investigado la posible
asociacion de esta entidad con una etiologia virica, y mas exactamente con los oncovirus.
Es por ello, que el virus del papiloma humano (HPV) ha sido ampliamente estudiado. En
1995, Palefsky y cols.?? detectaron HPV-16 en siete de las nueve muestras estudiadas de
siete pacientes y solo en un paciente el HPV-18. Dos afios més tarde, Gopalakrishnan y

cols.®

identificaron HPV-16 y HVP-18 en dos de los diez pacientes que estudiaron.
Afos més tarde, tres estudios!! >3 no encontraron asociacion entre LVP y la infeccion
por papilomavirus. Campisi y cols.(!”) estudiaron en 58 pacientes con LVP la presencia
de HPV-DNA y lo compararon con una cohorte de 90 leucoplasias orales, sin embargo,
tampoco encontraron diferencias significativas entre ambos grupos. Més recientemente,
dos estudios realizados en Reino Unido®? y Estados Unidos®?® tampoco encontraron
asociacion entre LVP y HPV. Como se puede observar, existe controversia sobre el papel

del HPV en la LVP, ya que, los resultados parecen contradictorios, pero sopesando la

balanza hacia una falta de asociacion con el HPV.
- VIRUS EPSTEIN-BARR.

Dos estudios del grupo de Bagan y cols.?”?® no han encontrado una relacion
significativa entre la infeccion por virus de Epstein-Barr (EBV) y su papel en la etiologia
de LVP. En el estudio preliminar de 200827, encontraron mayor prevalencia del virus en
pacientes con LVP (cuatro de los cuales posteriormente desarrollaron COCE), pero no
pudieron relacionarlo directamente como un agente causal, ya que también se encontr6
en pacientes con COCE. Los mismos autores recalcan que podria ser una infeccion

asociada a un epitelio con multiples alteraciones severas durante un largo periodo de



tiempo y que el tamafio muestral es pequeno. Afios mas tarde, en 2016, realizaron un
estudio salival®® para evaluar la prevalencia de EBV-ADN e igualmente no encontraron
diferencias significativas entre los subgrupos analizados de LVP, COCE y controles

sanos.
- VIRUS DE LA HEPATITIS C.

La infeccion por virus de la hepatitis C se ha relacionado fuertemente con estos
pacientes inicamente en el estudio de Favia y cols.'®, ya que, en su cohorte de 48
pacientes el 75% presentaba dicha infeccion. Ademds, de los 33 pacientes que
desarrollaron segundos tumores primarios, el 88% era VHC positivo. Sin embargo, hay
que interpretar con cautela dichos resultados debido al disefio del estudio, tamafo
muestral, la falta de evidencia cientifica corroborada por otros estudios independientes y
al posible sesgo de seleccion porque es conocida la propagacion endémica del virus en el

sur de Italia®,

- INFECCION FUNGICA: CANDIDA.

Al igual que los virus anteriormente nombrados, este agente infeccioso fue
estudiado al principio para evaluar su posible asociacion en la etiologia o progresion de
la enfermedad. Existen pocos estudios que intenten identificar la presencia de Candida
albicans en estos pacientes, asi en la primera descripcion de Hansen y cols.(” observaron
que el 63% de los 19 pacientes estudiados eran positivos para este patdgeno mediante
tincion PAS. Posteriormente, el mismo grupo de la Universidad de San Francisco en
199739, identificaron que el 50% de los 38 pacientes estudiados presentaban dicha
infeccion, sin embargo, no encontraron una correlacion con su etiologia o progresion
hacia la transformacion maligna, por lo que podria ser una infeccidon secundaria sobre

unas lesiones ya existentes.
1.3.4. CUADRO CLINICO.

Como ya hemos comentado anteriormente, los pacientes con leucoplasia verrugosa
proliferativa se caracterizan por presentar lesiones blanquecinas multifocales que pueden
localizarse en cualquier parte de la mucosa oral. Estas lesiones presentan un crecimiento
lento que con el tiempo se van extendiendo ocupando otras superficies de la mucosa oral

y van confluyendo!?. Esta presentacion clinica y su comportamiento son importantes
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para poder realizar un diagndstico correcto.

Inicialmente, se ha descrito que se manifiestan como simples placas blancas
homogéneas, planas y asintomaticas con caracteristicas histopatologicas de
hiperqueratosis sin displasia, que se van extendiendo a lo largo del tiempo, volviéndose

proliferativas('?,

De forma general, el diagnostico de estos pacientes se hace de manera retrospectiva
y en estadios avanzados cuando el curso de la enfermedad ha progresado hacia la
multifocalidad. Varios estudios con un tamafio muestral considerable han corroborado la
afectacion de multiples localizaciones en estos pacientes y que se encuentran mayormente
afectadas las encias, mucosa alveolar, paladar y mucosa yugal®(0IHIHEOED,
Basandose en que las encias estan frecuentemente involucradas, Fettig y cols.(!V
describieron una serie de casos de LVP que presentaban de forma inicial lesiones
blanquecinas planas, bien delimitadas en encia libre que con el tiempo se iban
extendiendo a lo largo del margen gingival adquiriendo una superficie papilar-verrugosa,
nodular o moteada'". Posteriormente, algunos autores han denominado a estas
leucoplasias circunscritas en encia marginal de forma circunferencial como un “anillo
alrededor del cuello”. Asi mismo, estos autores sefialaron que podria tratarse de un signo
clinico inicial de LVP, especialmente si hay afectacion multifocal y/o un marcado

engrosamiento de la lesion o presencia recurrencias tras su escision®G?,

Continuando en el camino hacia un diagnostico precoz de la enfermedad,
McParland y Warnakulasuriya®) en 2021, describieron de forma retrospectiva una
cohorte de 51 pacientes con diagnoéstico clinico final de LVP pero que inicialmente fueron
diagnosticados 4 de ellos de queratosis friccional, 17 de leucoplasia oral unifocal y 30
pacientes de liquen plano oral (LPO) reticular. A los pacientes se les realizd6 un
seguimiento durante 16 afios y observaron que la progresion gradual hacia LVP se
producia en una media de 3,4 afos hasta el diagndstico definitivo. Estos autores
recalcaron que hay que prestar especial atencion cuando clinicamente se observen
lesiones que inicialmente simulen areas liquenoides y que vayan adquiriendo una
apariencia de placas blancas homogéneas o incluso verrugosas, pues estariamos ante

cambios propios de una progresion a leucoplasia verrugosa proliferativaCb,

En este sentido, varios autores ya habian descrito que la presencia de ciertas
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caracteristicas clinicas o histopatoldgicas liquenoides y la LVP pueden formar parte de
una misma enfermedad!9G2G)GY  Mete y cols.®? en 2010, fueron los primeros en
reportar un caso clinico de una mujer con lesiones en forma de placas verrugosas linguales
que inicialmente exhibieron caracteristicas histopatologicas liquenoides que simulaban
una enfermedad liquenoide como el liquen plano oral. Del mismo modo, Lopes y cols.?d
describieron cinco afios mas tarde otro caso con caracteristicas clinicas y evolutivas
similares. Coincidiendo con esta hipOtesis, afios mas tarde Susan Miiller®%, también
concluy6 que las lesiones tempranas de LVP pueden presentar caracteristicas liquenoides
por lo que es necesario una cuidadosa correlacion clinico patolégica para un correcto
diagnéstico. A pesar de todo lo descrito anteriormente, el grado de evidencia cientifica es

limitado, pues son descripciones de casos aislados sin formar parte de cohortes amplias.

Varias series de casos también han descrito la evolucion del liquen plano oral a
LVP (9G35, Por ejemplo, en el estudio preliminar de Garcia-Pola y cols®® describieron
un grupo de 14 pacientes con LPO que posteriormente desarrollaron lesiones en forma de
placas blancas, verrugosas y multifocales en un periodo medio de 4 afios. Estos pacientes
correspondian a un 2,7% de su cohorte de 515 pacientes con LPO. Thomson y cols(!®)
también caracterizaron de su cohorte inicial de 590 pacientes con TOPM tratados con
laser CO», dos subcohortes correspondientes a 118 pacientes con lesiones liquenoides
orales (LLO) y 80 con LVP. Los autores informaron que en diez pacientes se identificaron
caracteristicas tanto de LLO como LVP, hipotetizando que ambas entidades podrian ser
parte de un mismo continuo de enfermedad. Sin embargo, en ninguno de los dos estudios

se especifican los criterios diagndsticos reconocidos empleados en el diagnostico de LVP.

Con el paso del tiempo, los pacientes pueden ir desarrollando lesiones con un
amplio espectro de caracteristicas clinicas. Estas lesiones heterogéneas varian desde
multiples placas blancas lisas o fisuradas (leucoplasias homogéneas) que se van
volviendo exofiticas y verrugosas (leucoplasias no homogéneas)V10GOG7) hasta areas
eritematosas, papulares o eritroleucoplasias que pueden ir confluyendo y diseminandose
por toda la mucosa oral(!9(420G6) Pese a que no todos los pacientes exhiben lesiones
con apariencia verrugosa, es cierto que a lo largo de su seguimiento la mayoria presenta

un patron verrugosoN10GOG7),

En estadios mas avanzados, se puede observar su evolucion a la transformacion

maligna en carcinoma verrugoso o carcinomas orales de células escamosas"19G¥_ Las
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caracteristicas clinicas y prondsticas de los carcinomas derivados de estos pacientes seran

abordados en un apartado posterior de la presente tesis.
1.3.5. CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS.

En un primer momento, Hansen y cols.('?Y describieron en esta enfermedad una
evolucion clinico-patologica continua a lo largo de su seguimiento y clasificaron
histolégicamente las lesiones de estos pacientes en diez grados segln la severidad de los
hallazgos microscopicos. Este espectro clinicopatologico constaba de cinco estadios

2 (13

diferenciados denominados “leucoplasia clinica”, “leucoplasia verrugosa”, “carcinoma
9 ¢

verrugoso”, “carcinoma papilar de células escamosas” y “carcinoma de células escamosas

poco diferenciado” que a su vez podian presentar estadios intermedios.

Posteriormente, Batsakis y cols.(3? propusieron cambios en ese estadiaje
histologico, pues argumentaban que el carcinoma papilar de células escamosas es una
entidad clinicopatoldgica aparte y que en grados iniciales habria que diferenciar entre
leucoplasias clinicas sin presencia de displasia y leucoplasias con displasia, por lo que

propusieron una nueva clasificacion con 4 etapas histologicas con estadios intermedios.

La diversidad de caracteristicas histopatoldgicas dentro del espectro de LVP, ha
dificultado desarrollar unos criterios uniformes y reproducibles. Por ello existe una
notable variabilidad inter-observadores en el diagndstico de leucoplasia verrugosa
proliferativa lo que supone una gran dificultad para reproducir la metodologia entre los

diversos autores?).

Se ha descrito que formas iniciales de LVP pueden exhibir caracteristicas
liquenoides en biopsias caracterizadas por la presencia de infiltrados linfocitarios en
forma de banda adyacente a células basales y células disqueratosicas, pese a clinicamente
presentarse como leucoplasias®P®, Sin embargo, una marcada ortoqueratosis con una
superficie corrugada no es un hallazgo histolégico tipico de LPO por lo que permitiria
evitar diagnodsticos erroneos. También se han descrito como hallazgos histologicos
tempranos en LVP, la presencia de lesiones corrugadas hiper o paraqueratosicas con
arquitectura verrugopapilar en ausencia o minima atipia citoloégica que no suele estar

presente en otras lesiones oralesGY“D,

Un concepto importante a destacar es la displasia epitelial. Esta se define
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microscopicamente como un conjunto de cambios arquitecturales y citologicos que se
gradian en base a su profundidad y severidad. Supone un elemento morfoldgico clave
para conocer el riesgo de posible malignidad. Estd ampliamente aceptada la clasificacion
de la displasia en funcion del grado de afectacion epitelial en leve, moderada y severa si
hay afectacion <1/3, entre 1/3 y 2/3 y >2/3 del espesor epitelial, respectivamente, asi
como la presencia de otras alteraciones atipicas celulares ademés de esa extension en el
epitelio®P“D, La mayoria de pacientes con LVP se someten a multiples biopsias durante
su seguimiento, pese a no presentar de forma general displasia epitelial al principio,
posteriormente pueden presentan distintos grados de displasia y finalmente pueden
evolucionar a carcinomas invasivos! 01420260294 Se ha observado que la LVP y las
leucoplasias orales unifocales clasicas comparten caracteristicas histopatologicas de
displasia epitelial similares, tanto arquitecturales, organizativas como citoldgicas?. En
una reciente revision sistemadtica y meta-andlisis, se observo que en las biopsias iniciales
realizadas a 50 (31%) de los 162 pacientes con LVP incluidos presentaban algiin grado

de displasia epitelial®.

En un reciente consenso de expertos patdlogos internacionales apoyados por la
Academia Estadounidense de Patologia Oral y Maxilofacial y la Sociedad
Norteamericana de Patologos de Cabeza y Cuello®, se ha intentado proporcionar
criterios microscopicos uniformes para la descripcion de la LVP, en la que se describen
tres categorias histopatologicas: (1) lesion no reactiva hiperqueratosica corrugada orto (o
para) queratinizada, (2) proliferacion epitelial no reactiva voluminosa hiperqueratdsica y
(3) lesion sospechosa de carcinoma oral de células escamosas (categoria que también
engloba al carcinoma verrugoso y carcinoma de células escamosas con arquitectura
papilar). Los autores justificaron emplear el término “no reactiva” con el fin de detallar
que la lesion biopsiada no supone una reaccion friccional ante un trauma, infeccion o
patologia ampollar. Asi mismo, recalcaron que, si hay presencia de displasia epitelial, se
emplearia ese diagnostico en lugar de las dos primeras categorias previamente descritas.
Finalmente, los autores enfatizaron la importancia de una estrecha correlacion clinica-

patologica™?.
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1.3.6. DIAGNOSTICO / CRITERIOS DIAGNOSTICOS.

Los criterios diagnosticos de una enfermedad son pilares fundamentales tanto para
su reconocimiento como para excluir posibles diagnosticos diferenciales™®. Hasta la
fecha, cuatro grupos de investigacion han propuesto diferentes criterios diagndsticos en

base a los datos clinicos, histopatoldgicos y evolutivos antes descritos(! V(14@6)E),

Como ya hemos comentado, Hansen y cols.!'? fueron los primeros es describir esta
entidad como una forma especifica de leucoplasia oral que comienza como una simple
hiperqueratosis que con el tiempo se extiende y se vuelve multifocal. Las lesiones
presentan un crecimiento lento, son persistentes, irreversibles y frecuentemente
desarrollan componentes eritematosos. Con el paso del tiempo, algunas areas se vuelven
exofiticas, parecidas a verrugas y evolucionan a lesiones clinica e histopatolégicamente
idénticas al carcinoma verrugoso y al carcinoma oral de células escamosas. Ademas, estas

lesiones son resistentes a todo tipo de terapias.

Posteriormente, en 2010, Cerero — Lapiedra y cols.*9 propusieron para el
diagnéstico adecuado y objetivo de esta entidad cinco criterios diagnosticos mayores y
cuatro menores (tabla 1). Para establecer el diagnostico se debia cumplir una de las dos
combinaciones siguientes: tres criterios mayores o dos criterios mayores mas dos criterios

menores (siendo siempre necesario cumplir el criterio histopatoldgico).

Criterios mayores: Criterios menores:

Lesion de leucoplasia en mas de dos localizaciones orales Lesion de leucoplasia oral que
diferentes, con predominio en encias, procesos alveolares 0 ocupe en total al menos 3 cm al
paladar. sumar todas las areas afectadas.

Existencia de alguna zona verrugosa. Que la paciente sea mujer.

Que las lesiones se hayan extendido o engrosado durante su |~ Que no fume.

evolucion.

Que se haya producido una recidiva en un lugar ya tratado. Tiempo de evolucion superior a 5
afos.

Histologicamente puede existir desde una simple

hiperqueratosis del epitelio, hasta zonas de hiperplasia

verrugosa, carcinoma verrugoso o bien COCE, in situ o

infiltrante.

Tabla 1: Criterios diagnosticos mayores y menores propuestos por Cerero — Lapiedra y cols.*9).
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Tres afios mas tarde, Carrard y cols.*? sugirieron simplificar los criterios
diagnésticos omitiendo la distincion entre criterios mayores y menores, y propusieron que
debian cumplir los siguientes cuatro aspectos: (A) presencia de leucoplasias con areas
verrugosas o similares a verrugas, que afecten a més de dos localizaciones orales (dorso
de la lengua, unilateral o bilateral, borde de la lengua, mucosa yugal, mucosa alveolar o
encia del maxilar superior, mucosa alveolar o encia del maxilar inferior, paladar duro y
blando, suelo de boca, labio superior o inferior), (B) tamafio minimo de 3 cm del conjunto
de lesiones, (C) periodo de seguimiento de cinco afos que documente la evolucion de la
enfermedad hacia la progresion y crecimiento del area lesional implicada, con recidivas
en las dareas tratadas previamente y (D) disponibilidad de al menos un estudio
histopatologico para descartar la transformacion maligna en carcinoma verrugoso o

carcinoma oral de células escamosas.

Un lustro mas tarde, Villa y cols.'¥ propusieron cuatro criterios que debian
cumplirse: (A) presencia de lesiones blanquecinas/queratosicas lisas, fisuradas,
verrugosas o eritematosas con o sin ulceraciones, (B) lesiones multifocales no contiguas
o una lesion grande Unica superior a 4 cm que afecte a una localizacién o una lesion
superior a 3 cm que afecte a localizaciones contiguas, (C) lesiones que con el tiempo
progresen y se expandan en tamafo y/o desarrollen multifocalidad y (D) histopatologia
que, si no muestra abiertamente displasia o carcinoma, muestre hiperqueratosis,
paraqueratosis, atrofia o acantosis con minima o ninguna atipia citologica, con o sin banda
linfocitica o hiperplasia verrugosa; caracteristicas que no deben respaldar un diagnostico
de queratosis por friccion o reactiva. Estos autores descartaron la presencia de areas
verrugosas como requisito para el diagnostico pues encontraron que la mayoria de los
pacientes mostraban lesiones blanquecinas lisas o fisuradas (71,4%) y s6lo 10 pacientes
(23,8%) presentaban caracteristicas verrugosas prominentes, definidas como afectacion
con lesiones verrugosas en el 27% de la mucosa oral. Sin embargo, en sus resultados,
destacaron que s6lo 3 pacientes (7,1%) no presentaban caracteristicas verrugosas; por lo
que podemos suponer que el resto (92,9%) si presentaban lesiones verrugosas. Del mismo
modo, el seguimiento de esta cohorte de pacientes fue corta, pues la media de seguimiento
a los pacientes que desarrollaron carcinomas orales fue de 5,8 afios, pero el seguimiento
a los que no transformaron en cancer oral fue solo de 1,5 afos; por lo que, si el periodo
de seguimiento es corto, evidentemente los pacientes no van a desarrollar ain lesiones

verrugosas.
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Como se puede observar, la mayoria de propuestas difieren poco de la descripcion
y definicion inicial'9“®), De ahi, que continue siendo dificil poder realizar un diagnostico
precoz de esta enfermedad. Ademas, como ya hemos comentado antes, en estadios
iniciales de su historia natural, existe la posible superposicion de caracteristicas clinicas
y patologicas con leucoplasias orales unifocales o lesiones liquenoides orales que pueden
dificultar el diagndstico temprano(!9GDE)4) Eg por ello, que algunos autores™® sugieren
incluir como criterios diagndsticos de LVP no solo a lesiones blanquecinas en forma de
placas, sino también en forma de lesiones liquenoides, liquen plano oral o
eritroleucoplasias cuyo curso sea progresivo con diseminacion local multifocal
(inicialmente o a lo largo del seguimiento), con presencia de caracteristicas verrugosas
en algunas lesiones y frecuente recurrencia tras su manejo. Sin embargo, es necesaria
mayor evidencia cientifica que corrobore estas hipdtesis con estudios multicéntricos y

mayores cohortes para considerar este tipo de lesiones como precursoras de LVP.

Por el momento, no existen unos criterios diagndsticos que abarquen todo el
espectro clinico-patologico de esta enfermedad y que permitan su diagndstico precoz®.
Cabe recalcar que el diagnostico tiene que basarse en una correlacion clinico — patologica
— evolutiva y no unicamente en unos criterios u otros de forma aislada. Esto nos puede
ayudar a diferenciar la LVP de leucoplasias unifocales e incluso lesiones liquenoides, ya

que, pese a compartir caracteristicas clinicas e histologicas, la progresion y

comportamiento evolutivo difiere significativamente entre estas entidades*”.

Para concluir, por el momento, el diagndstico se basa en la asociacion de
caracteristicas clinicas e histopatologicas asi como en observar la evolucion progresiva
de las lesiones hacia la presentacion multifocal de aspecto verrugoso. Es imperativo
realizar una buena descripcion clinica y documentacion fotografica de toda la mucosa

oral de los pacientes tanto para el diagndstico como para su seguimiento.
1.3.7. TRATAMIENTOS.

El manejo de estos pacientes tiene como objetivo prevenir el desarrollo de cancer
oral, reducir su mortalidad y morbilidad, asi como mejorar su supervivencia y calidad de
vida®?. Sin embargo, el manejo de estos pacientes es complejo y supone un desafio
porque no hay ningun tratamiento que sea realmente efectivo demostrado con suficiente

evidencia cientifica®?GD),
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Estd ampliamente demostrado en la literatura cientifica que estos pacientes
presentan lesiones persistentes, progresivas e irreversibles(V191020G8) Con el fin de
describir las distintas modalidades terapéuticas empleadas y cuantificar las recurrencias
tras los mismo, en 2021 publicamos una revisién sistematica y meta-analisis de la
incidencia de las recurrencias en el manejo de pacientes con LVPGD, De la busqueda
electronica en las bases de datos junto con la busqueda manual de referencias primarias,
obtuvimos un total de 922 estudios. Tras eliminar las referencias duplicadas y los estudios
que no cumplian los criterios de inclusion, realizamos el analisis cualitativo y cuantitativo
de 12 estudios. Un total de 397 pacientes diagnosticados de LVP fueron incluidos, cuya
edad media era de 62 afos, siendo 248 mujeres (62,5%), y con un periodo de seguimiento
medio de 79 meses. Encontramos distintas modalidades de tratamientos para su manejo,
desde una estrecha vigilancia con biopsias multiples hasta la escision quirargica de las
lesiones con bisturi frio o laser, tratamiento médico sistémico o tdpico (incluyendo
antiinflamatorios, retinoides, antiviricos), terapias fotodindmicas, radioterapia,

quimioterapia y combinaciones de los mismos (tabla 2).

Escision quirdrgica sola 112

Escisién quirdrgica en = Ablacion laser 11
combinacion a Terapia fotodindmica 2
Retinoides topicos 5
Corticoides topicos 5
Retinoides + corticoides topicos 1

Metisoprinol 25

Radioterapia 24
Quimioterapia 3
Radioterapia + Quimioterapia 3

Laser CO; 129
Laser ND:YAG 7
Laser er: YAG 2
Laser en combinacion a = Corticosteroides topicos 6
Corticosteroides topicos y sistémicos 1
Terapia fotodinamica 2
Retinoides 1

TOTAL 339

Tabla 2. Pacientes tratados mediante escision quirtrgica, laser o diferentes combinaciones.
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(Tomada de Proanio-Haro A, Bagan L, Bagan JV. Recurrences following treatment of proliferative

verrucous leukoplakia: A systematic review and meta-analysis. J Oral Pathol Med. 2021; 50: 820 - 8).

Como se puede observar, el tratamiento méas empleado fue la escision quirdrgica
con bisturi frio o laser en 339 pacientes (85% de la poblacion estudiada). Un total de 191
pacientes fueron tratados mediante escision quirdrgica sola o en combinacién a otros
tratamientos y 148 fueron tratados con distintos tipos de laser o combinaciones. Nueve
pacientes recibieron tratamientos médicos exclusivos (sistémicos y/o tdpicos), solo cinco
pacientes no recibieron ningun tipo de tratamiento y 44 pacientes de la cohorte de Borgna
y cols.?Y fueron tratados de forma conservadora mediante revisiones periddicas y

biopsias seriadas durante su seguimiento.

Como resultados de los tratamientos, obtuvimos que 60 pacientes se encontraron
libres de enfermedad con una respuesta completa al tratamiento laser CO, otros tras la
escision quirtirgica y otro en combinacion de cirugia y radioterapia. Y como resultado del
meta-andlisis del efecto global de la combinacion de proporciones obtuvimos una
recurrencia del 67,2% (IC 95%: 48,3 - 81,8) en pacientes con LVP tratados mediante
distintas modalidades y ausencia de sesgo de publicacion (figura 1). A partir de estos
resultados, pudimos confirmar y cuantificar la alta tasa de recurrencia que presentan estos
pacientes, sin embargo, no pudimos establecer posibles asociaciones con variables clinico

patologicas ni sociodemograficas por la falta de informacion en los estudios incluidos®V.

Meta Analysis

Study name Statistics for each study Event rate and 95% CI
E:::;t Lﬁ:ﬁr Ul‘i)':[e'r Z-Value p-Value Funnel Plot of Standard Error by Logit event rate
00
Thomson, 2018 0,325 0232 0,435 -3,062 0,002 3
Upadhyaya, 2018 0,800 0,572 0,923 2480 0,013 —-
Borgna, 2017 0,125 0,057 0252 -4,459 0,000 | 3 0 )
Garcia-Pola, 2016 0,429 0,206 0,684 -0,533 0,594 '
Bagan, 2011 0,855 0,735 0926 4,630 0,000 - .
Meleti, 2011 0,667 0376 0869 1,132 0,258 P .
Fermiano, 2001 0,440 0,310 0,579 -0,846 0,397
Fettig, 2000 0,955 0,552 0997 2,103 0,035 —a 3
Schoelch, 1999 0,714 0,439 0889 1,549 0,121 [ /s
Siverman, 1997 0,833 0,710 0911 4408 0,000 E |
Zakrzewska, 1996 0,900 0533 0986 2,084 0,037 —H
Hansen, 1985 0,900 0,732 0,967 3,610 0,000 | » —
0672 0483 0818 1,792 0,073 R s R L T , s .

0,00 0,55 1,00

Logitevent rate

Figura 1. Diagrama de bosque o “forest plot” y diagrama de embudo o “funnel plot” que
representan graficamente el meta-analisis. (Tomada de Proafio-Haro A, Bagan L, Bagan JV. Recurrences
following treatment of proliferative verrucous leukoplakia: A systematic review and meta-analysis. J Oral

Pathol Med. 2021; 50: 820 - §).
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La inmunoterapia como tratamiento neoadyuvante se ha demostrado eficaz para el
tratamiento del carcinoma oral de células escamosas. Por lo que, el alto riesgo a
desarrollar cancer de los pacientes con LVP (particularmente aquellos con alta expresion
de PD-L1) ha permitido considerarlos como candidatos para tratamientos bioldgicos, de
echo actualmente, hay un ensayo clinico de fase II en curso con nivolumab y otro con
pembrolizumab (tabla 3)G9).

Referencia del
Titulo Estado

ensayo clinico

Safety and efficacy of Nivolumab in treating oral )
NCT03692325 i ) ) USA  Reclutamiento
proliferative verrucous leukoplakia

A phase Il open label, single arm study of
NCT03603223 | Pembrolizumab in treating participants with | USA = Reclutamiento
leukoplakia.

Tabla 3. Ensayos clinicos en curso para el tratamiento de la LVP. (Modificada de Kerr AR, Lodi
G. Management of oral potentially malignant disorders. Oral Dis. 2021; 27: 2008 — 25).

A modo de resumen, concluimos con que no existen protocolos aceptados
universalmente para su manejo y no existe evidencia cientifica que indique que algin
tratamiento médico, quirtirgico o combinado reduzca la recurrencia de las lesiones o el

riesgo de transformacion maligna.

El manejo de estos pacientes se debe basar en un buen seguimiento con registros
fotograficos de toda la mucosa oral para poder detectar posibles cambios clinicos en
revisiones cada 3 — 6 meses, realizar biopsias ante cualquier cambio de las mucosas, si
existe presencia de displasia severa deberd realizarse la extirpacion quirtrgica, también
hay que educar a los pacientes para eliminar posibles factores de riesgo cancerigenos
como el tabaco y alcohol. Si los pacientes sufren transformacion maligna durante su

seguimiento, seran remitidos al médico cirujano u oncologo para su correcto

manejo(!OU4EHED),
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1.3.8. TRANSFORMACION MALIGNA.

Todos los pacientes con trastornos orales potencialmente malignos se caracterizan
por presentar una mayor susceptibilidad a desarrollar cancer oral. Sin embargo, esta
posible evolucion es variable e impredecible”®). Asi pues, las tasas de transformacion
malignas (TM) informadas en recientes revisiones sistematicas son de 9,8% (IC 95%: 7,9
—11,7) para la leucoplasia oral®?), 2,28% (IC 95%: 1,49 — 3,2) para el liquen plano oral®?,
2,11% (IC 95%: 0,01 — 6,33) para las lesiones liquenoides orales®® y 4,2% (IC 95%: 2,7

— 5,6) para la fibrosis oral submucosa®?.

El aspecto evolutivo mas relevante de la LVP es su alta tendencia a transformacion
maligna en cancer oral. Desde la primera descripcion de Hansen y cols.'? ya quedo
patente el alto riesgo de desarrollo de carcinomas que tenian estos pacientes, ya que 26
(87%) de los 30 pacientes progresaron hacia carcinoma verrugoso o COCE. Coincidiendo
con estos resultados, afios mas tarde Silverman y Gorsky.?) también describieron que un
alto porcentaje (70°4%) de su cohorte de 54 pacientes habia evolucionado a cancer oral
en un periodo de seguimiento medio de 7,7 afios al igual que Villa y cols.' que
reportaron un porcentaje similar de afectacion (71,4%) en un tiempo medio de 3 afios o
Favia y cols.!® cuya tasa de transformacion maligna de la cohorte de 75 pacientes fue
del 64%. En otras cohortes también con un tamafio muestral considerable, las tasas de
transformacion maligna son cercanas al 45% del total de pacientes incluidos!(19Z0CD,
Por ejemplo, en la cohorte de pacientes mas grande de LVP que incluye a 81 pacientes
publicada por Prof. Bagan y cols.(!> un total de 33 pacientes (40,7%) desarrollaron cancer
oral. Similares tasas comunicaron Gandolfo y cols.?" en su cohorte de 47 pacientes y
Campisi y cols."” en su cohorte de 58 pacientes, siendo los porcentajes de transformacion
maligna de 40,4% y 43,1%, respectivamente. Borgna y cols.??) informaron un porcentaje
un poco mayor, siendo de 47,9% de los 48 pacientes incluidos. En la tabla 4 se resume
las tasas de transformacion maligna reportadas en diferentes estudios. Todas las cohortes
de los autores anteriormente nombrados(!2(HUIIRANEDEY ¢oincidian en que las mujeres

presentaban mayor tendencia a desarrollar carcinomas orales (tabla 4).
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. Numero de pacientes Tiempo
. Numero de > : Sexo de pacientes
Autor y afio con transformacion medio TM

pacientes con TM
maligna (%) (afios)

Faviay cols.,

) 0
- 75 48 (64%) NE 25/48 F (52,1%)
Bagan y cols., o oo
201909 81 33 (40'7%) 6 25/33 F (75'8%)
Upadhyaya y
20 9 (45% 7,6 8/9 F (88'9%
cols., 20186 e Lo
Villay cols., '
201809 42 30 (71'4) 3,08 NE
porgna y 48 23 (47'9%) 2 11/23 F (48%
cols., 201720 ’ o)
Gandolfo y
47 19 (40'4%) 2 14/19 F (73"7%)
cols., 2009V
Campisi y
58 25 (43'1%) NE NE
cols., 20041”
Silverman y 54 38 (70'4%) 7,7 32/38 F (84"2%
cols., 19979 ’ ’ (842%)
Hansen y
30 26 (86'7%) NE 21/26 F (81%)

cols., 198519

Tabla 4. Tasas de transformacion maligna reportadas en cohortes de pacientes con LVP. NE: no

especificado. F: femenino.

Una reciente revision sistematica y meta-analisis realizada por Ramos — Garcia y
cols.®® en 2021, informaron una proporcion de transformacion maligna global del
43,87% (IC 95%: 31,93 — 56,13). Estos autores, analizaron un total de 17 cohortes
publicadas, incluyendo a 474 pacientes. Tras diferentes intervalos de tiempo, 211
pacientes evolucionaron a cancer oral, siendo el carcinoma oral de células escamosas el
tipo histologico méas comun. Las localizaciones mas frecuentemente afectadas fueron la
encia (40%), seguido de la mucosa yugal (24%), lengua (18%) y paladar (11%). Como
ya hemos comentado anteriormente, estos autores también concluyeron que las mujeres
estuvieron mayormente afectadas tanto si habian evolucionado a céncer oral como no,
siendo su proporcion de transformacion maligna del 40,26% (IC 95%: 30,57 — 50,26).

Asi mismo, en el andlisis por subgrupos, encontraron mayor homogeneidad y mayores
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tasas de transformacion maligna en los estudios realizados en América (57,77%. I1C 95%:
40,58 — 74,19), Europa (40,2%. IC 95%: 21,7 — 60,4), segun los criterios diagndsticos
establecidos por Hansen y cols1? (56,46%. IC 95%: 35,07 — 76,76) o Villa y cols.('¥
(51,38%. IC 95%: 42,45 — 60,27) y en estudios de calidad metodolodgica alta (44,15%. IC
95%: 23,94 — 65,37) o moderada (53,4%. IC 95%: 33,2 — 73,12). Sin embargo, no se
encontraron asociaciones entre sexo, edad o habitos toxicos y el riesgo de transformacion

maligna.

Ese mismo afio, otro meta-anélisis sobre el riesgo de TM®) informé una
proporcion global del 65,8% (IC 95%: 55,3 — 76,2). Este estudio incluy6 a 16 cohortes.
Un total de 314 pacientes de los 504 analizados, desarrollaron por lo menos un carcinoma
oral. Del mismo modo, la mayoria de pacientes fueron mujeres (67,4%). En el analisis de
subgrupos, coincidieron con los anteriores autores en cuanto a que las localizaciones mas
frecuentemente afectadas eran las encias/reborde alveolar (38%), lengua (23%) y mucosa
yugal (14%), y que el diagnostico histopatologico mas frecuente fue de carcinoma oral
de células escamosas (64,8%) seguido del carcinoma verrugoso (33,8%). Los autores
también concluyeron que los estudios con mayor periodo de seguimiento (mas de 6 afios)
presentaban mayor tasa de transformaciéon maligna (67,5%. IC 95%: 41,4 — 81,6). Sin
embargo, no encontraron asociaciones estadisticamente significativas entre el riesgo de
transformacion maligna y las caracteristicas clinico-patologicas®. A diferencia de otro
estudio®® que concluy6 que de forma estadisticamente significativa las mujeres son 1,7
veces mas propensas a la transformacion maligna que los hombres (Odds ratio (OR) 0,57.
IC 95%: 0,35 — 0,93); que estos pacientes presentan un riesgo 3,8 veces mayor de
progresion hacia carcinoma oral de células escamosas en comparacion a carcinoma
verrugoso (OR 3,75. IC 95%: 1,75 — 8,06); y una probabilidad de desarrollar COCE tres
veces mayor en mujeres que en hombres (OR 0,33. IC 95%: 0,18 — 0,59).

Los carcinomas desarrollados en estos pacientes pueden localizarse en cualquier
zona de la cavidad oral. Sin embargo, las localizaciones mas frecuentes de las
tumoraciones malignas son la mucosa gingival y alveolar, seguido de la mucosa bucal,
dorso de la lengua y paladar®®3G7), Clinicamente el tipo de lesiones malignas que
podemos encontrar en estos pacientes son ulcerativas, exofiticas, eritroleucoplasia y
lesiones mixtas!Y8G7_E] grupo de investigacion de Bagan y cols., asociaron de forma
significativa la presencia de areas verrugosas extensas®®®), lesiones erosivas/eritematosas

y ulcerativas®®G7 en la encia con la transformacion maligna. Del mismo modo, Villa y
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cols.'¥) reportaron que las lesiones eritroleucoplasicas se asociaban con un alto riesgo de
malignidad. Favia y cols.*® reportaron que los tumores de los 48 pacientes tenian un
tamano variable de 0,5 a 3 cm y clinicamente se manifestaban como lesiones exofiticas

en el 73% de los casos y eritroleucoplasias en el 27% restante.

Otra caracteristica también muy destacable de estos pacientes es la gran
predisposicion a desarrollar segundos tumores primarios (STP) en diferentes
localizaciones de la cavidad oral. Silverman y Gorsky®? fueron los primeros en describir
el desarrollo de STP en 12 (31,5%) de los 38 pacientes que transformaron a céancer.
Posteriormente otros autores confirmaron que cerca al 40% de los pacientes que
progresaron a carcinomas orales, posteriormente desarrollaron STP@DG®), Este aspecto,
el grupo del profesor Bagan y cols.("” lo estudiaron en mayor profundidad al comparar
de forma retrospectiva un grupo de 33 pacientes con LVP que habian desarrollado dos o
mas carcinomas orales de células escamosas con otro grupo de 48 pacientes con LVP que
no habian transformado a céncer oral. Concluyeron que el intervalo de tiempo entre el
diagnoéstico de cada carcinoma y el siguiente era cada vez mas corto, siendo la
localizacion més afectada la encia en forma de eritroleucoplasia. Asi mismo, destacaron
como factores de riesgo a desarrollar STP un mayor periodo de seguimiento y mayor
ntimero de localizaciones orales con lesiones. Favia y cols.'® describieron que el 44% de
su cohorte de 75 pacientes desarrollaron segundos tumores primarios en un tiempo medio
de 18 meses, siendo igualmente la encia la localizacién mas afectada. Destacaron que 9
pacientes desarrollaron mds de tres carcinomas, uno de los cuales desarrolld 12

carcinomas y que 6 pacientes desarrollaron multiples carcinomas de forma sincronica.

Se ha descrito en la literatura una tasa de mortalidad global meta-analizada del
21,29% (IC 95%: 8,77 — 36,36) para los carcinomas orales derivados de pacientes con

(8. Asi mismo, el analisis de

LVP, es decir, presentan un prondstico favorable
metarregresion revel6 una tasa de mortalidad significativamente inferior en los pacientes
que desarrollaron carcinomas verrugosos®®. También se ha descrito una recurrencia
cercana al 22% tras los tratamientos oncoldgicos pertinentes y el inusual desarrollo de

metastasis©?.

Soélo tres estudios han comparado y evaluado las posibles diferencias clinicas,
epidemioldgicas y microscopicas entre el COCE convencional y COCE derivado de LVP.

Bagan y cols.®7 encontraron diferencias entre ambos grupos y concluyeron que los
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carcinomas de LVP son més comunes en mujeres no fumadoras y afectan preferentemente

a la encia. Akrish y cols.?

plantearon la hipotesis de que son entidades distintas, ya que,
los carcinomas de pacientes con LVP presentaban un mejor prondstico porque su
diagnostico se realizaba en estadios tempranos caracterizados por un menor tamafio y
espesor tumoral, ausencia de metastasis linfaticas y, pese a desarrollar mas segundos
tumores primarios, presentaban una alta tasa de supervivencia a los 4 afios. Dos afios mas
tarde, los mismos autores®” confirmaron mediante un estudio inmunohistoquimico
comparativo que presentaban un mejor prondstico, ya que la expresion de fibroblastos

asociados a céancer fue poco frecuente, lo que puede contribuir a que su crecimiento sea

lento y menos invasivo.

Todas estas caracteristicas de esta enfermedad junto a la posibilidad de desarrollar
carcinomas en cualquier localizacion de la mucosa oral, esté o no afectada por lesiones,
se han relacionado ya desde hace varios afios con el proceso de cancerizacion de campo
oral®?. Este concepto fue propuesto por Slaughter y cols.> en 1953 para intentar
esclarecer la apariciéon de tumores multifocales independientes en la cavidad oral asi
como la alta propension a desarrollar recurrencias locales tras los tratamientos. Esta teoria
defiende la existencia de células genéticamente mutadas incluso mas alla de las areas con
alteraciones clinicas o histopatologicas evidentes. Las principales alteraciones
moleculares serian mutaciones en oncogenes o genes supresores tumorales, inestabilidad
genoémica o pérdida de heterocigosidad. Como consecuencia se desarrolla un campo
potencialmente maligno y expansivo que comparte las mismas alteraciones genéticas y
desplazan a la mucosa normal hacia la carcinogénesis epitelial®©®, En el tracto
aerodigestivo superior, estas alteraciones se han correlacionado con exposiciones al
tabaco o alcohol. Sin embargo, estos carcinégenos no se han relacionado con la
leucoplasia verrugosa proliferativa, lo que sugiere que existen otros mecanismos

implicados aun no identificados(®>.
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1.4. CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS.
1.4.1. EPIDEMIOLOGIA.

A nivel mundial en 2020 se registraron 18,1 millones de nuevos casos de cancer y
9,9 millones de muertes por cancer. El carcinoma de la cavidad oral y labios fue el
decimoctavo cancer mas comun, cuya incidencia fue del 2% (377.713) de la totalidad de
tumores malignos diagnosticados con una mortalidad que ascendia al 1,8% (177.757)(69,
Existe una gran variabilidad en su incidencia segln las distintas regiones del mundo,
siendo mas frecuente en paises del sur Asia central (India, Sri Lanka, Pakistan) asi como

en regiones del Pacifico (Papua Nueva Guinea y Melanesia)©®,

El carcinoma oral de células escamosas es la forma mas comun de cancer oral y
representa el 90% de todas las neoplasias malignas orales. Afecta mayoritariamente a
varones, con una proporcion de 2:1 frente a mujeres®”®®. La incidencia aumenta con la
edad, y en la mayoria de los casos afecta a personas mayores de 60 afnos. Sin embargo,
recientemente se ha observado un aumento en la incidencia en personas jovenes menores

de 40 afios®®.

Su etiologia es multifactorial. El alcohol y tabaco son los factores de riesgo mas
importantes relacionados en su etiopatogenia, asi como el betel quid o nuez de areca con
o sin tabaco o la exposicion solar a radiacion ultravioleta. En los Gltimos afios, el virus
del papiloma humano y la acumulacién de mutaciones genéticas se han considerado
factores etiologicos y prondstico en cancer de orofaringe®”. También se han relacionado
algunas enfermedades genéticas hereditarias como la anemia de Fanconi, el xeroderma
pigmentoso, Sindrome de Cowden o disqueratosis congénica con mayor susceptibilidad

a desarrollar COCE(M©7),
1.4.2. CUADRO CLINICO.

Las localizaciones mas cominmente afectadas son los bordes laterales y zona

ventral de la lengua, suelo de boca, trigono retromolar y pilares amigdalinos®.

Clinicamente, en estadios iniciales podemos observar lesiones en forma de
eritroplasias o eritroleucoplasias con cierta induracion a la palpacion y los pacientes
pueden referir molestias inespecificas. En estadios avanzados podemos observar lesiones

ulceradas, exofiticas o mixtas, mal delimitadas e induradas, por lo que los pacientes
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refieren dolor intenso o severo. Dependiendo de la localizacion del tumor pueden
aparecer otros sintomas o signos como parestesias, hemorragias, movilidad dental, dolor

de oido, disfagia, disnea, entre otros®.

Para el diagndstico definitivo contintia siendo el gold standard la toma de una o

varias biopsias de la tumoracion y el consiguiente estudio histopatologico®©?(¢?),
1.4.3. ESTADIAJE CLINICO.

La estadificacion tumoral clinica se realiza siguiendo las directrices de la octava
edicion de clasificacion TNM propuesta por la American Joint Committee on Cancer
(AJCC, 2017)79 que consta de tres parametros: T (tamafio e invasividad del tumor
primario en los tejidos circundantes) (tabla 5), N (afectacion metastasica de ganglios

linfaticos locorregionales) (tabla 6) y M (presencia de metéstasis a distancias) (tabla 7).

Valor T Correlacion clinica de la categoria T

Tx Datos insuficientes para valorar el tumor primario.

Tis Carcinoma in situ.

T1 Tumor < 2cm con profundidad de invasion (DOI) < Smm.

T2 Tumor < 2cm, con DOI > 5Smm o tumor de 2-4cm con DOI < 10mm.

T3 Tumor de 2-4cm con DOI > 10mm o tumor > 4cm con DOI < 10mm.
T4a: Enfermedad local moderadamente avanzada. Tumor > 4cm con DOI > 10mm o
que afecta al hueso mandibular/maxilar, seno maxilar o piel.

T T4b: Enfermedad local muy avanzada. Tumor que invade espacio masticador, apofisis

pterigoides, base del craneo o que engloba la arteria carétida interna.

Tabla S. Correlacion clinica segun el tamaiio e invasividad tumoral conforme a los criterios de la
8" edicion de la AJCC,

Valor N Correlacion clinica de la categoria N

Nx Datos insuficientes para valorar los ganglios linfaticos cervicales.
NO No existe afectacion ganglionar linfatica cervical.
Metastasis en un unico ganglio ipsilateral al tumor con un tamafio menor o igual a
N 3cm y sin extension extranodal o extracapsular (ENE).
N2a: metastasis en un tinico ganglio ipsilateral al tumor con un tamafio entre 3 y 6cm
y sin ENE.
N2

N2b: metastasis multiples ganglios ipsilaterales al tumor, ninguna mayor de 6cm y sin
ENE.
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N2c: metastasis en ganglios bilaterales o contralaterales al tumor, ninguna mayor de
6cm y sin ENE.
N3a: metastasis ganglionar mayor de 6 cm y sin ENE.

N3 N3b: metastasis ganglionar con sospecha clinica de ENE+ (Afectacion cutanea,

invasion tejidos blandos o afectacion nervios).

Tabla 6. Correlacion clinica segtin el estado de los ganglios linfaticos regionales conforme a los

criterios de la 8 edicion de la AJCC7?,

A1 0) Y | Metastasis a distancia

MO No metastasis a distancia.

M1 Presencia de metastasis a distancia.

Tabla 7. Correlacion seglin la presencia o no de metastasis a distancia conforme a los criterios de

la 8" edicion de la AJCC?,

El estadiaje final se realiza agrupando estas tres categorias y proporciona una guia
para definir la extension y prondstico de la tumoracion, asi como para determinar la
estrategia terapéutica a emplear (tabla 8). El estadio I representa la etapa inicial,
caracterizada por un tumor pequefio sin evidencia de diseminacion. El estadio IV es el

mas avanzado, en la que hay evidencia de metastasis o el tumor ha invadido hueso

cortical, musculos profundos de la lengua, piel o seno maxilar.

Estadio tumoral Correlacion clinico — patologica del estadio tumoral
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio I T1 NO MO
Estadio 11 T2 NO MO
Estadio 111 T3NOMO o TI-T3 N1 MO
IVa: T4aNO-N1 MO o TI1-T4a N2 MO
Estadio IV IVb: T4b, cualquier N, MO o Cualquier T, N3, M0

IVe: cualquier T, cualquier N, M1

Tabla 8. Estadiaje tumoral segliin las caracteristicas TNM propuesta por la American Joint

Committee on Cancer’?,

1.4.4. PRONOSTICO.

A pesar de los avances en el diagndstico precoz y manejo de estos pacientes, su

tasa de supervivencia a cinco afios es de aproximadamente el 60%®D, En un reciente
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meta-andlisis realizado para analizar las posibles variaciones en la supervivencia a cinco
afios en pacientes con COCE, se incluyeron a 23.382 pacientes, de los cuales el 88%
tenian COCE lingual. No se encontraron diferencias en la supervivencia a los cinco afios
entre los jovenes (menores de 40 afios, cuya supervivencia global fue del 61%) con los

pacientes adultos (supervivencia del 59%).

El estadio de la enfermedad es uno de los principales factores pronosticos, en
pacientes con estadios tempranos se han descrito tasas de supervivencia del 84% mientras
que para estadios avanzados se reduce al 40%. Por lo que, la presentan afectacion cervical
reduce hasta un 50% la supervivencia global7®. De igual manera, tumores resecados con
margenes quirurgicos afectados requieren tratamiento coadyuvante y se han relacionado
como predictores de peor pronoéstico, al igual que la presencia de metéstasis en ganglios

linfaticos, invasion linfovascular y perineural 774,

Se han descrito tasas de recurrencias tras el tratamiento de entre el 24 al 31% de
los pacientes con carcinomas orales de células escamosas. Y se ha descrito como factor
prondstico independiente que cuanto antes se produzca la recurrencia, peor sera el
prondstico’7®), También se ha informado del desarrollo de segundos tumores primarios
en el 18% de los pacientes con COCE convencional, siendo mas frecuente en area

retromolar, labio inferior y suelo de boca’”.

Las metastasis regionales a ganglios linfaticos cervicales se producen en un 40%
de los pacientes, y las metastasis a distancia en un 10%, afectando sobre todo a pulmon
(80%), hueso y cerebro™®. Se ha relacionado la presencia de infiltracion tumoral
ganglionar como predictivo de diseminacién metastdsica asi como el estadio ganglionar
patologico segun la octava edicion de la AJCC como el predictor pronéstico individual

mas consistente79(7®),

Por lo que, de forma general, el COCE tiene un mal prondstico y se caracteriza por

una invasion local agresiva y metéstasis tempranas(’)(7®),
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1.5. BIOLOGIA MOLECULAR DEL CANCER.

El cancer es una de las enfermedades humanas mas complejas y heterogéneas con
multiples niveles de regulacion®®%, El proceso por el cual las células normales se
transforman en cancerosas se denomina carcinogénesis. El cancer se desarrolla a partir
de la acumulacion de sucesivas alteraciones genéticas y epigenéticas en los genes que
actian en las vias de sefalizacion asociadas al cancer y que permiten a las células poder
sobrevivir, replicarse y evadir mecanismos reguladores de proliferacion, apoptosis y del

ciclo celular®”(),

En la ultima actualizacion publicada en el afio 2022 por el Prof. Douglas Hanahan
sobre los “hallmarks™ o sellos distintivos del cancer se propone un conjunto de diez
capacidades biologicas distintivas adquiridas por las células humanas involucradas en la
carcinogénesis. Estos sellos o caracteristicas comunes de las células tumorales
representan un principio de organizacion para racionalizar de una forma mas clara la

diversidad y complejidad de las patologias neopléasicas’?.

Estas caracteristicas incluyen la resistencia a la muerte celular, proliferacion
continua y sostenida, inactivacion de los supresores de crecimiento, activacion de la
inmortalidad replicativa, induccion de la angiogénesis, activacion de la invasion y
metastasis, reprogramacion del metabolismo energético celular, evasion de la destruccion
inmune, desbloqueo de la plasticidad fenotipica y la presencia de células senescentes de
diversos origenes relacionadas con el “microambiente tumoral”. También se han descrito
cuatro caracteristicas habilitadoras que facilitan los procesos anteriores como la
inestabilidad genética, la inflamacion promotora de tumores, la reprogramacion
epigenética no mutacional y la presencia de microbiomas polimoérficos’. Estas
caracteristicas pueden ser adquiridas en cualquier tipo celular por diversos mecanismos

durante el proceso carcinogénico.

La integracion de los distintos mecanismos distintivos del cancer junto con ciertas
capacidades facilitadoras y el desarrollo de nuevas tecnologias pueden ayudar a conocer
y entender las complejidades de la patogénesis del cancer. Por lo que, identificar los
mecanismos moleculares subyacentes a la carcinogénesis puede permitir posteriormente
describir biomarcadores diagndsticos y pronoésticos, asi como el desarrollo de nuevas

estrategias terapéuticas®VGD(2),
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1.6. ALTERACIONES MOLECULARES EN LA CARCINOGENESIS ORAL.

La carcinogénesis supone un conjunto de procesos que acaban produciendo que las
células normales se conviertan en cancerigenas mediante una serie de mecanismos de
inicio, promocion y progresion’?. En estado fisiologico, el ciclo celular estd controlado
por varias proteinas y genes con funciones activadoras o supresoras que conducen a las
células a través del ciclo celular, permitiendo su division cuando sea necesaria. Sin
embargo, si se produce una desregulacion de estos eventos moleculares, se predispone al

desarrollo, crecimiento y progresion tumoral en el cancer oral®.

En la literatura cientifica estd ampliamente aceptado que la transicion o evolucion
de un epitelio normal hacia trastornos orales potencialmente malignos o a un carcinoma
oral de células escamosas invasivo es el resultado de una acumulacion de alteraciones
genéticas y epigenéticas en el tiempo®V®D32) Entre los mecanismos moleculares
subyacentes se encuentran la inestabilidad gendémica, la amplificacion, la delecion, la
metilacion de ADN y la mutacion®?. Estos procesos estan impulsados por una compleja

red de vias de sefalizacion molecular®D.

El desarrollo del carcinoma oral de células escamosas es progresivo y puede
iniciarse tanto en una mucosa sana como estar precedido de lesiones potencialmente
malignas clinicamente diferenciadas como son las eritroplasias, leucoplasias, LVP, liquen
plano y otros trastornos orales potencialmente malignos®¥. Ademas, la exposicion a
carcindgenos bien conocidos como el alcohol, tabaco, nuez de betel o la infeccion por el
virus del papiloma humano pueden promover la carcinogénesis oral®”®%_ Y una vez las
células tumorales se han desarrollado, pueden invadir estructuras locales, ganglios

linfaticos e incluso diseminarse produciendo metastasis a distancia®®9),

De forma general, en la fisiopatologia molecular del COCE ocurren una serie de
alteraciones moleculares y alteraciones en las vias de sefializacion en los diferentes
escalones de los sellos distintivos del cancer. A continuacion, vamos a exponer de forma
resumida, segun la evidencia cientifica existente, algunos de los mecanismos moleculares
alterados en los carcinomas orales de células escamosas y las leucoplasias orales
clasificados segin los distintos tipos de sellos distintivos del cancer anteriormente

nombrados (figura 2).
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Figura 2. Tlustracion de los sellos distintivos del cancer dividido seglin las diez capacidades
biologicas adquiridas y las cuatro caracteristicas habilitadoras. De forma esquematica se evidencia algunos
de los mecanismos moleculares alterados implicados en la carcinogénesis oral o en la progresion tumoral
del carcinoma oral de células escamosas segun los distintos “hallmarks™” del cancer. (Modificada de

Hanahan D. Hallmarks of cancer: New dimensions. Cancer Discov. 2022; 12: 31 — 46).

Inactivacion de supresores del crecimiento. El gen mas estudiado es el oncogen
supresor tumoral TP53 ubicado en el cromosoma 17 (17p13.1) que codifica la proteina
p53. Este gen TP53 es conocido como el “guardian del genoma” gracias a sus funciones
implicadas en la regulacion de la apoptosis, el control del ciclo celular y la reparacion del
dafio en el ADN. Por lo que, su inactivacion da como resultado una proliferacion celular
sostenida e inhibicion de la apoptosis. La desregulacion de p53, por mutacion o delecion,
se ha observado en més del 50% de los pacientes con COCE©®”@®D3Y [a mutacién de este
gen se ha descrito como un evento inicial en la carcinogénesis oral con un porcentaje de
afectacion del 36 al 81% de los pacientes con COCE. Asi mismo, se ha demostrado la
capacidad predictiva de la sobreexpresion de la proteina p53 como biomarcador de riesgo
de transformacioén maligna de leucoplasias orales en COCE con un riesgo relativo de 2,22

(IC95%: 1,35 —3,64. p = 0,002)3%, Sin embargo, en LVP esta evidencia es limitada®®.
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Las proteinas pl16INK4A (p16) y pl4ARF (p14) son inhibidoras del ciclo celular
del gen supresor CDKN2A ubicado en el cromosoma 9p21. La expresion reducida de
pl6INK4A se ha correlacionado con estadios avanzados de carcinomas orales, sin
embargo, se necesitan mas estudios para determinar su potencial como biomarcador de
prediccién de progresion maligna®V®?), Estudios mediante secuenciacion de nueva
generacion (NGS) han corroborado las frecuentes mutaciones y deleciones de los genes

TP53 y CDKN2A en el cancer de cabeza y cuello®?,

Otros reguladores del ciclo son las quinasas dependientes de ciclina (CDK) o sus
inhibidores, como p21 y p27. La sobreexpresion de ambos se ha correlacionado con
peores resultados clinico-patolégicos en cancer oral®”). Del mismo modo, se ha descrito
la desregulacion de la proteina del Retinoblastoma, producto del gen supresor tumoral
RB1, de forma temprana en la displasia epitelial oral y se ha asociado con mayor riesgo

de transformacion en cancer®0GD,

Senalizacion proliferativa sostenida. Las células cancerosas se caracterizan por
tener un crecimiento autonomo y cadtico debido a la desregulacion de las senales de
crecimiento. La division celular de células sanas estd controlada por factores de
crecimiento o proteinas liberadas. Las mutaciones en el ADN de células cancerigenas
pueden estimular la proliferacion de estas células sin necesidad de factores de
crecimiento. En este sentido, se ha identificado aberraciones en oncoproteinas como
EGFR, K-ras, c-myc, FGF3 y ciclina D1 (CD1). EGFR es un receptor de superficie
celular especifico para el factor de crecimiento epidérmico y los péptidos asociados que
estimula la division de los queratinocitos orales; su sobreexpresion se ha observado en el
80-90% de los pacientes con cancer de cabeza y cuello, con un aumento del 42 — 58% en
cancer oral®Y®7 También se ha observado su sobreexpresion en la transformacion
maligna de leucoplasias®”®7), sobre todo cuando se asocia con un mayor ntimero de
copias del gen EGFR®?, Asi mismo, su sobreexpresion se considera un marcador
prondstico independiente que se correlaciona con una peor supervivencia, un estadio
tumoral avanzado y una mala respuesta al tratamiento®9®7, La ciclina D1 estéa codificada
por el gen CCND1 ubicado en el cromosoma 11q13 y es un protooncogen clave en la
transicion de la fase G1 ala S en el ciclo celular. Esta ciclina D1 se sobreexpresa en el 25
— 75% de los COCE vy se ha relacionado con estadios tempranos en la carcinogénesis
oral D@7 asi como peor supervivencia, mayor agresividad y peor diferenciacion

histologica®. La amplificacion del gen CCNDI es el principal mecanismo oncogénico
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subyacente a la sobreexpresion de CD1 y se ha relacionado directamente con el habito

tabaquico®?.

Estudios gendmicos han confirmado que las alteraciones en la expresion génica
generalmente son el resultado de variaciones en el nimero de copias gendmicas previas
a la progresion®?. Las alteraciones del nimero de copias mas frecuentes en COCE son
las ganancias en los cromosomas 3q, 5p, 7p, 8q, 11qy 20q y las pérdidas en 3p, 8p y 18q.
La ganancia en 8q es la mas frecuente (47%) seguida de la ganancia en 11q13 (45%).
Esta ultima region alberga genes con un papel importante en la progresion, invasion y
metastasis tumoral en COCE®?. También se ha identificado como hallazgo frecuente la

amplificacion de 7p11.2 que posteriormente daria lugar a la sobreexpresion de EGFR®?,

Resistencia a la muerte celular. Una célula sana tiene proteinas de sefializacion
que la conducen a la muerte celular apoptdtica cuando perciben que su material genético
estd danado. Las células cancerigenas son capaces de evadir este mecanismo provocando
la proliferacion celular y permitiendo acumular méas mutaciones en el tiempo. Survivin
es un miembro de la familia de las proteinas inhibidoras de la apoptosis y se cree que
facilita el paso de las células tumorales a través de la mitosis evadiendo los puntos de
control del ciclo celular. Su sobreexpresion se ha relacionado con la progresion de
lesiones precancerosas®, peor pronodstico del COCE e induccién a la

quimiorresistencia®V®7),

Activacion de la inmortalidad replicativa. La mayoria de las células de nuestro
organismo tienen un numero limitado de divisiones celulares. Cuando las células
alcanzan ese punto, pueden entrar en dos estados no proliferativos: senescencia o
apoptosis. Las células tumorales son capaces de sobrepasar el limite preestablecido de
divisiones, en un proceso denominado inmortalizacion. La inmortalizacion celular es un
mecanismo mediado por los telémeros, estructuras de ADN especializadas, que
estabilizan y protegen a los extremos de los cromosomas de la degradacion. Las células
con puntos de control comprometidos pueden escapar de la apoptosis y reactivar la
expresion de la telomerasa para impulsar el mantenimiento de los telomeros y la
inmortalidad replicativa. Se ha demostrado la sobreexpresion de transcriptasa inversa de
la telomerasa humana (hTERT) como un evento temprano en la carcinogénesis oral, en
displasias de alto grado y COCE invasivo®”®D, La desregulacion de las vias Notch y Wnt

también se han relacionado con la inmortalidad replicativa®?,
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Activacion de la invasion y metdstasis. Este sello distintivo es el causante de que
las células cancerigenas invadan tejidos vecinos, migren a través del torrente sanguineo
y se diseminen a otros Organos a distancia. Las cadherinas son una superfamilia de
proteinas transmembrana dependientes de calcio con funcion de adhesion celular. El
proceso conocido como transicion epitelial-mesenquimatosa (EMT) favorece la
progresion tumoral gracias a que las células epiteliales adquieren rasgos mesenquimales
como una mayor produccién de componentes de la matriz extracelular, angiogénesis o
linfogénesis debido a la pérdida de polaridad y adhesion intercelular®)®?. Se ha
postulado que la regulacion a la baja de E-cadherina impulsa esta transicion epitelial
mesenquimatosa, ya que las células tumorales podrian perder el anclaje epitelial®?.
Recientemente se ha descrito que la sobreexpresion de los genes HNRNPC, ITGAS,
HMGAZ2 y SRSF3; asi como la expresion a la baja de ALDH3A1 y ARID2 promueven
el proceso de EMT, por lo que empeoran el prondstico de los carcinomas orales®). Otro
de los mecanismos implicados en la diseminaciéon es la degradaciéon de la matriz
extracelular. En estudios de expresion génica en COCEs invasivos y metastasicos se han
encontrado cambios de expresion estadisticamente significativos para metaloproteinasas
(MMPs), lamininas, colageno y quimiocinas, todos ellos componentes de la matriz

extracelular®?.

Induccion de angiogénesis. La formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de
vasos preexistentes facilita el suministro de nutrientes y oxigeno a las células tumorales
para favorecer el crecimiento tumoral y la metéstasis. El estado del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) se ha estudiado como uno de los principales reguladores de
la angiogénesis. Sin embargo, su relacion con las lesiones orales displasicas o cancerosas
no estd aun del todo clara, esto puede ser debido a los distintos métodos de cuantificacion
empleados, asi como a la dificultad para determinar si la nueva angiogénesis es resultado
de la tumoracién o de la proliferacion endotelial normal®”®73) Se ha relacionado la
sobreexpresion de VEGF-C como un factor pronostico independiente con peor
supervivencia en COCE®?. También se han descrito algunos factores proangiogénicos
como homebox1, forkhead box C2 que inducen la linfangiogénesis al activar la expresion
de VEGF-C©7, Otro de los parametros estudiados es la densidad de microvasos evaluada
mediante inmunohistoquimia de CD105, que es capaz de identificar nuevos vasos
sanguineos con mayor especificidad. Se ha observado que su determinacioén podria ser

util para diferenciar COCE invasivo de lesiones precancerosas y mucosa sana, ya que el
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primero tiene mayor actividad angiogénica®?,

Reprogramacion del metabolismo energético. Las células tumorales también son
capaces de desarrollar vias de energia responsables del crecimiento y division celular
descontrolados incluso en situaciones desfavorables. Las células cancerigenas pueden
reprogramar su propio metabolismo de la glucosa y por lo tanto su produccion final de
energia. Esta glicolisis aerdbica es un sello metabolico observado en el cancer®)®%. La
sobreexpresion de transportadores de glucosa como GLUT]1 se ha relacionado con peor
supervivencia y estadios avanzados en COCE®®). Esta dependencia de glucolisis puede
acentuarse en condiciones de hipoxia. De hecho, se ha informado que factores inducibles
de hipoxia (HIF) se sobreexpresan en COCE y se relaciona con un mayor riesgo de
mortalidad®”®®, La relevancia de HIF y GLUT] respalda la importancia del suministro

energético para las células tumorales©9©7O%),

Evasion de la destruccion inmune. Nuestro sistema inmunitario mediante diversos
mecanismos es capaz de identificar las células malignas y destruirlas. Las células
tumorales son capaces de evadir estos mecanismos y aumentar la expresion de inhibidores
de respuesta inmunitaria. Una de esas proteinas es el ligando de muerte celular
programada 1 (PD-L1) que se puede unir a los linfocitos e inhibir la respuesta
inmunitaria®’®®_ En un reciente metaandlisis publicado en 2020, se concluyd que los
pacientes con sobreexpresion de PD-L1 en la membrana celular presentaban un
pronostico negativo y encontraron correlacion con COCEs avanzados, mujeres no
fumadoras ni bebedoras y niveles elevados de PD-1, CD4 y CD8 tumorales®?.
Actualmente esto ha permitido el desarrollo de inmunoterapias dirigidas a los receptores
de puntos de control inhibitorios. Una de las dianas terapéuticas mas prometedoras es la
inhibicion de PD-1 y PD-L1 para el tratamiento de carcinomas de cabeza y cuello
recurrentes o metastasicos que no hayan respondido al tratamiento con cisplatino, cuyos
nombres comerciales son pembrolizumab y nivolumab!%?, Los receptores tipo Toll
(TLR) son receptores de superficie celular transmembrana con propiedades de escape
inmunitario tumoral y resistencia a la apoptosis. La sobreexpresion de TLR3, TLRS y
TLRY desempefian un papel fundamental en la carcinogénesis oral, invasion y
proliferacion(!®D.  Recientemente, nuestro grupo de trabajo describio el perfil
transcriptomico de pacientes con LVP y reveld la expresion diferencial de genes
relacionados con la modulacion de la vigilancia inmunitaria como uno de los primeros

pasos en la carcinogénesis oral(192),
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Inestabilidad genomica y mutaciones. La adquisicion de las multiples
caracteristicas nombradas anteriormente depende en gran parte de una sucesion de
alteraciones en el mantenimiento y reparacion del genoma. La presencia y acumulacion
de mutaciones responsables de la progresion tumoral esta favorecida por un estado de
inestabilidad gendmica de las células tumorales. Esta inestabilidad se puede adquirir por
defectos en la segregacion de cromosomas, alteraciones en el ntimero de copias, pérdida
de heterocigosidad (LOH), inestabilidad de los telémeros, aberraciones gendmicas
(deleciones o amplificaciones) y mutaciones en los puntos de control o reparacion del
ciclo celular®’1%)_ Ejemplo de ello, es la delecion de ciertas regiones del cromosoma 3p
que se observan en un 60 — 80% de las displasias epiteliales y en mas del 90% de los
COCE®?, La pérdida de la heterocigosidad en los loci cromosémicos 13q, 17p, 9p21 se
ha relacionado con lesiones premalignas y carcinomas tempranos®”. La amplificacion en
los brazos cromosomicos 8q22-g23 (EIF3E) y 8q24.21 (MYC) en displasias leves®”). La
pérdida de heterocigosidad de 9933 en el 32% de COCE!%). Asi mismo, en un reciente
analisis de la aberracion del nimero de copias de ADN y LOH del genoma completo se
identifico que las regiones en 4q, 8p, 9p y 11q desempefiaban un papel importante en la
biologia del céancer oral y en su supervivencia global!®. Otras aberraciones
cromosOmicas como la pérdida alélica en 5q21-22, 22ql3, 4q, 11q, 18q y 21q se han
asociado con estadios tumorales avanzados®”. También se ha informado la frecuente
mutacion de los genes supresores tumorales TP53 y CDKN2A seguida de otros genes
como FAT1, HRAS, PIK3CA y BRAF, asi como el aumento en el nimero de copias en
EGFR, PIK3CA, AKT1, RPS6KB1 y MYC en COCE%), Se ha relacionado la mutacion
del oncogen PIK3CA con estadios tardios y una peor supervivencia del cancer oral #8105,
Esta inestabilidad cromosomica, en LVP se ha estudiado y se ha sugerido que la

aneuploidia es un marcador de mayor riesgo de progresién maligna1%®).,

Inflamacion promotora tumoral. La inflamacion puede predisponer a la
transformacion maligna y promover la progresion tumoral mediante la alteracion del
microambiente tumoral o matriz extracelular. Este estado de inflamacion cronica mediado
por macrofagos, mastocitos y citoquinas promotoras de tumores infiltran el tumor y
favorecen su crecimiento e invasion. Existen diferentes mediadores inflamatorios que
tienen un papel en la carcinogénesis oral como las citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-
6, IL-8, TNF), inmunosupresoras (IL-2, IL-4, IL-10, IL-12), quimiotacticas (CCL,
CXCL1, CXCL2) o factores de transcripcién (AP-1, NF-xB)('°). En este sentido,
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recientemente un estudio de inmunoensayo en saliva de nuestro grupo de investigacion
reveld que los niveles de IL-6, IL-8, TNF-a, HCC-1 y PF-4 difirieron de forma
estadisticamente significativa entre COCE, leucoplasias orales, LVP y controles sanos.
Asi mismo, encontramos una correlacion entre niveles elevados de IL-6 y TNF-a y la
progresion y gravedad de COCEU%®), Del mismo modo, también se ha observado mayores
niveles de IL-6 salival y plasmatica en pacientes con LVP y una correlacion significativa
con areas verrugosas mas extensas®®®. Otra de las enzimas mas estudiadas es la enzima
proinflamatoria ciclooxigenasa-2 cuya sobreexpresion se ha relacionado con la invasion
y metastasis en COCE!'?). De igual forma, la compleja via de sefializacion NF-kB (factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas), que puede
ser activada por la inestabilidad genética o hipoxia, regula el aumento de expresion de
citoquinas inflamatorias, moléculas de adhesion, factores angiogénicos y 6xido nitrico.
En carcinomas orales avanzados se ha observado una mayor inmunoexpresion de NF-

KB(“O).

Plasticidad fenotipica. Esta capacidad de los organismos para alterar su fenotipo
de acuerdo a las condiciones ambientales contribuye a la heterogeneidad celular en el
COCE Yy la resistencia a ciertos farmacos''"). Una de las principales caracteristicas de la
plasticidad en la malignizacion es la transicion epitelial-mesenquimatosa, caracterizada
por la pérdida de la diferenciacion epitelial y la adquisicion de un fenotipo
mesenquimatoso que favorece la invasion y metastasis durante la progresion del
COCE®1D  Se ha demostrado in vitro que esta plasticidad subyace a una mayor

resistencia terapéutica de las células madre cancerosas en COCE!!2),

Presencia de células senescentes. La senescencia celular es un mecanismo de
detencion de forma irreversible de la proliferacion celular como respuesta al estrés y dafo
celular. En la carcinogénesis, las células tumorales evaden este fendmeno senescente. La
senescencia inducida por oncogenes estd regulada por las vias ARF/p53/p21 (también
envuelta en la apoptosis), pl6/Rb/E2F y a través de los receptores del &acido
retinoico! ¥4 Se ha descrito una mayor expresion de ciclina D1, Rb y maspina, que
activan los programas de senescencia de la via pl16-pRb, en lesiones de leucoplasia en
comparacion con tejido sano y una disminucién en carcinomas; lo que confirma la
funcién antitumoral de la senescencia en etapas tempranas de la carcinogénesis oral.

Asimismo, los autores destacan el valor prondstico de la proteina maspina, codificada por
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el gen supresor tumoral SERPINBS, en el precancer oral por su papel protector frente a

la carcinogénesis oral''¥),

Microbiomas polimorficos. La influencia del microbioma oral en la patogenia del
COCE no esta del todo clara. Los posibles mecanismos implicados en la carcinogénesis
oral de algunas especies bacterianas o sus subproductos estan relacionados con la
induccidn de una respuesta inflamatoria cronica, alteracion de la homeostasis o alteracion
de la fisiologia del huésped!'>. Se ha descrito el papel de numerosas comunidades
microbianas'9(17) asi como de virus, arqueas y hongos!''” en el céncer oral. Sin
embargo, el mecanismo molecular subyacente a la carcinogénesis o progresion alin se
desconoce completamente(!'”). Son escasos los estudios de microbiota en los trastornos
orales potencialmente malignos y ademas presentan una heterogeneidad metodologica y
clinica que dificulta su comparacion!'®. En este sentido, nuestro grupo desarrolld un
estudio de secuenciacion de la region V3-V4 de genes ARN ribosomal 16S (16S rRNA)
en diez pacientes con LVP, como resultados se obtuvo una pérdida de la diversidad y
composicion microbiana oral en estos pacientes en comparacion con controles sanos, asi
como un enriquecimiento en patdégenos protumorigénicos como son el Oribacterium sp.,
Campylobacter jejuni, Eubacterium sp., Tannerella o Porphyromonas posiblemente

relacionados con el desarrollo de esta enfermedad!!?),

Reprogramacion epigenética no mutacional. Existe una evidencia creciente del
papel de las alteraciones epigenéticas en la adquisicion de capacidades distintivas del
cancer™. Actualmente la epigenética ha adquirido un papel importante en la
carcinogénesis de numerosos tumores sobre todo gracias al desarrollo de tecnologias de
alto rendimiento que han permitido un enfoque global del estudio del epigenoma'29(12D),
Los estados de hipermetilacion e hipometilacion del ADN se han propuesto como
anomalias de la metilacion del ADN en el cancer!??, La hipermetilacion o ganancia de
metilacion del ADN en las regiones promotoras de los genes se ha correlacionado con el
silenciamiento de la expresion de genes supresores tumorales y, por otra parte, la
hipometilacion o disminucion de metilacion con un aumento de la expresion génica de
oncogenes que incrementan la inestabilidad cromosdmica y pueden tener un papel en el

desarrollo de los carcinomas®D,
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1.7. ALTERACIONES EPIGENETICAS.

La transcripcion y la traduccion de genes (genética) permiten la expresion de
proteinas que regulan el comportamiento de las células. La epigenética estd implicada en
la regulacion de la transcripcion y traduccion genética. Las modificaciones epigenéticas
del genoma proporcionan uno de los principales mecanismos involucrados en la
regulacion de la expresion génical??. Por lo que, las modificaciones epigenéticas
realizadas en el ADN y las histonas regulan la estructura de la cromatina y la expresion

génica.

La epigenética se define como una serie de mecanismos que inician y mantienen
patrones hereditarios sin afectar la secuencia del genoma(20(123)_ Estos mecanismos nos
ayudan a entender como dos genotipos idénticos pueden dar lugar a diferentes fenotipos
en funcion de estimulos ambientales(??). Fisioldgicamente, los mecanismos epigenéticos
estan implicados en la diferenciacion celular, desarrollo embrionario y adaptacion a
factores ambientales!>3. Gracias a ello, las células de nuestro organismo, pese a presentar
el mismo ADN, realizan funciones diferentes!?). Sin embargo, las alteraciones de los
patrones de expresion génica tienen un papel importante en el desarrollo de enfermedades
autoinmunes, canceres, enfermedades congénitas, endocrinas e incluso trastornos
neurologicos!23). Por lo que, estas alteraciones epigenéticas también pueden contribuir a

la adquisicion de capacidades distintivas durante el desarrollo y progresion

tumoral(79(12D(123),

Los cambios epigenéticos son heredables y reversibles, y pueden afectar la
conformacion espacial y transcripcion del ADN; dando lugar a cambios en la estructura
de la cromatina. Por lo que, se producen cambios fenotipicos al no modificarse la
secuencia de las bases del ADNU?4), Estos cambios pueden persistir durante el periodo de
tiempo que estemos expuestos a sustancias nocivas en el medio ambiente o pueden

persistir durante toda la vida celular y transmitirse de forma generacional!?V.

Se han descrito varios mecanismos epigenéticos como la metilacion de ADN,
variaciones en la conformacion de la cromatina, modificacién postraduccional de las
histonas y regulacion postranscripcional de ARN no codificantes (no traducido)(20(124),
En la presente tesis, nos vamos enfocar exclusivamente en la metilacion de ADN que es

el factor epigenético mas estudiado y relacionado con el cancer.
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1.8. METILACION DE ADN.

Las alteraciones en la metilacion del ADN pueden ser de tres tipos:

hipermetilacion, hipometilacion o pérdida de la impronta.

La hipometilacion de ADN se caracteriza por pérdidas de metilacion en regiones
de todo el genoma, sobre todo en areas pobres en genes, retrotransposones € intrones.
Esta hipometilacion global del ADN puede producir inestabilidad cromosomica y

activacion de oncogenes!?D,

La pérdida de impronta se caracteriza por la pérdida de la expresion monoalélica
de genes especificos de un alelo parental debido a perfiles de hipometilacion aberrantes
que puede llevar a la activacion de la copia normalmente silenciada de un gen promotor
del crecimiento o al silenciamiento de la copia normalmente activa de un gen inhibidor

del crecimiento%>,

La hipermetilacion del ADN es un proceso biologico caracterizado por la adicion
de un grupo metilo (-CH3), mediante la unién covalente metil-citosina, en el carbono 5
de las bases nitrogenadas citosinas ubicadas en 5’ de las guaninas. Por lo tanto, supone la
adicion de un grupo metilo en sitios especificos que no estan metilados en condiciones
normales'?D. Las principales dianas de este proceso son las islas CpG o regiones de ADN

ricas en dinucledtidos Citosinas seguidas de Guaninas!??,

Estas islas CpG se encuentran principalmente en regiones promotoras de ciertos
genes suponiendo cerca del 70% de los mismos. Estas islas se definen como regiones de
mas de 200 a 2000 pares de bases de longitud y con una densidad (%) de GC superior al
55%122(126) 1.3 metilacion de islas CpG en regiones promotoras que regulan la expresion
génica es un area en auge de investigacion en neoplasias malignas humanas, pues estos
tramos de ADN se han conservado durante la evolucion libres de metilacion, por lo que,
metilaciones aberrantes de novo en estas islas se han relacionado con céanceres
humanos??. La hipermetilacion de estas islas CpG en la regién promotora conlleva la
silenciacion génica, por tanto, si ocurre en genes supresores tumorales, la metilacion
desempefia un papel importante en la carcinogénesis®. La presencia de grupos metilo
en el promotor de un gen modifica la union de las ARN polimerasas, factores
transcripcionales, enzimas y otras moléculas al genoma; por lo que las consecuencias

bioldgicas estan determinadas por su presencia en el genoma y por su ubicacion22(123),
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Los procesos de metilacion ayudan al control del funcionamiento celular normal y
son esenciales para mantener el desarrollo y la homeostasis del organismo. Por ejemplo,
la metilacion estd implicada en procesos bioldgicos como el establecimiento y
mantenimiento de la identidad celular, la inactivacion de uno de los dos cromosomas X
en las mujeres, la impronta genética dando lugar a expresion monoalélica, el control local
de la expresion génica, asi como en el desarrollo embrionario. Sin embargo, una
desregulacion de estos procesos puede llevar a estados patologicos!2927) Ejemplo de
ello, son las alteraciones en la metilacion de ADN relacionadas con trastornos
neuroldgicos, como el Alzheimer o esquizofrenia, la artritis reumatoide, la diabetes, la

obesidad, la ateroesclerosis u la osteroporosis!27(128),

La metilacion de ADN se produce gracias a una reaccion enzimatica catalizada por
ADN metiltransferasas (DNMT, por sus siglas en inglés) que media la transferencia del
grupo metilo de la S-adenosilmetionina a la citosina. Se han identificado cinco subtipos
en mamiferos, siendo tres las principales: DNMT1, DNMT3A y DNMT3B. La DNMT1
es responsable de mantener el patron de metilacion en las células hijas durante la mitosis
0 meiosis, es decir, son metiltransferasas de mantenimiento. DNMT3A y DNMT3B estan
involucradas en el proceso de metilacion de novo durante la impronta genomica!?D. Se
ha relacionado ampliamente en la literatura la sobreexpresion de DNMT con neoplasias

de mama, hepatocelular, gastrica, pulmonar, pancreatica y de cabeza y cuello!2).
1.8.1. METODOS DE DETECCION DE LA METILACION DE ADN.

Una comprension completa del papel de la metilacion del ADN en la salud y
enfermedad requiere el desarrollo de herramientas que puedan medirlas. Los métodos
empleados para su andlisis generalmente se dividen en dos grupos: métodos que analizan
regiones de genes especificas y métodos que analizan el genoma(!20(129(129)(130) 1 4
eleccion del método de estudio se realizara segin el problema bioldgico que se investigue

y la resolucidn, tecnologia y presupuesto del que se disponga‘!??,

Los métodos que analizan regiones de genes especificas que estan diferencialmente
metiladas se dividen en tres grupos: métodos basados en conversion de bisulfito, métodos

basados en enzimas de restriccion y ensayos basados en enriquecimiento por afinidad??,

Los métodos basados en la conversion de bisulfito implican la desaminacion de

citosinas no metiladas en uracilo tras el tratamiento con bisulfito de sodio, mientras que
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las citosinas metiladas permanecen sin cambios en los dinucleétidos CpG. Su principal
limitacion es la incapacidad para distinguir entre modificaciones de SmC y ShmC.
Posteriormente, para la evaluacion de la metilacion de ADN se emplean métodos basados
en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), entre los que se encuentran: metilacion
especifica de PCR (MSP), MSP cuantitativo, secuenciaciébn con bisulfito y
pirosecuenciacion. El método MSP es simple y de los mas utilizados, ya que, es lo
suficientemente sensible para detectar la metilacion, sin embargo, no es capaz de
cuantificarla. Es por ello que se han desarrollado adaptaciones de PCR en tiempo real que
permiten realizar un andlisis cuantitativo de los niveles de metilacion del ADN. La
secuenciacion con bisulfito se emplea para el mapeo de la metilacion alelo especifica en
las regiones CpG de los productos de la PCR, y permite la discriminacion de las citosinas
no metiladas que se desaminan a uracilo y se secuencian como timinas y las citosinas
metiladas que permanecen sin convertir y se secuencian como citosinas; sin embargo,
requiere alta capacitacion y mucho tiempo de trabajo. La pirosecuenciacion con bisulfito
es un procedimiento simple, altamente reproducible, con buena relacion calidad/precio
que permite la cuantificacion precisa de multiples sitios CpG en una sola reaccion, sin
embargo, solo pueden ser secuenciados en cada reaccién un niimero bajo de pares de

bases, lo que limita la cantidad de sitios CpG que pueden ser evaluados(29(130),

Los métodos basados en enzimas de restriccion se caracterizan por la digestion
selectiva del ADN por determinadas endonucleasas de restriccion especificas de
metilacion. El analisis combinado de restriccion con bisulfito (COBRA) es una técnica
cuantitativa que combina la conversion de bisulfito y la digestion con enzimas de
restriccion para determinar el nivel de metilacién en pequefias cantidades de ADN
gendmico, sin embargo, su uso es limitado debido a la disponibilidad reducida de sitios

de restriccion y los falsos positivos después de una digestion incompletat??,

Los métodos basados en enriquecimiento por afinidad se caracterizan por la
captacion de la fraccion metilada de ADN mediante el uso de anticuerpos dirigidos contra
las citosinas metiladas o bien proteinas que se unen al ADN metilado. En el ensayo de
inmunoprecipitaciéon de ADN metilado (MeDIP) se emplea un anticuerpo que reconoce
e inmunoprecipita especificamente el ADN que contiene citosinas metiladas. Los
enfoques de purificacion por afinidad a proteinas del dominio de unién a metil-CpG
separan selectivamente el ADN 5-metilcitosina del resto del ADN gendémico. Ambos

enfoques son faciles, especificos y sensibles, sin embargo, el enriquecimiento de
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secuencias con un alto nimero de CpG es mas frecuente que los fragmentos pobres en

CpG por lo que pueden interpretarse como no metiladas(12%(139),

Los métodos de analisis de metilacion del genoma completo se pueden clasificar
igualmente en tres categorias similares al grupo anterior segin el tipo de técnica

empleada29(13D),

Entre las técnicas basadas en enzimas de restriccidn, se encuentra el escaneo
gendmico de puntos de referencia de restriccidn que permite reconocer informacion
regional y posicional de la metilacion de ADN con electroforesis bidimensional, sin
embargo, requiere una calidad de ADN alta con una minima degradacion. La
amplificacion CGI metilada y micromatrices es una técnica de matriz de dos colores muy
sensible y especifica, util para identificar nuevos marcadores de metilacion, sin embargo,
tiene baja resolucion. La hibridaciéon de metilacion diferencial se basa en el
enriquecimiento de solo la fraccion de ADN hipermetilado. En investigaciones de
diferencias entre un tumor y los controles en la micromatriz requiere de un analisis

bioinformatico para comparar multiples grupos(3D,

De las técnicas basadas en enriquecimiento por afinidad, la inmunoprecipitacion
de ADN metilado es un método de inmunocaptura que se basa en el enriquecimiento con
anticuerpos especificos para la metilcitosina (5SmC), seguido de un andlisis basado en
matrices (MeDIP-Chip) o un andlisis basado en secuenciacion (MeDIP-Seq). Estos
métodos requieren la desnaturalizacion del ADN, por lo que, son menos sensibles en
regiones con baja densidad de CpG y no se puede estimar el nivel absoluto de metilacion.
Otra técnica es la secuenciacion de captura de proteinas del dominio de union a metil-
CpG que captura regiones metiladas de ADN bicatenario con proteinas MBD. Es un
método mas econdmico que el anterior, sin embargo, no es capaz de diferenciar entre

5mC y ShmC(126/(13D),

Los métodos basados en la conversion de bisulfito se caracterizan por tratar
previamente el ADN gendmico con bisulfito de sodio para desaminar quimicamente la
citosina a uracilo sin afectar a la 5-metilcitosina. Una de estas técnicas es la de
micromatriz de oligonucledtidos especifica de metilacion (microarrays de MSO) cuyos
productos de amplificacion por PCR de este ADN convertido luego se hibridan con

micromatrices. Una de las principales ventajas que presenta es la capacidad para analizar
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diferentes genes en la misma matriz, sin embargo, presenta limitaciones para analizar los
CpG poco espaciados en los genes que estan metilados de forma heterogénea29(13D_ E|
desarrollo de técnicas de secuenciacion de alto rendimiento permite el andlisis de la
metilacion de ADN en todo el genoma con una resolucion de un solo par de bases
utilizando la técnica llamada secuenciacion de bisulfito del genoma completo (WGBS).
La principal ventaja es su capacidad para determinar el estado de metilacion de secuencias
de ADN con baja densidad de CpG asi como para identificar los niveles totales de
metilacion de ADN. Sin embargo, tiene un costo elevado. Un enfoque de secuenciacion
de todo el genoma mas especifico con una resolucion de base Unica es la secuenciacion
de bisulfito de representacion reducida, estudia las islas CpG mediante pretratamiento del
ADN con endonucleasas de restriccion seguida de la secuenciacion del ADN de proxima

generacion.

El ensayo de metilacion Infinium de Illumina es una técnica basada en la
conversion de ADN con bisulfito de sodio para perfilar la metilacion del ADN en el
genoma. El desarrollo de los microarrays de Illumina ha pasado por cuatro generaciones.
Esta tecnologia se introdujo por primera vez en 2006 con el ensayo de metilacion
GoldenGate DNA Methylation BeadArray que analizaba 1.536 sitios CpGs. En 2008
desarrollaron la plataforma de segunda generacién llamada HumanMethylation27K
BeadChip que presentaba 27.578 sondas dirigidas a sitios CpGs y permitia realizar
estudios de evaluacion de todo el epigenoma. Tres afios mas tarde, comercializaron la
plataforma de tercera generacion conocida como Infinium HumanMethylation450
BeadChip que presentaba 485.577 sondas dirigidas a sitios CpG, sin embargo, aun
suponia una cobertura relativamente baja. Mdés tarde, en 2016 Illumina lanzé
EPICMethylation BeadChip para el estudio de 863.904 sondas CpG(3V(132)  Esta
tecnologia basa su funcionamiento que en presencia de bisulfito sodico (NaHSOs3) las
citosinas no metiladas se convierten en uracilo en el ADN desnaturalizado.
Posteriormente, el uracilo se convierte en timina durante la amplificacion por PCR y los
productos enriquecidos se fragmentan mediante enzimas de restriccion seguido de la
hibridacién con el chip. En el ensayo, se aplican dos tipos de sondas de consulta para
detectar la intensidad del estado metilado (citosina) y no metilado (timina). El estado de
metilacion se evalua analizando las intensidades de sefial obtenidas de una reaccion de
extension de polimerasa de base unica. Las matrices BeadChip de metilacion pueden

convertir los valores de intensidad de hibridacion de la sonda en una abundancia relativa
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de citosinas (metiladas y no metiladas) en los sitios CpG de interés!?9(3D_ Entre las
ventajas de este método se encuentra su facilidad de uso, eficiencia en cuanto al tiempo,

costo y mayor proporcion de sondas que capturan la metilacion en los promotores(!32).
1.8.2. METILACION DE ADN EN CANCER ORAL Y LEUCOPLASIAS.

La metilacion aberrante del ADN se ha relacionado con eventos iniciales de la
carcinogénesis oral y se ha descrito que incluso puede ocurrir con mas frecuencia que la
inactivacion estructural de genes por mutaciones o deleciones®D(12D(133) 13 pérdida de
metilacion del ADN en regiones de todo el genoma, denominada “hipometilacion global
del ADN” también se ha asociado con la inestabilidad gendémica y la progresion del

cancer oral®H(124)(127)

El desarrollo de herramientas para la deteccion temprana de eventos relacionados
con el inicio de la carcinogénesis oral puede permitir identificar precozmente a pacientes
de riesgo, asi como comprender las alteraciones moleculares subyacentes de estos
pacientes para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas y reducir su alta mortalidad y
morbilidad. Por lo tanto, estudios sobre la metilacion aberrante del ADN nos permitiran
desarrollar biomarcadores epigenéticos como herramientas diagnosticas y evolutivas de

leucoplasias, LVP y carcinomas orales.

A continuacidn, se presenta una revision sistematica y meta-analisis de los
biomarcadores epigenéticos de metilacion de ADN publicados hasta la fecha sobre

leucoplasias orales, LVP y COCE en muestras de tejidos congelados.
1) Disefo de la revision.

La revision sistematica cumple las directrices de la guia PRISMA (Preferred
Reporting Items for Sistematic Reviews and Meta-Analysis) y su protocolo se registro en
el Registro Internacional Prospectivo de Revisiones Sistemdaticas (PROSPERO -

CRD42022349496).
2) Estrategia de busqueda.

Se realizo una revision sistematica de la literatura en las bases de datos Medline
(Pubmed), Web of Science y Embase desde 2011 hasta diciembre 2022. Se combinaron

los descriptores booleanos AND/OR con las siguientes palabras clave: "Leukoplakia",
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"Leukoplakia, Oral", “Proliferative verrucous leukoplakia”, "Mouth Neoplasms", “Oral
cancer”, “Oral squamous cell carcinoma”, "Tissues", “Oral tissue”, "Biopsy", “Oral
biopsy”, "Methylation", "DNA Methylation", “Hypomethylation”, “Hypermethylation”.
No se aplicaron limites de idioma. Adicionalmente se realizé una bisqueda bibliografica
manual de las referencias de los estudios incluidos. Se emple6 la plataforma RefWorks

Proquest para gestionar las referencias y eliminar las referencias duplicadas.
3) Criterio de elegibilidad.

Los criterios de inclusion se realizaron en base al formato PECOS: (1) Poblacion:
pacientes diagnosticados clinicamente y confirmado mediante estudio histopatologico de
carcinoma oral de células escamosas (grupo caso). (2) Comparacioén: muestras tisulares
de mucosa sana adyacente a la tumoracion, controles sanos, leucoplasias orales o LVP
(grupo control). (3) Exposicion: estudios con biomarcadores de metilacién aberrante de
ADN con valor prondstico en muestras de tejido de congelacion. (4) Resultado: datos de
los niveles de expresion diferencial de metilacion de ADN de genes especificos o
metilacion del epigenoma. (5) Estudios observacionales retrospectivos, prospectivos o

longitudinales realizados en esta Gltima década.
4) Criterios de exclusion.

Estudios realizados sobre otros tipos muestras como enjuagues, saliva, hisopos
orales, sangre, lineas celulares o en animales. Estudios con falta de datos para caracterizar
los grupos. También se excluyeron estudios retractados, revisiones, reportes de casos,

cartas al editor, resimenes de reuniones cientificas, opiniones personales y libros.
5) Cribado y seleccion de estudios.

Tras la eliminacion de duplicados, la seleccion se realizé de forma independiente
por dos revisores (APH y JB) segun titulo y resumen; para finalmente evaluar a texto
completo los articulos seleccionados, excluyendo los que no cumplian los criterios de

elegibilidad. Las discrepancias fueron resueltas por consenso.
6) Extraccion de datos.
La informacién de los articulos seleccionados fue extraida en una tabla Excel

(v.16/2018, Microsoft, Redmond, USA) por uno de los autores (APH) y revisada por el
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resto (LBD y JB). Se recopilaron el apellido del primer autor y afio de publicacion, pais,
disefio del estudio, criterios diagndsticos empleados, descripcion clinica y patoldgica,
tamafio muestral, sexo, edad y seguimiento, factores de riesgo, islas CpG evaluadas,
biomarcadores (promotores de genes metilados) evaluados, técnica de andlisis de

metilacion y porcentaje de metilacion aberrante en cada grupo.
7) Evaluacion metodoldgica.

Se realiz6 mediante la herramienta Quality in Prognostic Studies'*» que evalta
seis secciones potenciales de sesgo: participacion en el estudio, abandono, medicion del
factor pronostico, medicion del resultado, factores de confusion y andlisis estadisticos
empleados. El riesgo de sesgo se califico como alto, moderado o bajo para cada

ambito(139),

8) Sintesis cuantitativa.

Los resultados de cada estudio se presentaron mediante comparaciones entre
frecuencias de expresion y el andlisis descriptivo respectivo. Asi como las Odds-ratio con
los respectivos intervalos de confianza al 95%. Los estudios que no informaron las

medidas de forma explicita, se calcularon a partir del texto y tablas disponibles.

El meta-analisis se realizo en genes investigados en al menos dos estudios
independientes. La heterogeneidad fue evaluada mediante la prueba Q de Cochran y el
indicador I2. La heterogeneidad fue considerada estadisticamente significativa cuando p
<0°05 e I2 > 50%139039) Las OR agrupadas se calcularon mediante un meta-analisis de
efectos aleatorios cuando la heterogeneidad era significativa (p<0,05); en caso contrario,
se empled el modelo de efectos fijos. También se estimo el correspondientes estadistico
Z, valor — p y sus IC al 95%. Los andlisis se plasmaron mediante graficos de bosque o

“forest-plots™(139),

Se realizaron analisis de sensibilidad para determinar la influencia de cada uno de
los estudios en la estimacion global del efecto, por lo que, se repiti6 el meta-andlisis tantas

veces como estudios seleccionados, de modo que cada vez se omitia un estudio3”),

El sesgo de publicacion fue evaluado mediante el grafico de embudo o “funnel
plot” y el test “Duval and Tweedie’s trim and fill”, que evalua la existencia de diferencias

de la estimacion obtenida entre los estudios observados y los estudios imputados en el
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meta-andlisis. Para todo el andlisis estadistico se empled el software R de acceso libre

con el paquete estadistico Metabin (v.3.4.4; https://www.r-project.org).
Resultados de la revision sistematica y meta-analisis:
1. Seleccion de estudios.

En el proceso de busqueda electronica se obtuvieron 533 articulos. A los cuales se
afiadieron 2 articulos tras la busqueda manual. Después de eliminar los duplicados, se
identificaron 479 articulos. Tras la lectura de titulo y resumen, se excluyeron 354 estudios
por no cumplir los criterios de inclusion. De los 85 articulos seleccionados para
evaluacion a texto completo, se excluyeron dieciséis por falta de datos, veintiuno por
andlisis de otros TOPM u otras localizaciones anatdomicas y veinticinco por analisis de
muestras de saliva, suero, hisopos o tejido fijado y embebido en parafina. Por lo que,

finalmente fueron seleccionados 23 articulos en el presente estudio (figura 3).
2. Caracteristicas de los estudios incluidos.

Las caracteristicas de los 23 estudios incluidos se encuentran en la tabla 9. La
mayoria de estudios se realizaron en poblaciones asiaticas (dieciséis estudios), de los
cuales nueve en China(l40)(l43)(150)(l5l)(152)(153)(157)(158)(160) y CinCO en la
India(14O014DA4ASNASS) - Casi la totalidad de los estudios (95%) siguieron un disefio de
casos y controles. En doce estudios se compard la metilacion entre tejido tumoral y tejido
sano emparejado subyacente. So6lo cinco estudios incluyeron muestras de leucoplasias o
LVPU39U4NA5H{US3)160) Doce estudios incluyeron correlacion con caracteristicas clinico
_ patolégicas(139)(l40)(141)“42)(143)(144)(148)(150)(152)(153)(159)(160). Fl namero total de pacientes
incluidos fue de 1.141 COCEs, 144 leucoplasias, 10 LVP, 494 muestras de tejido
emparejado sano en pacientes con COCE y 197 controles sanos. En el grupo COCE
existia una clara predileccion por el sexo masculino, con un rango del 45 al 100% de
pacientes incluidos. En los grupos LVP y leucoplasias existia mas disparidad en el sexo
de los pacientes. La mayoria de los estudios presentaban una distribucién similar en
cuanto al sexo y edad entre los casos y controles. S0lo se inform¢6 de los criterios
diagnosticos  empleados  para cada grupo de pacientes en  nueve
estudios(13®)(140)(141)(142)(145)(147)(149)(153)(160) " de los cuales cuatro emplearon criterios de la
OMSy tres de la American Joint Committe on Cancer. En 13 estudios informaron sobre

factores de riesgo asociados. El 60% de los pacientes con COCE eran fumadores y

49



consumidores de alcohol y el 32% HPV+. En las leucoplasias orales el 61% eran

fumadores y el 45% consumidores de alcohol (tabla 9).

Para medir la metilacion, 12 estudios emplearon la metilacion especifica de PCR
(MSP), 4 metilacion especifica cuantitativa de PCR (QMSP), 4 microarray de metilacion
de Illumina, 1 inmunoprecipitacion de ADN metilado seguido de secuenciacion (MeDIP-
seq) y otro seguido de andlisis de matrices (MeDIP-Chip) y 1 utilizé secuenciacion por
bisulfito. La metilacion del epigenoma fue evaluada en 6 estudios!!38)(146)150)(156)(158)(159)
en 3 de los cuales incluyeron la wvalidacion de sus resultados mediante
pirosecuenciacion*®, metilacion especifica de PCR(1® 0 mediante metilacion especifica
cuantitativa de PCR#®), En otro estudio, también evaluaron la metilaciéon del epigenoma
previamente a su validacion, sin embargo, no facilitaron los datos de los pacientes
incluidos, por lo que s6lo fueron incluidos en este estudio el grupo validacion*4?. Por

ultimo, un estudio de qMSP también realizo la validacion por pirosecuenciacion(!3?).
Marcadores de metilacion de ADN tisular en estudios de epigenoma.

En cinco de los seis estudios que evaluaron la metilacion del epigenoma,
incluyeron la cantidad de regiones metiladas diferencialmente encontradas. En el anélisis
de pacientes con COCE y el margen quirirgico sano respectivo, Basu y cols. 2017049
reportaron 21.810 differentially methylated probes, de las cuales correspondian a 2.325
islas CpG hipermetiladas y 968 hipometiladas; Towle y cols. 2013139 también reportaron
3.939, de los cuales 1.933 estaban hipermetiladas y 2.006 hipometiladas; Zang y cols.
201315% obtuvieron 2.654 regiones diferencialmente metiladas, correspondientes a 1.269
hipermetiladas y 1.385 hipometiladas; Jithesh y cols. 20133 reportaron 48 differentially
methylated probes, de las cuales estaban 32 hipermetiladas y 16 hipometiladas. Por otra
parte, en pacientes con LVP en comparacion con controles sanos, Herreros-Pomares y
cols. 202103 reportaron 4.647 differentially methylated regions, de las cuales estaban
4.630 CpG hipermetiladas y 17 hipometiladas.
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Tabla 9. Caracteristicas de los estudios incluidos. NE: No especificado.
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En tres de esos estudios!491360)U58)  nosteriormente realizaron la validacion de
sus resultados en una seleccion especifica de un panel de promotores metilados
diferencialmente. En cuatro estudios!3®(140(156)158) " también realizaron el anlisis de
expresion génica. Li y cols. 201539, evaluaron diferentes combinaciones de paneles de
genes diferencialmente metilados y describieron la hipermetilacion de 7 genes para la
deteccion de COCE (ASCLI1, FGF3, FLT4, GAS7, KDR, TERT y TFPI2) y la
hipermetilacion de 8 genes para su diagnostico precoz (ADCYAP1, EPHA7, FLT4,
GSTM2, KDR, MT1A, NPY y TFPI2).

Marcadores de metilacion de ADN tisular de genes especificos evaluados para

detectar diferentes estadios de COCE y sus precursores.

Los estudios que aplicaron un enfoque de estado de metilacion de genes
especificos, evaluaron un total de 54 genes en asociacion a diferentes estadios de COCE
o leucoplasias (tabla 11). De forma general, se encontraron mayores niveles de
hipermetilacion estadisticamente significativa en COCE en los promotores de genes
PAX1, ZNF582, MAGMT, CDHI1, SFRP2, DAPKI1, miR-34b/c, DR4, DRS, DcRI,
DcR2, pl6, pl4, LXN, ZNF154, CTDSP1, ZNF577, HLA-DPB1, LRPPRC, RAB6C,
ZNF471, PTEN, TSPYLS, FLT4, KDR, TFPI2, LARGE, E-cadherina, Apaf-1, DAPK,
FBLNI1 y ITIHS. La metilacion aberrante de 6 genes se evalud en dos o mas estudios. La
metilacion de p16 fue evaluada con mayor frecuencia(!4D(14914)A4ASHASS) - seonida de

MGMT(4D054155)(156) y DAPK (142147156,

Correlacion de metilacion aberrante y caracteristicas clinico-patoldgicas y

evolutivas.

Cinco estudios encontraron de forma estadisticamente significativa mayor
hipermetilacion en ciertos promotores de genes en muestras tumorales de pacientes con
antecedentes familiares de cancer*V(4) mayor tamafio tumoral(!42(143)(153)
fumadores'*!, mayores de 44 afios!'*® y localizacion lingual*® (tabla 10). Un estudio
en pacientes con leucoplasias orales encontré correlacion entre fumadores de mas de 20

afios y la hipermetilacion de DAPK (69,

También se ha encontrado correlacion con caracteristicas patologicas como
invasion de ganglios linfaticos(39(14D142(133) ‘rotura ganglionar extracapsular!®, estadio

patoldgico avanzado'®? y diferenciacion tumoral moderada o pobre!*. Un estudio
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relaciono la hipermetilacion de FLT4, KDR y TFPI2 con la deteccion de estadios [y II
de COCE"39, En cuanto al prondstico, un estudio relacion6 la metilacion aberrante de 17
genes con las recurrencias'>® y otro la hipermetilacion con la reducciéon de la

supervivencia global'3? (tabla 10). Un estudio no reporté ninguna correlacion de forma

significatival?,
APC fumadores 3.6 (0.97 - 13.39)*
Antecedentes
Strzelezyk y MGMT familiares i )
cols., 2018 1.79 (0.96 -
(141) TIMP3 N+ 3.35)*
mujeres 2.61 (0.88 - 7.73)*
CDHI fumadores 3.13(0.91 - 10.8)*
SFRP1 T3/T4 0.59 (0.35 - 0.98)
Strzelczyk y -
cols., 2019 RARB N+ L.79 (0'26
(142) 3.35)
Antecedentes 3.34 (1.29 -
DAPK1 -, 3.20 (1.09 —9.4) N+ 8.61)
Zhouy veols, = DCR1,DR4,DRS  cdad (>44y) NE
2019 (143) DcR1, DR4 TNM 3/4 NE
Allameh y
cols., 2019 pl6 MD/PD R
(144) 9)
S“;'(;'l‘?({ g’)ls" pl6 lingual 5.72 (1.6 - 20.4)%*

%‘iz (cl"sl;) TFPI-2 P4 NE
Zhang y cols., 4.01 (1.18 - 6.22 (1.22 -
2014 (153) (LN LIS 13.62)** N+ 31.67)%*
15-gene signature Rotura

(DCC, CALCA, extracapsular NE
WT1) (ECS)
Jithesh y cols., .
2013 (159) 17-gene signature

(MLLT6, MSH2,
NOTCH4,
PCGF4, TFPI2)

recurrencia NE

Tabla 10. Metilacion aberrante de ciertos promotores de genes correlacionados de forma
estadisticamente significativa segun caracteristicas clinicas, demograficas, patologicas y evolutivas con el
riesgo de carcinoma oral de células escamosas. NE: no especificado. * p<0,1. ** calculado a partir del texto

y tablas de los correspondientes estudios.

Evaluacion de la calidad metodologica de los estudios incluidos.

De forma general se observd una calidad metodologica aceptable. Existian

variaciones de calidad entre los diferentes dominios evaluados. Se observo de forma
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predominante un riesgo de sesgo bajo en los apartados “medicion de resultados” y
“abandono del estudio”, un riesgo de sesgo moderado en los dominios “medicion del
factor pronostico”, “evaluacion factores de confusion” y “andlisis estadistico”, sin
embargo, en el dominio “participacion en el estudio” se registrd un riesgo de sesgo
moderado/alto debido a la falta de informacidon sobre los criterios de inclusion y

exclusion, criterios diagnosticos, caracteristicas de los pacientes o el periodo de estudio.
Meta-analisis.

Un total de 318 casos y 288 controles de seis estudios fueron incluidos para evaluar
la asociacion entre la hipermetilacion del promotor p16 y el riesgo de COCE. El meta-
andlisis de efectos aleatorios estim6 una OR estadisticamente significativa mayor de
hipermetilacion en las muestras de COCE en comparacion con los controles (OR = 2,64.
95% IC = 1,41 — 4,95). Observamos una heterogeneidad significativa moderada entre los
estudios (I = 63%, p = 0,02) (figura 4). Ningln estudio fue afiadido con el método Trim
and Fill para corregir la asimetria del funnel plot y la Odds Ratio estimada no diferia de

la inicial, por lo que todo ello indica la ausencia de sesgo publicacion.

Study Trat Metilado Trat Total Control.Metilado Control.Total 0Odds Ratio OR 95%.CI W(fixed) W(random)
Strzelczyk 2018 44 75 38 75 138 [0.73;, 263] 326% 24.1%
Allameh 2019 40 67 23 59 232 [113; 474 265% 228%
Eljabo 2018 3N 40 28 40 148 (054, 403] 135% 17.7%
Sushma 2016 19 50 0 50 62.52 [3.65; 1072.47) 1.7% 4.3%
Bhatia 2014 62 6 21 49 590 (263, 1328] 207% 210%
Asokan 2014 6 10 6 15 225 (044, 1152) 51% 102%
Modelo de efectos fijos 236 [1.63; 3.41] 100.0% -
Modelo de efectos aleatorios ; 2684 [1.41; 495] - 100.0%
Heterogeneidad: I = 63%, ©* = 03200, y° = 1352 (p = 002) f L

Test for overall effect (common effect): z = 4.57 (p < 0.01) 0.001 01 1 10 1000

Test for overall effect {random effects). z = 3.02 (p < 0.01) Razén de ventajas(OR)

Figura 4. Forest plot de la asociacion entre hipermetilacion del promotor p16 y el riesgo de COCE.

Un total de 171 casos y 149 controles de cuatro estudios fueron incluidos para
evaluar la asociacion entre la hipermetilacion del promotor MGMT y el riesgo de COCE.
El meta-andlisis de efectos fijos estim6 una OR estadisticamente significativa mayor de
hipermetilacion en las muestras de COCE en comparacion con los controles (OR = 2,35.
95% IC = 1,48 — 3,73). Observamos ausencia de heterogeneidad entre los estudios (I =
0%, p = 0,53) (figura 5). En el funnel plot obtuvimos una imagen simétrica al igual que
al realizar el método Trim and Fill cuya Odds Ratio estimada no diferia de la inicial, todo

ello sugiere la ausencia de sesgo publicacion.
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Study TratMetilado Trat.Total Control.Metilado Control.Total 0Odds Ratio OR 96%-Cl W(fixed)

Stizelczyk 2018 44 75 28 % —— 238 [1.24, 459] 50.1%
Bhatia 2014 58 76 26 49 —i— 285 [1.32, 6.16] 36.3%
Asokan 2014 A 10 3 15 - 267 (045, 1596] 67%
Towle 2013 5 10 6 10 —'——f— 067 [011, 392] 69%
Modelo de efectos fijos_ ) - 2.35 [1.48; 3.73] 100.0%
Heterogenedad. 1= 0%, v =0, x5 =221 (p = 0.53)

Test for overall effect: z = 3.60 (p < 0.01) 0.1 051 2 10

Razdén de ventajas(OR)

Figura 5. Forest plot de la asociacion entre hipermetilacion del promotor MGMT vy el riesgo de

COCE.

En tres estudios se evalud la asociacion entre la hipermetilacion del promotor
DAPKI1 y el riesgo de COCE. En el meta-analisis de efectos aleatorio obtuvimos una OR
estadisticamente significativa mayor de hipermetilacion en las muestras de COCE (OR =
9,04. 95% IC = 1,25 — 65,17). Observamos una heterogeneidad estadisticamente
significativa y moderada entre los estudios (I>= 71%, p = 0,03) (figura 6). Un estudio fue
afiadido con el método Trim and Fill para corregir la asimetria del funnel plot y la Odds

Ratio estimada diferia poco de la inicial, lo que indica la ausencia de sesgo publicacion.

Study TratMetilado Trat.Total Control.Metilado Control.Total Odds Ratio OR 95%-Cl W(fixed) W(random)
Strzelczyk 2019 49 75 3 75 - H 267 [1.38, 518] 884% 47.3%
Bhat 2017 19 20 5 20 | = 57.00 [6.00;541.47] 76% 30.3%
Towle 2013 10 10 7 10 i 9.80 [0.44,219.25] 40% 223%
Modelo de efectos fijos < 356 [1.91; 6.63] 100.0% -
Modelo de efectos aleatorios 9.04 [1.25; 65.17] - 100.0%
Heterogenewdad. 1 = 71%, v° = 2.0322, 15 = 6.96 (p = 0.03) ' J !

Test for overall effect (common effect): z = 4.00 (p < 0.01) 001 01 1 10 100

Test for overall effect (random effects): z = 2.18 (p = 0.03) Razén de ventajas(OR)

Figura 6. Forest plot de la asociacion entre hipermetilacion del promotor DAPK1 vy el riesgo de

COCE.

En la figura 7 observamos los forest plot obtenidos de la asociacion entre la
hipermetilacion de los promotores de genes DAPK y SFRP2 y el riesgo de COCE. En
ambos analisis observamos una alta heterogeneidad estadisticamente significativa y en
los resultados de los meta-analisis de efectos aleatorios no se asocié de forma
estadisticamente significativa con el riesgo de COCE. Ademds, en ambos analisis

obtuvimos una imagen asimétrica del funnel plot lo que indicaba la presencia de sesgo de

. .,
publicacion.
Study TratMetilado Trat.Total Control. Metilado Control.Total 0Odds Ratio OR 96%-Cl W(fixed) W(random)
Li120113 38 53 0 23 i 116.74 [6.67,204363] 89% 42.0%
Liu 2012 15 32 15 77 & 365 [149, 892] 911% 58.0%
Modelo de efectos fijos 496 [2.11; 11.66] 100.0% -
Modelo de efectos aleatorios 15,63 [0.55; 446.78) - 100.0%
Heterogeneidad: I = 81%, <* =4 8361, y5 =513 (p = 002) ! J
Test for averall effect (common effect)y z = 368 (p <001) 0001 01 1 10 1000
Test for overall effect (random effects): z = 1.61 (p =0.11) Razén de ventajas(OR)
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Study TratMetilado Trat.Total Control.Metilado Control.Total 0Odds Ratio OR 96%-CI W(fixed) W(random)

Strzelczyk 2019 20 75 9 4] "."‘, 267 [1.12, 833] 705% 51.6%
Xiao 2014 37 49 3 49 ' + 47.28 [12.41,180.04) 295% 48.4%
Modelo de efectos fijos = 6.22 [3.01; 12.86] 100.0% -
Modelo de efectos aleatorios i 10,71 [0.64; 179.01] - 100.0%
Heterogeneidad: I° = 92%, +“ =3 8035, ' = 1253 (p <001) !

Test for overall effect (common effect) 2 =494 (p <001) 001 01 1 10 100

Test for overall effect (random effects): z = 1.65 (p = 0.10) Razén de ventajas(OR)

Figura 7. Forest plot de la asociacion entre hipermetilacion de promotor DAPK y SFRP2 y el riesgo
de COCE.

En los resultados de los andlisis de sensibilidad de los meta-analisis realizados
sobre mas de dos estudios (p16, MGMT y DAPK1) no se observaron variaciones tras la
repeticién secuencial omitiendo cada vez un estudio. Lo que confirma la solidez y

robustez de nuestros resultados obtenidos.

Como se ha podido observar, la metilaciéon de ADN es un mecanismo importante
en la regulacion de la expresion génica cuya alteracion se ha descrito en el cancer

oral(146)(148)(156)

. En la presente revision solo en seis estudios se evalud la metilacion del
epigenoma y se obtuvo como resultados perfiles de metilacion diferenciados entre COCE
y tejido sano adyacente, lo que evidencia la adquisicion de modificaciones epigenéticas
en la tumorgénesis oral1491501SOS8I59 Por otro lado, la metilacion diferencial de
ciertos promotores de genes especificos también ha permitido diferenciar las muestras de
tejido tumoral del tejido emparejado sano. Algunos de estos genes que presentan la
metilacion aberrante de su promotor participan en procesos celulares importantes como
el control del ciclo celular#D1490145) g apoptosis(142)143)148)I57) g regulacion de la via

(140)(141)(155)

de seflalizacion WntI3D130) g adhesion  celular la regulacion

transcripcional ?) y la reparacion del ADN(4DUSH(135)156),

Varios estudios respaldan la hipotesis de que la acumulacion de metilacion
aberrante conduce a la transformacion maligna de las leucoplasias orales!49)134(155)(160),
Del mismo modo, se ha observado que las leucoplasias con displasia presentan mayor

s49054)  En este sentido, la silenciacion mediante la

cantidad de genes metilado
hipermetilaciéon del gen TSPYLS es frecuente en leucoplasias, lo que ha permitido
hipotetizar que se trate de un gen supresor tumoral'*®. También se ha descrito la
metilacion aberrante de MGMT y el promotor pl6 como predictores del riesgo de
progresién maligna>»(15% y la hipermetilacion de DAPK como mecanismo de

carcinogénesis en pacientes fumadores!*?. En el estudio de Asokan y cols.!3, el 60%

de las leucoplasias presentaban hipermetilacion del promotor de los genes supresores

60



tumorales p16 y E-cadherina. Sin embargo, este estudio presentaba un tamafio muestral
bajo y la ausencia de un estudio estadistico que pudiera arrojar alguna conclusion

satisfactoria.

Por lo tanto, la presente revision sistematica sintetiza la evidencia actual de la
implicacion de las alteraciones en la metilacion del ADN tisular en la carcinogénesis oral.
La presencia de diferencias significativas en los niveles de metilacion de ciertos
promotores de genes podria ser ttil para el desarrollo de biomarcadores epigenéticos
pronosticos en los carcinomas orales de células escamosas y leucoplasias orales. A pesar
de las limitaciones, los resultados del meta-andlisis son robustos y permiten demostrar
una asociacién estadisticamente significativa entre la hipermetilacion de ciertos
promotores de genes y el riesgo de COCE. Sin embargo, son necesarios mas estudios en
pacientes con leucoplasias y LPV, asi como estudios con un enfoque del andlisis de la
metilacion del epigenoma para poder desarrollar biomarcadores de metilaciéon para

identificar y monitorizar a estos pacientes de alto riesgo de transformacion maligna.
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2. JUSTIFICACION E

HIPOTESIS






La leucoplasia verrugosa proliferativa es el trastorno oral potencialmente maligno
con la tasa de transformacién en cancer oral mas alta de este grupo de
enfermedades("*)6%), Recientemente, en una actualizacién coordinada por el Centro
colaborador de la Organizacion Mundial de la Salud para el Cancer oral, se ha reconocido
por primera vez y de forma oficial a esta enfermedad de origen desconocido como una
forma distinta de leucoplasia oral multifocal caracterizada por tener un curso clinico
progresivo, persistente e irreversible con presencia de multiples leucoplasias orales que

frecuentemente se vuelven verrugosas‘!.

Varios autores ya habian considerado a la leucoplasia verrugosa proliferativa como
una entidad diferenciada de las leucoplasias orales no homogéneas(!V(19GHED),
Seguramente debido a que se habian descrito diferencias epidemioldgicas, clinicas e
incluso gendmicas entre ambas enfermedades. Por ejemplo, los pacientes con LVP son
mayoritariamente mujeres de edad mas avanzada, sin héabitos tabaquicos ni enolicos
relacionados(VIME)ECD - cyyas lesiones se pueden presentar en cualquier localizacion
de la cavidad oral y de forma multifocal, siendo las zonas més frecuentemente afectadas
las encias, mucosa alveolar, paladar y mucosa yugal(1009(15C0ED29) " Sin embargo,
tanto las leucoplasias clasicas homogéneas como las no homogéneas afectan con mayor
predileccion a hombres fumadores y en superficies laterales y zona ventral de la lengua y

el suelo de boca®@hE4)(52),

El diagnéstico de la LVP se realiza de forma retrospectiva en base a hallazgos
clinicos, histologicos y evolutivos que se van desarrollando a lo largo de los afios. Como
hemos descrito anteriormente, existen varios criterios diagnosticos publicados por
diferentes grupos de investigacion!0U09E0E_ Sin embargo, atin no existen unos criterios
que abarquen todo el espectro clinico-patologico de esta enfermedad y que permitan su
diagnostico precoz®9“®_ En estadios iniciales, no hay caracteristicas clinico-patologicas
patognomonicas que permitan diferenciarlas de queratosis friccionales, leucoplasias
homogéneas clésicas, liquen plano oral o lesiones liquenoides orales®P“), No obstante,
resulta fundamental poder diferenciarlas de forma precoz de estas enfermedades, ya que
el control y manejo, asi como el pronostico y seguimiento es muy diferente, pues los
pacientes con LVP presentan mayor riesgo de transformacion en cancer oral 3949, Asi
mismo, la LVP es refractaria a todo tipo de tratamiento presentando una recurrencia del
67°2% (IC 95%: 48,3 - 81,8)V, a diferencia de las leucoplasias unifocales clasicas que

presentan unas tasas de recurrencia mas bajas, cercanas al 20%(16D(162),
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En estadios avanzados, clinicamente las lesiones de estos pacientes progresan hacia
la multifocalidad con un amplio espectro de tipo de lesiones que abarcan desde placas
blancas lisas o fisuradas hasta lesiones exofiticas, verrugosas, eritematosas y
eritroleucopléasicas"10UHCOGT Finalmente, en el curso de su evolucidn, se observa que
entre el 43,87% (IC 95%: 31,93 — 56,13)% y el 65,8% (IC 95%: 55,3 — 76,2)“ de los
pacientes desarrollan por lo menos una transformacion maligna en cancer oral, si bien
algunos autores todavia indican cifras superiores de malignizacion!0U09C9(49) Egta es
otra de las notables diferencias que encontramos con las leucoplasias orales clasicas que

presentan una tasa de transformacion maligna del 9,8% (IC 95%: 7,9 — 11,7)%2).

Otra de las particularidades de la LVP es la ausencia de asociaciéon con aspectos
etiopatoldgicos conocidos como pudieran ser el tabaco, el alcohol y la masticacion de
nuez de areca u hoja de betel. Tampoco se ha establecido evidencia directa con patdgenos

virales como el HPV o EBV(DUH20)(38)(43),

Estos factores clinico-patoldgicos y epidemioldgicos distintivos junto con la
ausencia de factores de riesgo asociados al carcinoma oral de células escamosas
convencional han llevado a algunos autores a considerar que los carcinomas orales de
células escamosas en pacientes con LVP (COCE — LVP) podrian tener una diferente
forma de presentacion clinica, siendo por lo tanto cénceres con comportamientos
diferentes a los clasicos carcinomas orales de células escamosas®?7EN0) Por ejemplo,
existe una diferente predileccion de afectacion entre ambas entidades, siendo la lengua y
el suelo de boca las localizaciones mayormente afectadas en COCE convencional

mientras que son las encias, mucosa alveolar, paladar y mucosa yugal las mas comunes

en COCE — LVP®3)@4)(55)(57)(163)

Ademas, dada la multifocalidad caracteristica de esta entidad, los pacientes pueden
presentar varios carcinomas en multiples sitios a la vez o desarrollar segundos tumores a
lo largo de su seguimiento de ahi que se haya relacionado esta enfermedad con un claro
proceso de cancerizacion de campo oral!®62(®3) En un estudio realizado por nuestro
equipo(!®, observamos que una vez el paciente ha evolucionado hacia la malignizacion,
la evolucion de la enfermedad se vuelve ain mas agresiva, ya que cerca del 40% de los
pacientes desarrollaban varios segundos tumores primarios y en un intervalo de tiempo
cada vez mas corto!>. Pese a todo ello, estos pacientes presentan un prondstico mas

favorable cuando se comparan con carcinomas orales convencionales, ya que presentan
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tasas de mortalidad y recurrencias més bajas (cercanas al 20%), siendo muy raras las

metastasis®®6? v presentan mejores tasas de supervivencia(!®@#H163),
yp ] p

La agresividad de esta enfermedad caracterizada por la multifocalidad, las altas
tasas de recidivas, asi como de transformacioén maligna y tendencia a desarrollar segundos
tumores sugiere la existencia de alteraciones moleculares aun no caracterizadas en
pacientes con LVPGYGD, Pese a que se han descrito algunas alteraciones genéticas, no se
ha definido ni su etiologia ni patogénesis®?(%), Por lo que, determinar las bases
moleculares de esta enfermedad, podria permitir predecir el comportamiento clinico y
desarrollar en el futuro nuevas estrategias terapéuticas. Ademads, diferenciar los
carcinomas desarrollados en pacientes con LVP de los carcinomas convencionales puede
conllevar prometedoras implicaciones practicas a la hora de elegir estrategias de

tratamiento y seguimiento para cada condicion.

El primer paso para el correcto manejo de estos pacientes es siempre el diagndstico
precoz. El desarrollo de biomarcadores predictivos que nos permitiesen conocer la
probabilidad de progresion, asi como un diagnodstico precoz podrian facilitarnos la
comprension de los mecanismos y alteraciones moleculares involucradas en esta

(50)

enfermedad para sentar las bases de su etiopatogenia®”). Recientemente en el afio 2021,

nuestro grupo de investigacion publicé una serie de tres estudios “Omicos™(102(119)(138)
sobre un grupo de diez pacientes con LVP sin lesiones ni antecedentes de carcinoma oral
y cinco controles sanos para investigar la biologia molecular de la transformacion maligna
de sus lesiones orales. Se realizd un andlisis integrador de los 140 genes expresados
diferencialmente con la metilacion de ADN. Se encontraron ocho genes hipermetilados
diferencialmente (PCLB1, CD8A, SPOCK2, MYO7A, ARTN, OSR2 y GATA3) y cinco
genes hipometilados (GPX3, PITX2, ANKRD6, DLG2 y ZNF736) en PVL. Por lo que,
mediante estos estudios de inmunoprecipitacion del ADN metilado y la secuenciacion de
alto rendimiento se describieron biomarcadores de progresion hacia la transformacion
malignat%2(13%) También se describi6 que la disbiosis microbiana es coman en la LVP y
esta caracterizada por una pérdida de la diversidad microbiana oral'!?, Estos tres estudios
fueron punteros en la descripcion de alteraciones moleculares, y nuestro objetivo es

ampliar las muestras y subgrupos de pacientes al incluir mas tipos de lesiones orales.

En la Gltima actualizacion de 2022 sobre los sellos distintivos del cancer’® se ha

reconocido de forma oficial la implicacion de la reprogramacion epigenética en el cancer,
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pese a existir evidencias claras de su papel desde hace afios(!20(123)(131(133) Seotin hemos
podido corroborar, no existen estudios epigendmicos que hayan analizado las diferencias
en la metilacion de ADN en pacientes con carcinomas orales y LVP comparandolos con
COCE convencional. Los recientes avances en tecnologias de metilacion del ADN
basadas en micromatrices!3D(132) y en anélisis bioinformaticos han mostrado un gran
potencial para identificar las vias moleculares y la etiopatogénesis de una enfermedad
desconocidas a priori. Actualmente, segun nuestro conocimiento, las caracteristicas
epigenémicas no han sido abordados en la literatura cientifica como método de
diagnédstico precoz ni sus implicaciones como factores prondsticos de los carcinomas
orales derivados de LVP. La desregulacion del metiloma es un sello distintivo del
desarrollo y la progresion tumoral, por lo que las aberraciones en los patrones de
metilacion del ADN podrian emplearse como biomarcadores pronostico de pacientes con
LVP. Por todo ello, creemos oportuno y justificado realizar un estudio clinico-molecular
en estos pacientes con las tasas de transformacién maligna y de recurrencias mas altas de
todos los trastornos orales potencialmente malignos. La caracterizacion de estos eventos
moleculares junto con las caracteristicas clinico-patoldgicas pueden proporcionar nuevos

conocimientos sobre su etiopatogénesis y pronostico.

Basandonos en lo explicado anteriormente nos planteamos la siguiente hipotesis

nula (Ho):

Las alteraciones epigendémicas en los pacientes con leucoplasia verrugosa
proliferativa que han desarrollado céncer oral podrian confirmar que no presentan
patrones epigendmicos diferentes a los carcinomas orales de células escamosas

convencionales.
Consideramos como hipoétesis alternativa (Hi) lo siguiente:

Las alteraciones epigendémicas en los pacientes con leucoplasia verrugosa
proliferativa que han desarrollado cancer oral podrian confirmar que si presentan patrones

epigendmicos diferentes a los carcinomas orales de células escamosas convencionales.

68



3. OBJETIVOS






3.1.

Objetivo general.

El objetivo principal del presente estudio es evaluar en una cohorte de pacientes

con carcinomas orales de células escamosas asociadas a leucoplasia verrugosa

proliferativa las caracteristicas moleculares que permitan diferenciarlos de pacientes con

carcinomas orales de células escamosas convencionales a partir de un estudio

epigenémico y bioinformatico sobre muestras de tejido de congelacion. Con el fin de

demostrar a nivel molecular que la LVP es una entidad diferenciada e independiente.

3.2.

Objetivos especificos.

3.2.1. Describir y comparar las caracteristicas clinico — patoldgicas y evolutivas
de los diferentes grupos de pacientes incluidos en el estudio (leucoplasias
orales clasicas, leucoplasias verrugosas proliferativas, carcinomas orales

asociados a LVP y canceres no asociados a LVP).

3.2.2. Caracterizar las alteraciones en el perfil de metilacion global de pacientes
con carcinomas orales de células escamosas precedidas o no de leucoplasia
verrugosa proliferativa. Comparar y definir los perfiles de metilacion

diferencial entre ambas enfermedades.

3.2.3. Comparar los perfiles de metilacion diferencial a partir de un analisis
integrativo de datos de expresion génica y de metilacion diferencial entre
pacientes con carcinomas orales de células escamosas precedidas o no de

leucoplasia verrugosa proliferativa.

3.2.4. Identificar biomarcadores prondsticos de metilacion de ADN candidatos

para diferenciar a los pacientes con carcinomas orales y LVP.
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4. MATERIAL Y METODOS






4.1. DISENO DEL ESTUDIO.

El presente estudio se puede definir como observacional, longitudinal,
ambispectivo y analitico. Se considera observacional pues no se ha realizado un control
directo sobre ninguna intervencion y el criterio de formacion de los grupos se ha basado
en la presencia de las enfermedades. Del mismo modo, nos hemos limitado a medir y
analizar determinadas variables. Longitudinal porque existe un tiempo entre las distintas
variables que permite establecer una secuencia temporal entre estas, y de direccion
ambispectiva pues de forma prospectiva se ha seleccionado y estudiado la evolucion de
los pacientes, y de forma retrospectiva se han recogido datos de los archivos de sus
historias clinicas. Por lo tanto, se puede clasificar como un estudio de casos y controles

anidados en el seguimiento de varias cohortes de pacientes.
4.2. POBLACION DIANA DEL ESTUDIO.

Se ha tomado como poblacidn diana para la realizacion de este estudio a pacientes
con diagnostico clinico e histopatologico de leucoplasia verrugosa proliferativa,
leucoplasia oral homogénea y carcinoma oral de células escamosas en la Comunidad
Valenciana. El estudio se ha realizado en el Servicio de Estomatologia y Cirugia
Maxilofacial del Hospital General Universitario de Valencia, que desde 2006 en este
servicio se encuentra la Unidad de Referencia de Estomatologia de la Comunidad

Valenciana (publicada en el DOGV — Num. 5.249 del 2 de mayo de 2006).
4.2.1. PERIODO.

La recopilacion de pacientes y muestras se realizd de forma prospectiva y
consecutiva desde octubre 2018 hasta mayo 2021. El seguimiento evolutivo de todos los

pacientes se realizo hasta febrero 2022.
4.2.2. RECOGIDA DE LAS MUESTRAS.

En el Servicio de Estomatologia y Cirugia Maxilofacial del Hospital General
Universitario de Valencia a todos los pacientes candidatos de dichas cohortes, se les
realizo de forma protocolaria una historia clinica detallada, exploracion clinica y registro
fotografico de todas las lesiones que presentaban. Posteriormente, se realizaron dos
biopsias a cada paciente de 4reas lesionales representativas incluyendo el epitelio y el

tejido conectivo. Biopsias que formaban parte del seguimiento habitual de cada paciente
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para confirmar el diagnodstico clinico de sospecha establecido en la primera visita o como

seguimiento evolutivo de los mismos.

Las biopsias incisionales se realizaron en la consulta de cirugia ambulatoria del
servicio tras cubrir con un pafio quirargico estéril a cada paciente, colocarles un gorro
desechable y gafas de proteccion. Previamente los pacientes se habian enjuagado con
clorhexidina al 0,12%. Con la ayuda de una jeringa de autoaspiracion desechable se
anestesio Articaina al 4% con epinefrina. Para las tomas de las muestras, las incisiones se
realizaron con hojas de bisturi nimero 11 o 15 en un mango de bisturi nimero 3 o con
punch. Posteriormente se suturaron las heridas quirdrgicas con portaagujas e hilo de
sutura reabsorbible. Una de las muestras obtenidas se almacenaba en un recipiente con
formol al 10% perfectamente identificado con los datos del paciente para el estudio
histopatologico de rutina en el Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital General
Universitario de Valencia. La otra muestra se almacend inmediatamente en tubos

Eppendorfy se congeld a -80°C hasta su posterior utilizacion.

Tras los 32 meses de recopilacion de pacientes, finalmente se obtuvieron un total
de 105 muestras que se mantuvieron en congelacion (tras aplicar unos criterios de
inclusion que posteriormente serdn comentados): 38 de pacientes diagnosticados de
leucoplasia verrugosa proliferativa, 42 pacientes con carcinoma oral de células escamosas

y 25 pacientes con leucoplasias orales.

También se obtuvieron 10 muestras de controles sanos sin antecedentes de
trastornos orales potencialmente malignos ni cancer oral que acudieron al Servicio de
Estomatologia y Cirugia Maxilofacial del HGUV para extracciones dentales. A estos
pacientes se les extraia una pequefia muestra tisular, sin patologia alguna, adyacente a la
zona de la incision quirdrgica habitual para llevar a cabo las extracciones. Los controles

se seleccionaron emparejados por edad y sexo segun los casos estudiados.
4.2.3. SELECCION DE PACIENTES.
Del total de muestras recogidas, se definieron 4 grupos claramente diferenciados:
- Grupo 1: pacientes con leucoplasias orales homogéneas.

- Grupo 2: pacientes con leucoplasia verrugosa proliferativa no cancer (LVP —

no cancer).
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Grupo 3: pacientes con leucoplasia verrugosa proliferativa que han

transformado en carcinoma oral de células escamosas (LVP — COCE).

Grupo 4: pacientes con carcinoma oral de células escamosas sin antecedentes

de trastornos orales potencialmente malignos (COCE convencional).

La poblacion de estudio se definid en funcion de los siguientes criterios:

GRUPO 1: Leucoplasias orales homogéneas:

Criterios de inclusion:

Pacientes con diagndstico clinico y confirmacion histopatologica de

leucoplasia oral segun criterios diagndsticos de Warnakulasuriya y cols.(V®©,
Forma clinica de leucoplasia oral homogénea.

Ausencia de signos clinicos e histopatoldgicos de malignidad en el momento

de la biopsia.

No antecedentes de cancer oral.

GRUPO 2: Leucoplasia verrugosa proliferativa no cancer:

Criterios de inclusion:

Pacientes con diagndstico clinico y confirmacion histopatologica de
leucoplasia verrugosa proliferativa seglin los criterios diagnosticos de Villa 'y

cols. (2019)(14),

Ausencia de signos clinicos e histopatoldgicos de malignidad en el momento

de la biopsia.
No antecedentes de cancer oral ni carcinoma in situ.

Mayores de edad inmunocompetentes sin antecedentes médicos oncologicos
en cualquier otra localizacion tratados quirirgicamente, con radioterapia o

quimioterapia.
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GRUPO 3: Leucoplasia verrugosa proliferativa que han transformado en

carcinomas orales de células escamosas:
Criterios de inclusion:

- Pacientes en seguimiento por leucoplasia verrugosa proliferativa segun los

criterios diagnosticos de Villa y cols. (2019)(14),

- Biopsia de lesion tumoral confirmada mediante estudio histopatolégico con

resultado de carcinoma oral de células escamosas.

- Mayores de edad sin antecedentes médicos oncoldgicos en cualquier otra

localizacion tratados quirturgicamente, con radioterapia o quimioterapia.
GRUPO 4: Carcinomas orales de células escamosas convencionales:
Criterios de inclusion:

- Pacientes diagnosticados clinicamente y confirmado mediante estudio

anatomopatologico de carcinoma oral de células escamosas.

- Mayores de edad sin antecedentes oncologicos en ninguna otra localizacion ni

antecedentes de quimioterapia o radioterapia.

- No antecedentes de trastornos orales potencialmente malignos en la cavidad

oral (LVP, leucoplasia, eritroplasia, liquen plano, fibrosis oral submucosa).
4.3, METOLOGIA REALIZADA:
En la presente investigacion se han realizado dos tipos de estudios:
4.3.1. ESTUDIO CLINICO — PATOLOGICO Y EVOLUTIVO.

En las primeras visitas o revisiones de seguimiento se realizé un estudio detallado
y completo de la cavidad oral y se recogio de forma estructurada y protocolaria en sus
historias clinicas todos los datos de filiacion, informacién sociodemografica, datos
clinicos y antecedentes médicos y toxicos. Asi mismo se realizo un registro fotografico
de todas las lesiones que presentaban y una radiografia panoramica (ortopantomografia)

a todos los pacientes.

78



A los pacientes que presentaban tumoraciones sospechosas de carcinomas orales
también se les realiz6 una resonancia magnética o una tomografia computarizada segun
las caracteristicas clinicas y las zonas que se quisieran valorar, sobre todo para comprobar

si habia afectacion 6sea y la afectacion o no de estructuras vecinas.
A continuacion, se detallan y definen cada una de las variables estudiadas:
a) Variables sociodemograficas:

- Edad: variable cuantitativa expresada en afios en el momento de la toma de las

muestras biopsicas.
- Sexo: variable cualitativa dicotdmica (varén o mujer).
- Habitos toxicos: cualitativa dicotomica en héabito tabaquico y alcohélico (si 0 no).
b) Variables clinicas:

- Localizacion de la muestra: variable cualitativa politdmica (encia maxilar o
mandibular zona vestibular o palatina, paladar duro, paladar blando, mucosa
yugal, lengua zona ventral, dorsal o lateral, suelo de boca, pilar amigdalino, labio

superior o inferior; y zona derecha o izquierda).
- Forma clinica: variable cualitativa politomica.

- Lesiones no tumorales / no malignas:
- Leucoplasia homogénea.
- Leucoplasia verrugosa.

- Lesiones tumorales / malignas:
- Eritroleucoplasia.
- Exofitica.
- Ulcerada.

- Mixta (presencia de componentes exofiticos y ulcerativos).
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Tamafio clinico de las lesiones tumorales: variable cuantitativa expresada en
centimetros. Se recoge el mayor diametro en centimetros y el area en centimetros

cuadrados.

En el grupo de pacientes con LVP (tanto cancer como no cancer) también se
recogi6 el numero de localizaciones orales afectadas, tipo de lesiones y porcentaje
de la totalidad de la mucosa oral afectada por lesiones de LVP. Para ello se dividio
la cavidad oral y labios en 26 localizaciones y se registr6 la presencia o no de
lesiones en cada localizacion, posteriormente se dividio el nimero de
localizaciones afectadas entre el numero total de localizaciones para conocer el
porcentaje de afectacion. El tipo de lesiones se divididé en leucoplasias
homogéneas, leucoplasias verrugosas, eritroleucoplasias, lesiones erosivas

ulcerativas y mixtas (combinaciones de las mismas).
c) Variables histopatoldgicas:

Lesiones no tumorales / no malignas. Resultado histopatologico: variable
cualitativa politomica (ausencia de displasia epitelial, displasia leve, displasia
moderada, displasia severa). Para valorar la displasia epitelial oral se siguieron los

criterios de la OMS de 2022169,
Lesiones tumorales / malignas:

- Grado de diferenciaciéon tumoral: variable cualitativa politomica (GO-
indeterminado; G1-bien diferenciado; G2-moderadamente diferenciado;

G3-pobremente indiferenciado). La diferenciacion histopatologica fue

definida seglin los criterios de la OMS(164(165),

- Nivel de infiltracion: variable cualitativa politomica (ausencia, afectacion

muscular, afectacion dsea).
- Profundidad de invasion: variable cuantitativa expresada en milimetros.

- Invasién perineural (IPN) e invasion linfovascular (ILV): variables

cualitativas dicotomicas (si 0 no).

- Estado de los margenes quirurgicos: variable cualitativa dicotémica (libres
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o afectados). Se revisaron los informes histopatologicos referentes a la

escision quirurgica, asi como las biopsias intraoperatorias.

- Metastasis ganglionar: variable cualitativa dicotomica (si o no). En el
primer caso, también se registraba el nimero de ganglios analizados y

afectados y si existia extension extranodal.

- Metastasis a distancia: variable cualitativa dicotomica (si o no). En el

primer caso también se registraba la localizacion.

- Estadio cTNM y pTNM segun la 8% edicion del Manual de estadificacion

del cancer de la AICC (American Joint Commission on Cancer, 2017)79,
d) Variables de control evolutivo:

Tratamiento de las lesiones tumorales: variable cualitativa politomica (cirugia,

radioterapia, quimioterapia o combinaciones).

En el grupo de pacientes con LVP (tanto cdncer como no cancer) se anotd el

numero total de biopsias realizadas a lo largo de su seguimiento.

Recidivas: variable cualitativa dicotémica (si o no). Registramos como recidiva
cuando habia evidencia de células tumorales (confirmada histopatologicamente)
en un periodo mayor a tres meses, pero menor a tres afios y a menos de 2
centimetros de distancia del tumor primario. Menos de 3 meses, seria persistencia

tumoral.

Segundos tumores primarios: variable cualitativa dicotomica (si o no). Se
registraron como STP aquellos que aparecieron en zonas claramente alejadas del

tumor inicial por epitelio normal.

En el grupo de LVP no cancer se registro si los pacientes desarrollaron carcinomas
orales de células escamosas durante su seguimiento, asi como el tiempo hasta la
transformacion maligna y su tratamiento. En este grupo de pacientes también se
investigaron los tratamientos previamente realizados y si hubo o no recidivas con

posterioridad.

Estado final de los pacientes a fecha del ultimo registro realizado en febrero 2022:
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variable cualitativa politdémica (vivo sin tumor, vivo con tumor, muerto por tumor,

muerto por otro motivo).
e) Intervalos temporales: variables cuantitativas expresadas en afos.

- Tiempo de seguimiento: tiempo desde la primera visita hasta la Gltima revision

del seguimiento en febrero 2022 o hasta la fecha de exitus de los pacientes.

- Tiempo de transformacion maligna: tiempo desde la primera visita hasta la toma

de biopsia con resultado de carcinoma oral de células escamosas.

- Tiempo de supervivencia: tiempo desde la toma de la biopsia hasta la tltima
revision del seguimiento en febrero 2022 o hasta la fecha de exitus de los

pacientes.

A continuacion, clasificaremos de forma esquematica las distintas variables

estudiadas segun el tipo de variable al que corresponda (tabla 11).

Tipos de variables: Variables estudiadas:

Edad (afios).

Tamafio clinico (cm y cm?).

Numero de localizaciones afectadas en LVP.

Profundidad de invasion tumoral (mm).

Variables cuantitativas:
Numero de biopsias realizadas en LVP.

Tiempo de transformacion maligna (afios).

Tiempo de supervivencia (afios).

Tiempo de seguimiento (afios).

Sexo.

Habito tabaquico y habito alcoholico.

Invasion perineural e invasion linfovascular.

Variables cualitativas - —
Estado margenes quirurgicos.

dicotomicas:
Presencia de metastasis ganglionar o a distancia.
Presencia de recidivas o segundos tumores primarios.
Desarrollo de COCE en pacientes LVP no cancer.
Variables cualitativas Localizacion de las muestras.
politomicas: Forma clinica.
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Resultado histopatologico.

Nivel de infiltracion tumoral.

Estadio cTNM y pTNM.

Tratamientos empleados.

Estado final de los pacientes.

Tabla 11. Esquema de los tipos de variables estudiadas.

f) RECOGIDA DE LOS DATOS.

Las fuentes de informacién empleadas para la recopilacion de datos fueron las
siguientes: visor de historias clinicas digitales a través del programa INTRANET
empleando los niimeros de historias clinicas en el Servicio de Estomatologia y Cirugia
Maxilofacial, informes de resultados de estudios histopatologicos del Servicio de
Anatomia Patoldgica e informes de resultados de pruebas de imagen del Servicio de
Radiodiagnostico; todos estos servicios pertenecientes al Hospital General Universitario

de Valencia.
g) CUMPLIMIENTO NORMAS ETICAS Y LEGALES.

Este estudio fue disenado de acuerdo con los principios de ética de la Declaracion
de Helsinki (Finlandia, 1964). El protocolo se presentd y aprobo en el Comité Etico de
Investigacion en Humanos de la Universitat de Valéncia con numero de procedimiento
H1523722754549 (11 mayo 2018) y en el Comité Etico de Investigacion con
Medicamentos del Consorcio Hospital General Universitario de Valencia (4 junio 2019).
Todos los pacientes fueron informados tanto verbalmente como por escrito y firmaron los
correspondientes consentimientos informados para participar en el estudio, tanto el
consentimiento para estudio fotografico, estudio histopatologico y estudio biomolecular.
La obtencion de todos los datos clinico — patoldgicos asi como evolutivos, fue llevado a

cabo tras la firma del compromiso de confidencialidad.
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4.3.2. ESTUDIO EPIGENOMICO.
432.1. EXTRACCION DE ADN.

Todo el procedimiento de extraccion de ADN se realizd en el Biobanco del
Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe de Valencia. La extraccion y purificacion del
ADN total de las muestras de tejido de congelacion se realizé siguiendo el protocolo de

QIAGEN ® TissueLyser y DNeasy® Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Alemania).

En primer lugar, se realizo la lisis mecéanica de forma manual de cada muestra con
la ayuda de un bisturi y placas Petri. Posteriormente se colocaron en tubos Eppendorf que
contenian dos bolas de acero inoxidables para homogeneizar la muestra en Tissuelyser
LT QUIAGEN a 50Hz durante 5 minutos. Tras centrifugar y asegurar que los restos
tisulares se quedaran en el fondo del tubo, se pipete6 en columnas de centrifugacion
AllPrepDNA Mini Spin Column QIAGEN. Nuevamente se centrifugd para que el DNA
se quedase en la parte superior y el ARN en el tubo colector (que se empled para otros
estudios biomoleculares). Posteriormente, al ADN se le realizd de forma protocolaria
ciclos de lavado, centrifugado, elusion e incubacion. Finalmente se almacenaron las

muestras a -80°C hasta continuar con el estudio.
432.2. CONTROL DE LA CALIDAD DE ADN.

El control de la calidad e integridad del ADN vy el estudio de arrays de metilacion
se realizaron en la Plataforma de Epigenomica del Instituto de Investigacion Sanitaria La

Fe de Valencia.

El control de la calidad y concentracion de ADN total se analiz6 mediante
fluorimetria con Qubit® 2.0 Fluorometer (Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay, Life
Technologies, CA, USA). Para poder realizar el estudio de arrays de metilacién se
necesitaba una concentracion minima de 500 ng en 45uL. de ADN para el método manual

realizado en este estudio.

Qubit ® 2.0 es un fluorémetro de sobremesa que se puede emplear para la
cuantificacion de ADN, ARN y proteinas mediante los ensayos basados en fluorescencia
altamente sensibles y precisos, de forma rapida y especifica al minimizar los efectos de

la contaminacién. Funciona mediante el empleo de agentes fluoréforos intercalantes
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especificos de ADN que estima exclusivamente el ADN de doble cadena (figura 8).
Previamente para este analisis se incubaron las muestras durante dos minutos con el kit

Qubit® dsDNA BR Buffer (Thermo Fisher Scientific). Tras la cuantificacion, las

muestras fueron nuevamente almacenadas a -80°C hasta la conversion con bisulfito.

Figura 8. Qubit ® 2.0 Fluorometer (Invitrogen) empleado para la cuantificacion de ADN.
4.3.2.3. CONTROL DE LA INTEGRIDAD DE ADN.

La integridad de ADN se evalu6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,3%.
Una muestra de ADN se consideraba integra cuando la imagen de su perfil se
correspondia a una banda. El nivel de degradacion venia determinado por la pérdida de
definicion de la banda predominante y el acompafiamiento de una estela o smear a lo
largo del gel. Para ello, se cargaron 1uM de ADN con 2uL de buffer de carga azul y 2
pL de agua en el gel usando el marcador GeneRuler 1kB (Thermo Fisher Scientific) como
escalera. El gel se extendid durante 60 minutos a 120mA en una cubeta y fuente de
alimentacion de electroforesis (figura 9A). Posteriormente, se obtuvieron las imagenes

mediante el Fotodocumentador de geles BIO-RAD (transiluminador UV) (figura 9B).

Figura 9. Determinacion del control de la integridad de ADN. A- Cubeta y fuente de alimentacion

de electroforesis. B- Fotodocumentador de gel BIO-RAD.
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Inicialmente el nimero de muestras incluidas en el estudio fueron 48, pues es la
cantidad que puede ser evaluada de forma simultdnea en seis Arrays de metilacion. En
base a los dos apartados anteriores se dio el visto bueno a 44 de las 48 muestras
seleccionadas, por lo que fueron excluidas 4 muestras debido a las siguientes razones. La
muestra 5 por la ausencia de banda, que confirmaba la presencia de degradacion o falta
de integridad. Las muestras 11, 35 y 44 por la baja cantidad total de ADN confirmada

ademas por la presencia de una banda muy tenue y poco definida (figura 10).

e L A B B e B R P

Figura 10. Electroforesis de las muestras.

Otro contratiempo que tuvimos a la hora de realizar el estudio epigendmico ocurrid
en el segundo dia del protocolo de metilacion que correspondia a la incubaciéon de ADN
a 37°C durante toda la noche en el Horno Illumina Hybridization. Accidentalmente y por
fuentes ajenas al servicio, esa noche se desconectd dicho termociclador, lo que supuso la
pérdida de todas esas muestras ya tratadas mediante los procedimientos anteriormente
descritos. Del remanente de ADN que quedaba de las muestras iniciales, en 4 pacientes
no se pudo extraer la cantidad minima deseada de 500 ng en 45uL. de ADN. Por lo que
tuvimos que seleccionar nuevamente un total de 8 muestras de pacientes para
posteriormente realizar la extraccion de ADN, el control de calidad y de integridad.
Finalmente, todas las nuevas muestras cumplieron satisfactoriamente las condiciones
(figura 11). Sin embargo, este percance supuso un retraso en el presente proyecto.
Ademas, es importante destacar que en la presente tesis doctoral se han analizado a nivel

epigenético un total de 18 muestras correspondientes a los grupos LVP - COCE y COCE
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convencional. Los demds grupos seran evaluados en estudios epigenéticos posteriores

que no se han contemplado en esta tesis doctoral.

48 49 50 51 52 53

v ——
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Figura 11. Electroforesis de las muestras adicionales.

43.2.4. ARRAY DE METILACION DE ADN.

El estado de metilacion del ADN se evalué mediante la plataforma de microarrays
de metilacion Infinium 850K EPIC DNA METHYLATION BEADCHIP (Illumina Inc,
San Diego, USA) que permite interrogar mas de 850.000 sitios CpG (dinucleotidos dianas
de la metilacion) en todo el genoma y cubre el 99% de los genes conocidos y el 95% de
las islas CpGU%). A continuacidn, se detalla el flujo de trabajo manual realizado segiin el

protocolo estandar de metilacion Infinium HD realizado a lo largo de 4 dias (figura 12).

Day 1 Day 2 Day 3 Day 4
A k BCD
Hands-on: 30 min/plate Hands-on: ~2 hours Hands-on: ~30 min Hands-on: ~20-30 min
Fluorometer: 5 min/plate R Incubation: 1 hour
Zymo EZ DNA oo
Lambda DNA Methylation Kit FMS
PicoGreen dsDNA Genomic DNA
1XTE tput MSA4 Plate BeadChip
BCD Plate
Sample QDNA Plate with v
Quantitated DNA !
; Hands-on: ~30 min
v d Incubation and Dry Time: Hends-onz~3 hous
v d Make MSA4 2 hours Dry Time: 1 hour
AL BISUNTLe Hands-on: ~45-60 min 2-propanol RA1
? t PM1 Formamide / EDTA
Hands-on: ~1.5 hours 0.1N NaOH PB1
Incubation: 17-18 hours MA1 MSA4 Plate XC1
.t RPM Xc2
Zymo EZ DNA MSM XC3
Methylation Kit tout Xc4
Genomic DNA MSAd Plate ;m
o ATM
\y Hands-on: ~30 min BeadChip
v Incubation: 1 hour
Incubation: 20-24 hours
RA1
MSA4 Plate with
Amplified DNA MSA4 Plate
iScan or HiScan System
Scan Time:
Yy 50 to 60 min/BeadChip
) vy 4

Image and Data Files

Hands-on: ~30-45 min
Incubation: 16-24 hours

PB2

BeadChip

Figura 12. Esquema por dias del protocolo de Illumina para el array de metilacion de ADN.
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e DIA I:

Previamente a iniciar el protocolo, se comprobo la correcta integridad, cantidad y

calidad del ADN seglin los parametros previamente descritos.
Conversion con bisulfito de las citosinas no metiladas (4rea pre-amplificacion):

En primer lugar, se distribuyeron de forma aleatoria los 500ng de ADN de cada
muestra en una placa de 96 pocillos. La conversion de bisulfito se realizd segin la
recomendacion del fabricante para [llumina Infinium Assay empleando el kit EZ DNA
Methylation (Zymo Research Corp, CA, USA) para que las citosinas no metiladas se
conviertan en uracilo y las citosinas metiladas permanezcan sin cambios (figura 13). La
deteccion de metilacion en ADN convertido con bisulfito (BCD, por sus siglas en inglés)
se basa en la diferente sensibilidad de la citosina y 5-metilcitosina a la desaminacion por

bisulfito, ya que, en condiciones 4cidas, la citosina se convierte en uracilo.

ggggCatgCCttCGgCtgaCtgg (top strand)
gtaCggaaGCCgaCtgaCC (bottom strand)

lBsquito conversion

gggglatgUUttCGglUtgaltgg (top strand)
gtallggaaGClUgaltga (bottom strand)

Figura 13. Conversion de las citosinas no metiladas en uracilos tras la conversion de bisulfito.
e DIA2:
Amplificacion (area pre-amplificacion):

Previamente las muestras se desnaturalizaron y neutralizaron para prepararlas para
la amplificacion. Para ello se empled 4 pL de cada muestra de ADN convertido en cada
pocillo y los reactivos MA1, NaOH 0,1N, RPM y MSM; también se realizo ciclos de

centrifugado, vortex e incubacion segun las especificaciones.
Incubacion del ADN (érea post-amplificacion):

El ADN desnaturalizado se amplificé isotérmicamente mediante incubacion a 37°C

durante 20 horas sin movimientos en un Horno Illumina Hybridization (figura 14). La
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amplificacion del genoma aumenta uniformemente la cantidad de muestra de ADN en

varios miles de veces.

Figura 14. Horno Illumina Hybridization empleado para la incubacion de ADN.
e DIA3:
Fragmentacion del ADN:

Se realiz6 gracias a un proceso enzimatico controlado que fragmenta el producto
amplificado. El proceso emplea la fragmentacion del punto final para evitar la sobre
fragmentacion. Para ello se empled el reactivo FMS, se realizo el vortex, centrifugado e

incubacion en Hybex Microsample Incubator a 37°C durante 1 hora (figura 15).

jenémica

nidad Epige:
INSTITUTO DE INVESTIGACION SANTTARIA LA FE

Figura 15. Hybex Microsample Incubator empleado para la fragmentacion de ADN.
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Precipitacion del ADN:

Se realizo la precipitacion con isopropanol, varios ciclos de vortex e incubacion y
finalmente se centrifug6 a 3000rcf a 4°C durante 20 minutos. Posteriormente se decantd
el sobrenadante de forma manual golpeando la placa sobre un area seca y se dejo la placa
durante 1 hora boca abajo sobre papel de filtro hasta que los pocillos estuviesen vacios

de liquido y se haya evaporado todo el sobrenadante.
Resuspension del ADN:

El ADN precipitado se resuspendio en tampon de hibridacion al afiadir el reactivo

RA1, realizar incubacion, vortex y centrifugado.
Hibridacion del BeadChip:

En primer lugar, el ADN resuspendido se incubd en Hybex Microsample Incubator
a 95°C durante 20 minutos y posteriormente se dejo a temperatura ambiente durante 30
minutos. Mientras tanto, se prepararon las camaras de hibridacion. A continuacion, se
coloco el reactivo PB2 en cada uno de los reservorios tampon de las camaras de
hibridacion y los microchips (BeadChips) en cada ranura de la cdmara de hibridacion,
haciendo coincidir el extremo del cddigo de barras con el simbolo del codigo de barras

de la camara.

Finalmente se anadi6 26 pL de cada muestra de ADN en la seccion de BeadChip
correspondiente y se incubo en horno Illumina Hybridation a 48°C durante 16 horas para

completar el proceso de hibridacion de las muestras (figura 16).

Figura 16. Disposicion en cada seccion de BeadChip del ADN de cada muestra.
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e DIA 4:

Tras retirar la cdmara de hibridacion del horno y dejar enfriar durante 30 minutos,
se realizo el lavado del ADN sin hibridar o con hibridacion inespecifica. Para ello se retird
de cada BeadChip el sello de la cubierta con un movimiento rapido para realizar los dos

lavados con PBI1 con la ayuda de las rejillas de lavado en cubetas de cristal (figura 17).

Figura 17. Cubetas de cristal con PB1 empleadas para realizar el lavado.

Posteriormente, se prepard cada BeadChip con las placas de vidrio y espaciadores
transparentes estdndar Infinium en el dispositivo de alineacién para muestras multiples

Alignment Fixture. Se fijo la cAmara de flujo capilar continuo con abrazaderas metalicas.
Extension y tincion (XStain) BeadChip:

En primer lugar, cada conjunto de cdmara de flujo continuo con BeadChips se
colocd sobre el dispositivo de bafio en seco Tecan (Te-Flow flow-through chamber) para
posteriormente afiadir los reactivos sobre cada camara de flujo capilar (figura 18).
Durante todo el proceso, la camara Tecan mantenia una temperatura constante de 44°C
controlado gracias a una sonda de control de temperatura Illumina, hasta que afiadiamos

el buffer STM y modificdbamos la temperatura segun las indicaciones del fabricante.

Figura 18. Dispositivo de bafio en seco Tecan (Te-Flow flow-through chamber).
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Posteriormente se realizé un lavado del ADN no hibridado con el reactivo RA1.
También se empled el reactivo TEM para extender los cebadores hibridados del ADN.
Esta reaccion incorpora nucledtidos marcados en los cebadores extendidos. Se afiadid
formamida al 95%/EDTA 1mM para eliminar el ADN hibridado. Tras la neutralizacion
con el reactivo XC3, los cebadores extendidos etiquetados se sometieron a un proceso de

tincion multicapa en la gradilla de camara.

Finalmente se desmontaron las camaras de flujo continuo y se lavaron los
BeadChips con el reactivo PB1, XC4 (figura 19A) y se secaron en bomba de vacio durante

30 minutos (figura 19B).

Figura 19. Lavado y secado de los BeadChips en bomba de vacio.

Lectura:

El andlisis de los BeadChips se realizo utilizando un escéner fluorescente Illumina
iScan (figura 20) que emplea un laser para excitar el fluor6foro del producto de extension
de base tnica en los BeadChips y registrar imagenes de alta resolucion de la luz emitida.

La puntuacion de metilacion de cada CpG se representd como valor beta.

Figura 20. Escaner fluorescente Illumina iScan SQ empleado para realizar la lectura de BeadChips.
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4.4, ANALISIS ESTADISTICO Y BIOINFORMATICO.

4.4.1. ANALISIS ESTADISTICO CLINICO - PATOLOGICO Y
EVOLUTIVO.

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el programa SPSS-18 (Statistical
Package for the Social Sciences) con licencia de la Universitat de Valéncia. El analisis

estadistico constd de una parte descriptiva y otra inferencial.

Para el andlisis descriptivo de todos los participantes, los resultados se describieron

como media + desviacion estandar (SD). Las variables categdricas se presentaron como
frecuencias y porcentajes en cada grupo. Para la representacion de los resultados se

emplearon graficos de barras y graficos de sectores.

Para la estadistica inferencial se realizaron diferentes analisis segliin el tipo de

variables estudiadas:

Entre variables cualitativas o categoricas se estudio su relacion con el test de “Chi-

cuadrado” (y2).

Entre variables cuantitativas o continuas con tendencia a la normalidad y variables
cualitativas dicotomicas se empleo la t-Student. Entre variables continuas no paramétricas
y variables cualitativas dicotomicas [0 en los casos en los que el tamafio muestral sea
inferior a 30 y no se podia realizar una aproximacion paramétrica] se empleo la U de

Mann-Whitney.

El nivel de significacion empleado en los analisis fue del 5% (o = 0,05), por lo que

cualquier p-valor inferior a 0,05 indicaba una relacion estadisticamente significativa.
4.4.2. ANALISIS BIOINFORMATICO.

Preprocesamiento de los datos.

Una vez procesadas las muestras, los datos brutos resultantes (archivos .IDAT) se
sometieron a un proceso de normalizacion utilizando el paquete minfiR (v. 1.38) y la
normalizacidn funcional con la finalidad de hacer comparables los datos procedentes de
todas las muestras del estudio. Posteriormente, las intensidades normalizadas fueron

transformadas en niveles de metilacion (valor ) utilizando el paquete estadistico R.
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Los marcadores CpG se clasificaron en funcion de su localizacién cromosémica,
de la quimica Infinium utilizada para interrogar el marcador (Infinium I, Infinium II) y
de su posicion respecto a la region génica segiin la anotacion de la UCSC (TSS1500,

TSS200, 5’UTR, ler Exé6n, Body, 3’UTR).

Entre los criterios adicionales se incluyeron su ubicacion respecto a las islas CpG
(isla, playa, orilla y mar abierto; ordenados de mayor a menor densidad de CpGs), las
regiones potenciadoras asociadas a Fantom-5, las regiones reguladoras descritas en el
proyecto ENCODE vy las secuencias de sitios de union a la transcripcion, las regiones de

cromatina abierta y los grupos de hipersensibilidad a DNasa.
Filtrado de CpGs. El filtrado de sondas se realizo en tres niveles.

Cada valor beta de la matriz EPIC se acompafi6 de un p valor de deteccion que
representa la confianza de un valor beta determinado. Se eliminaron las CpGs con un
elevado p valor de deteccion (p > 0,01) para excluir las sondas de baja calidad y con
mucha variabilidad en las repeticiones de los valores. Analisis anteriores indicaron que
un valor umbral de 0,01 permite hacer una distincion clara entre valores beta confiables

y no confiables(%7),

Se eliminaron las CpGs asociadas a SNPs (polimorfismo de un solo nucleétido,
polimorfismo de nucledtido simple, polimorfismo de nucledtido tinico), dado que los SNP

cercanos al sitio CpG pueden alterar los niveles de metilacion.

También se eliminaron las sondas de los cromosomas sexuales para evitar posibles

sesgos debidos al género.

Por lo tanto, en el filtrado de sondas realizado se identificaron y eliminaron 1.620
CpGs con un elevado p valor de deteccion (p > 0,01) y 2.932 CpGs asociadas a SNPs.
También se encontraron 19.681 CpGs asociadas a cromosomas sexuales. Por lo que, tras

el filtrado, se consideraron validas 842.179 CpGs para el estudio.
Disponibilidad de los datos.

Los datos de metilacion se han depositado en la base de datos ArrayExpress en

EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk/arrayexpress) con el nimero de acceso E-MTAB-12202.
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Analisis bioinformatico.

PERFIL DE METILACION GLOBAL.

El andlisis exploratorio no supervisado de los datos se realizd mediante dos
andlisis. Un andlisis de componentes principales (PCA) que mediante un algoritmo
matematico reduce la dimensionalidad de los datos al identificar direcciones, llamadas
componentes principales, a lo largo de las cuales la variacion en los datos es maxima.
Por lo que, permite evaluar visualmente si las muestras presentan similitudes o diferencias
o si se podrian agrupar('®®), También se emple6 el analisis de mapas de calor (heatmaps)
de observaciones y variables agrupadas para visualizar las agrupaciones de los datos de
metilacion en representaciones 2D de la matriz, donde las filas representan genes y las
columnas las diferentes condiciones. El color de cada casilla depende del nivel de
metilacion y sigue una escala donde el color verde representa una mayor ganancia de

metilacion.

El andlisis de metilacion diferencial supervisada entre ambos grupos se evaluo
mediante dos enfoques diferentes. Primero mediante el ajuste de un modelo de regresion
basado en rangos para cada CpGU%”. Los p valor se ajustaron mediante el uso de False
Discovery Rate!'®. Segundo mediante el ajuste de un modelo de regresion logistica
penalizado mediante Elastic Net'’?). El factor de penalizacion para la Elastic Net se
selecciond tomando la lambda mas alta con un error estandar minimo (regla de un error
estandar) de 500 repeticiones de validacion cruzada en 10 veces. A continuacion, se
utilizé la mediana de los 500 valores lambda como factor de penalizacion final. El
pardmetro de Elastic Net alpha (que regula la mezcla de penalizacion L1 y L2) se fijo en
0,4. Los CpGs con coeficientes diferentes de cero tras la penalizacion fueron
seleccionados y, por tanto, se consideraron relevantes para discriminar entre ambos

grupos(!70),

ANALISIS DE INTEGRACION DE DATOS TRANSCRIPTOMICOS Y DE
METILACION DE ADN.

Para este analisis de metilacion sélo se incluyeron los CpG localizados en regiones
promotoras de genes relevantes seleccionados a partir de los resultados del estudio de
RNAseq realizados de forma paralela a la presente tesis en estas mismas muestras

tisulares. Para ello, se realiz6 el ajuste de otro modelo de regresion logistica penalizado

95



mediante Elastic Net, siguiendo el mismo protocolo anteriormente descrito, para

seleccionar los CpGs capaces de discriminar los grupos!7?).

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico R

(version 4.2.0) y los paquetes de R glmnet (version 4.1-4) y DESeq?2 (version 1.30.1).
1.5 FINANCIACION.

La presente tesis doctoral ha sido realizada gracias a la subvencion de los Fondos
de Investigacion Sanitaria (FIS) del Instituto de Salud Carlos III a través del proyecto
P119/00790 (Cofinanciado por el Fondo Europeo de desarrollo Regional “A way to make

Europe”), cuyo investigador principal y adquisidor de fondos es el Prof. Jos¢ Bagan.
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5. RESULTADOS






5.1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LAS VARIABLES CLINICO -
PATOLOGICAS Y EVOLUTIVAS.

A continuacién, vamos a realizar el andlisis descriptivo de las variables de los 48
pacientes incluidos y distribuidos en los siguientes grupos bien diferenciados (tabla 12)

(figura 21)(figura 22)(figura 23)(figura 24):

Pacientes N Porcentaje
Total 48 100%
Leucoplasias homogéneas 8 16,7%
LVP — no cancer 12 25%
LVP - COCE 8 16,7%
COCE convencional 10 20,8%
Controles 10 20,8%

Tabla 12. Numero de pacientes incluidos en cada uno de los grupos. LVP: leucoplasia verrugosa

proliferativa. COCE: carcinoma oral de células escamosas.

Figura 21. Multiples lesiones de leucoplasia verrugosa proliferativa no cancer de un mismo

paciente afectando a diferentes localizaciones como encia vestibular y palatina maxilar derecha, asi como

encias y fondo de vestibulo de dientes mandibulares. [Fotos cedidas por Clinica Medicina Bucal (Dres. Bagan)]

99



Figura 22. Leucoplasia homogénea en borde lateral derecho de lengua. [Foto cedidas por Clinica
Medicina Bucal (Dres. Bagan)]

Figura 23. Transformacion maligna a carcinoma oral de células escamosas en encia edéntula en

zona de premolares en paciente en seguimiento de LVP. [Foto cedidas por Clinica Medicina Bucal (Dres. Bagan)]

Figura 24. Carcinoma oral de células escamosas localizado en encia mandibular en zona del

primer molar inferior izquierda. [Foto cedidas por Clinica Medicina Bucal (Dres. Bagéan)]
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5.2 VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS.
5.2.1. EDAD.

La edad media de nuestros pacientes era de 70,5 afios con una desviacion tipica de
11,76 afios, y un rango de edades comprendido entre 50 y 96 afios. La edad media, la
desviacion tipica y los valores minimos y maximos de la edad de cada grupo de pacientes
se resume en la tabla 13. No encontramos diferencias estadisticamente significativas entre

los diferentes grupos de pacientes (ANOVA p = 0,062).

Pacientes N Media SD Minimo Maximo
Total 48 70,5 11,76 50 96
Leucoplasias homogéneas 8 65,62 8,38 54 82
LVP — no cancer 12 66,83 12,16 50 84
LVP - COCE 8 80,25 12,42 61 96
COCE convencional 10 72,8 9,05 59 83
Controles 10 68,7 12,34 54 89

Tabla 13. Edad expresada en afios en cada grupo. SD: desviacion tipica.

5.2.2. SEXO.

La frecuencia y porcentaje de la distribucion segin sexo y grupo estd descrita en
la tabla 14. Como se puede observar, existe un alto predominio de mujeres en todos los
grupos. No encontramos diferencias significativas entre los distintos grupos (Chi? p >

0,05).

Mujeres Varones

Frecuencia Porcentaje = Frecuencia Porcentaje

Total 32 66,7% 16 33,3%

Leucoplasias homogéneas 5 62,5% 3 37,5%
LVP — no cancer 9 75% 3 25%
LVP - COCE 6 75% 2 25%
COCE convencional 6 60% 4 40%
Controles 6 60% 4 40%

Tabla 14. Distribucion de sexo segun los distintos grupos del estudio.
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5.2.3. HABITOS TOXICOS.

Mayoritariamente los pacientes no referian ser fumadores ni consumidores de
alcohol en la anamnesis (tabla 15). Al igual que en los apartados anteriores, no
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los distintos grupos en

ninguno de los dos habitos toxicos (Chi? p > 0,05).

Tabaco Alcohol

Si (%) No (%) Si (%) No (%)

Total 16 33%)  32(67%) 4 (8,3%) 44 (91,7%)
Leucoplasias homogéneas 4 (50%) 4 (50%) 2 (25%) 6 (75%)
LVP —no cancer 5(41,7%)  7(58,3%)  1(8,3%) 11(91,7%)
LVP - COCE 1(12,5%) 7 (87,5%) 0 8 (100%)
COCE convencional 4 (40%) 6 (60%) 1 (10%) 9 (90%)
Controles 2 (20%) 8 (80%) 0 10 (100%)

Tabla 15. Distribucion de habitos toxicos referidos por los pacientes de cada grupo.

5.3. VARIABLES CLINICAS.
5.3.1. LOCALIZACION ANATOMICA DE LAS MUESTRAS.

De forma global, el 41,6% de las muestras estudiadas, correspondientes a 20

pacientes, se localizaban en las encias. Las siguientes localizaciones mas frecuentes

fueron la lengua, mucosa yugal y paladar (tabla 16) (figura 25).

Localizacion Encia Encia Suelo Mucosa Trigono
Paladar Lengua Labios
(%) maxilar mandibular de boca yugal retromolar
Total 9 (18,7) 11 (22,9) 6(12,5)  9(18,7) 3(6,3) 8 (16,7) 1(2,1) 1(2,1)
Leucoplasias
1(12,5) 1(12,5) | 3(37,5) | 2(25) 1(12,5)
homogéneas
LVP —no
i 2 (16,7) 2 (16,7) 2(16,7) 1(8,3) 4(33,3) 1(8,3)
cancer
LVP-COCE | 3(37,5) 2(25) 2(25) 1(12,5)
COCE
1 (10) 2 (20) 1(10) 4 (40) 1(10) 1(10)
convencional
Controles 2 (20) 5(50) 1(10) 2 (20)

Tabla 16. Frecuencia y porcentaje de las localizaciones de las muestras por grupos.
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m Encia maxilar m Encia mandibular ~ m Paladar Lengua
15 Suelo de boca ® Mucosa yugal m Labios m Trigono retromolar

LVP - COCE COCE LVP —no céncer  Leucoplasias Controles
convencional homogéneas

Figura 25. Grafico de barras correspondiente a la localizacion anatomica de cada muestra

distribuidas seguin cada grupo.

5.3.2. CUADRO CLINICO.

Las caracteristicas clinicas de las lesiones las vamos a dividir segiin pertenezcan a

lesiones tumorales (malignas) o no tumorales (no malignas) en cada uno de los grupos.
LESIONES TUMORALES:

En este subgrupo se analiza la apariencia clinica de las lesiones de los pacientes
con leucoplasia verrugosa proliferativa que desarrollaron carcinomas orales y los
pacientes con COCE convencional. En estos ultimos existia un claro predominio
estadisticamente significativo de la presentacion clinica ulcerada (p = 0,022) (figura 26),
sin embargo, los pacientes LVP-COCE presentaban una mayor variedad de tipo de

presentacion clinica de las lesiones tumorales (tabla 17).

Forma clinica LVP - COCE COCE convencional
Eritroplasia 2 (25%) -
Ulcerada 1 (12,5%) 9 (90%)
Exofitica (verrugosa) 3 (37,5%) -

Mixta 2 (25%) 1 (10%)

Tabla 17. Tipo de presentacion clinica de las lesiones tumorales incluidas en el estudio segun el

grupo al que pertenezcan.
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Figura 26. Carcinoma oral de células escamosas localizado en borde lateral izquierdo de lengua en

forma de ulceracion. Paciente perteneciente al grupo de COCE convencional. [Foto cedidas por Clinica Medicina
Bucal (Dres. Bagan)]

LESIONES NO TUMORALES:

En este subgrupo se incluye las lesiones no tumorales de los pacientes con LVP y
leucoplasias homogéneas (tabla 18) (figura 27). En el grupo LVP predominaron las

lesiones exofiticas y verrugosas.

Forma clinica LVP no cancer Leucoplasia homogénea
Leucoplasia verrugosa 10 (83%) -
Leucoplasia homogénea 2 (17%) 8 (100%)

Tabla 18. Tipo de presentacion clinica de las lesiones no tumorales.

Figura 27. Leucoplasias homogéneas localizadas en paladar y en encia vestibular en dos pacientes

diferentes. Foto cedidas por Clinica Medicina Bucal (Dres. Bagan)]
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5.3.3. TAMANO CLINICO.
LESIONES TUMORALES:

La media del mayor didmetro en centimetros para el grupo LVP — COCE era de

2,7+ 0,32 cm y para el grupo COCE convencional de 2,85 £+ 1,08 cm (tabla 19).

Pacientes n Media SD Minimo Maximo
LVP - COCE 8 2,7 0,32 2,3 3
COCE convencional 10 2,85 1,08 1,5 5

Tabla 19. Tamafio medio del mayor didmetro de las lesiones tumorales expresado en centimetros.

La media del 4rea total de las lesiones fue de 5,04 + 2,19 cm? para el grupo LVP —
COCE y de 4,99 + 3,61 cm? para el grupo COCE convencional (tabla 20).

Pacientes n Media SD Minimo Maximo
LVP - COCE 8 5,04 2,19 2,99 9
COCE convencional 10 4,99 3,61 1,5 13,5

Tabla 20. Area media total de las lesiones tumorales expresado en centimetros cuadrados.

5.3.4. LOCALIZACIONES AFECTADAS, TIPO DE LESIONES Y
PORCENTAIJE DE AFECTACION DE LOS PACIENTES CON LVP.

Todos los pacientes con LVP presentaban multiples lesiones en el momento de

inclusion en el presente estudio.
PACIENTES LVP — COCE:

En este grupo, la media de localizaciones afectadas fue de 11,25 + 4,65 , lo que
supone una afectacion del 43,25 + 17,83 % de la mucosa oral con alguna lesion del
espectro clinico de LVP. En la tabla 21 se puede observar el numero, porcentaje de

afectacion y tipo de lesiones de cada paciente LVP-COCE.

Numero . . % afectacion
Tipo de lesiones

localizaciones mucosa oral ™!

Leucoplasia homogénea, leucoplasia
LVP-COCE 1 17 65
verrugosa
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LVP-COCE 2 8 Leucoplasia verrugosa y mixtas 30

Leucoplasia homogénea, leucoplasia
LVP-COCE 3 8 ) ] 31
verrugosa y eritroleucoplasias
Leucoplasia homogénea, leucoplasia
LVP-COCE 4 15 58
verrugosa
Leucoplasia homogénea, leucoplasia

LVP-COCE 5 6 ) ) 23
verrugosa, eritroleucoplasia

LVP-COCE 6 18 Leucoplasia verrugosa 69

Leucoplasia homogénea, leucoplasia
LVP-COCE 7 9 ) ) 35
verrugosa, eritroleucoplasia

Leucoplasia homogénea, leucoplasia
LVP-COCE 8 9 35
verrugosa

Tabla 21. Porcentaje de afectacion de la mucosa oral y tipo de lesiones presentes en cada paciente
perteneciente al grupo LVP — COCE. "'El porcentaje de afectacion se ha calculado dividiendo el nimero

de localizaciones afectadas entre el nimero total de localizaciones en las que hemos dividido la boca.

La distribucion de las localizaciones mas frecuentemente afectadas, asi como el
tipo de lesiones estan descritas en la tabla 22. Las encias (maxilares o mandibulares)
mostraban lesiones en todos los pacientes, seguido de la afectacion lingual (88% de los
pacientes) y de la afectaciéon de la mucosa yugal (75% de los pacientes). Todos los

pacientes presentaban alguna lesion en el lado izquierdo de sus mucosas.

En cuanto al tipo de lesiones, las lesiones verrugosas se encontraron en la totalidad
de los pacientes, de los cuales tres pacientes presentaban lesiones verrugosas tumorales
confirmadas mediante estudio histopatologico (e incluidas como muestras para esta tesis).
Las leucoplasias homogéneas también fueron muy frecuentes (tabla 22 y figura 28). En

el lado derecho predominaron las lesiones de tipo verrugosas, sin embargo, en el lado

izquierdo las de tipo leucoplasias homogéneas.

Tipo de lesién Encia Encia Paladar  Lengua Suelo Mucosa Tty Lado Lado
mx mb boca derecho izquierdo
L. Homogénea 2 1 5 1 5 4 6 6 (75%)
L. Verrugosa 5 3 3 4 2 1 6 3 8 (100%)
Eritroleucoplasia 1 2 1 (13%)
Mixta 1 1 1 1(13%)
Tumoraciéon 5 2 2 1 2 5 8 (100%)
Total” 7(88%) | 7(88%)  6(75%) | 7(88%) @ 4(50%) = 6(75%) 1(13%) | 7(88%) | 8(100%)
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Tabla 22. Tipo de lesion y localizacion de las lesiones de los pacientes pertenecientes al grupo LVP
- COCE. " El porcentaje total representa la proporcion de pacientes con afectacion en las distintas

localizaciones y segun el tipo de lesion. Mx: maxilar. Mb: mandibular.
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L. Verrugosa L. Homogénea  Eritroleucoplasia Mixta Tumoracién

Figura 28. Porcentaje del tipo de lesiones presentes en los ocho pacientes del grupo LVP — COCE.

PACIENTES LVP — no cancer:

Todos los pacientes pertenecientes a este grupo presentaban afectacion gingival.
Un 92% presentaba alguna lesion en las encias mandibulares y un 83% en las encias
maxilares. Las siguientes localizaciones mas frecuentemente afectadas fueron la mucosa
yugal y el paladar. La media del porcentaje de afectacion de la mucosa oral fue de 50,65
+ 15,96 % (tabla 23).

% afectacion
Localizaciones afectadas

mucosa oral ™!

LVP1 Encia (1°, 2°, 3°, 4°), mucosa yugal, paladar, trigono retromolar 54
LVP2 Encia (1°, 3°, 4°), mucosa yugal, paladar, suelo de boca 31
LVP3 Encia (1°, 4°), mucosa yugal, paladar 23
LVP4 Encia (2°, 3°, 4°), mucosa yugal, paladar, labios, lengua 70
LVP5 Encia (1°, 2°, 3°, 4°), mucosa yugal, paladar, suelo de boca, lengua 77
LVP 6 Encia (3°, 4°), mucosa yugal, paladar, suelo de boca, lengua 35
LVP7 Encia (1°, 2°, 3°, 4°), mucosa yugal, paladar, suelo de boca, lengua 54
LVP 8 Encia (1°, 2°, 3°, 4°), mucosa yugal, paladar, suelo de boca, lengua 62
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LVP9 Encia (1°, 2°), mucosa yugal, paladar, labios 46

LVP 10 Encia (3°, 4°), mucosa yugal, paladar, suelo de boca, lengua 42
LVP 11 Encia (1°, 2°, 3°, 4°), mucosa yugal, lengua, labios 62
LVP 12 Encia (1°, 3°), mucosa yugal, paladar, lengua 54

Tabla 23. Localizacion y porcentaje de afectacion de la totalidad de la mucosa oral de lesiones de
los pacientes pertenecientes al grupo LVP. 1°: encia del cuadrante superior derecha. 2°: encia del cuadrante

superior izquierda. 3°: encia del cuadrante inferior izquierda. 4°: encia del cuadrante inferior derecha.

54. VARIABLES HISTOPATOLOGICAS.

Nuevamente se van a presentar los resultados en dos apartados diferenciados segiin

las caracteristicas de cada subgrupo de pacientes.
LESIONES TUMORALES:

El 50% de los pacientes pertenecientes a cada grupo con lesiones tumorales
presentaron un grado tumoral bien diferenciado (figura 29). El resto de pacientes del
grupo COCE convencional presentaron un grado de diferenciacion tumoral moderado
(figura 29). La infiltracion 6sea afectd de forma similar a ambos grupos y la infiltracion
muscular fue muy rara, so6lo se observé en un paciente del grupo COCE convencional

(tabla 24). No encontramos diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05).

Grado tumoral LVP - Grado tumoral COCE
COCE convencional

GO0 mGl mG2 =@G3 GO0 mGl mG2 =@G3

Figura 29. Porcentaje de cada grado tumoral de los pacientes con LVP — COCE y los pacientes con

COCE convencional.
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La media de la profundidad de invasion de las lesiones tumorales del grupo LPV —
COCE fue de 3,62 + 2,21 y la del grupo COCE convencional de 6,39 + 2,18. A pesar de
las diferencias, no encontramos diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-

Whitney p = 0,075).

En los pacientes con COCE convencional se encontré presencia de invasion
perineural o linfovascular en el 70% y 20%, respectivamente (figuras 30 - 31). A
diferencia de la infiltracion perineural y linfovascular del grupo LVP-COCE que fue del
25% (tabla 24 y figuras 30 - 31). De igual modo no encontramos diferencias significativas

ni en la infiltracion perineural (Chi? p = 0,058) ni en la linfovascular (Chi? p = 0,8).

Infiltracion perineural LVP - COCE Infiltraciéon perineural COCE
25% 30%
75% 70%
m Presencia  ® Ausencia m Presencia ™ Ausencia

Figura 30. Presencia de infiltracion perineural en cada grupo de pacientes con lesiones tumorales

analizadas.
Infiltracion linfovascular LVP - COCE Infiltracion linfovascular COCE
20%
25% °
75%
- 80%

m Presencia m Ausencia m Presencia m Ausencia

Figura 31. Presencia de infiltracion linfovascular en cada grupo de pacientes.
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La afectacion de los margenes quirdrgicos se observé en el 28% de los pacientes
LVP — COCE en comparacion al 10% del otro grupo. Sin embargo, la presencia de
metastasis ganglionar fue mas comun en el grupo COCE convencional. La metastasis a
distancia fue excepcional y ocurri6 sélo en un paciente del grupo COCE convencional
que sufrid metastasis pulmonar a los 19 meses. En ninguna de estas caracteristicas

obtuvimos diferencias significativas (p > 0,05).

A modo resumen se encuentran las caracteristicas histopatologicas en la tabla 24.

COCE
LVP - COCE
convencional
n=3§
n=10

GO 2 (25%) -

Gl 4 (50%) 5 (50%)
Grado tumoral
G2 1 (12,5%) 4 (40%)
G3 1 (12,5%) 1 (10%)
Ausencia 5(62,5%) 6 (60%)
Infiltracién Osea 3(37,5%) 3 (30%)
Muscular - 1 (10%)
DOI (mm) 3,62+2,21 6,39 £ 2,18
Presencia invasion perineural 2 (25) 7 (70%)
Presencia invasion linfovascular 2 (25) 2 (20%)
Libres 5(72%) 9 (90%)
Margenes quirurgicos

Afectos 2 (28%) 1 (10%)
Presencia metastasis ganglionar 1(12,5%) 3 (30%)
Presencia metastasis a distancia - 1 (10%)

Tabla 24. Caracteristicas histopatologicas de las lesiones tumorales de ambos grupos.

ESTADIAJE TUMORAL CLINICO Y PATOLOGICO:

Clinicamente, la distribucion de estadios, tanto iniciales como avanzados, fue
similar en el grupo LVP - COCE. Sin embargo, fueron mas frecuentes los estadios
avanzados en el grupo COCE convencional (60%) (figura 32). Una vez realizado el
consecuente estudio histopatolégico postoperatorio, el estadio del TNM patoldgico no se

modificé en el grupo LVP — COCE; sin embargo, en el grupo COCE convencional dos
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pacientes mas fueron catalogados como estadio IV (tabla 25 y figura 33).

¢TNM LVP-COCE ¢TNM COCE

|
12,5%

Figura 32. Frecuencias del estadiaje TNM clinico de cada grupo de pacientes oncologicos.

pTNM LVP-COCE pTNM COCE

|
12,5%

Figura 33. Frecuencias del estadiaje TNM patoldgico de cada grupo de pacientes.

Estadio LVP-COCE (n=8) COCE convencional (n =10)
I 1 (12,5%) 2 (20%)
I 3 (37,5%) 2 (20%)
¢TNM
111 1 (12,5%) 2 (20%)
v 3 (37,5%) 4 (40%)
I 1 (12,5%) 2 (20%)
I 3 (37,5%) 2 (20%)
pTNM
111 1 (12,5%) -
v 3 (37,5%) 6 (60%)

Tabla 25. Estadiaje TNM clinico y patologico de los pacientes oncoldgicos.
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LESIONES NO TUMORALES:

En el momento del diagnostico de las muestras biopsiadas, se observo la presencia
de displasia epitelial en el 75% de los pacientes LVP — no cancer y de las leucoplasias
homogéneas. Del mismo modo, en ambos grupos fue mas frecuente la presencia de

displasia epitelial leve (tabla 26 y figura 34).

Sin displasia 2 (25%) 3 (25%)
Displasia leve 5(62,5%) 7 (58,4%)
Displasia moderada 1(12,5%) 1 (8,3%)
Displasia severa - 1 (8,3%)

Tabla 26. Distribucion del grado de displasia epitelial inicial en los grupos de lesiones no malignas.

Leucoplasias homogéneas LVP - no cancer

12,5%

25,0%

B Sin displasia ®D. leve mD. moderada mD. severa B Sin displasia ®D. leve mD. moderada mD. severa

Figura 34. Frecuencias del resultado del estudio histopatologico de las LVP — no céancer y de las

leucoplasias homogéneas.

5.5. VARIABLES EVOLUTIVAS:
5.5.1. MANEJO Y TRATAMIENTO DE LOS PACIENTES.
PACIENTES ONCOLOGICOS:

En ambos grupos fue mas frecuente la extirpacion quirtrgica. En el grupo LVP —
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COCE un paciente rechazé cualquier tratamiento. En el grupo COCE convencional, el

resto de pacientes recibieron radioterapia o quimioterapia subyacente (tabla 27).

LVP - COCE COCE convencional

n="7 n=10

Extirpacion quiriargica (QX) 5(72%) 6 (60%)
Quimioterapia (QT) 1 (14%) -

QX +RT - 3 (30%)

QX+ RT+ QT - 1 (10%)
Radioterapia + Cetuximab 1 (14%) -

Tabla 27. Manejo terapéutico empleado en los pacientes oncologicos.

PACIENTES NO ONCOLOGICOS:

A los pacientes con leucoplasias o LVP y ausencia de displasia epitelial o presencia
de displasia leve se les realizd controles periddicos sucesivos cada 3 o 6 meses. Los
pacientes que presentaban displasia epitelial moderada o severa recibieron tratamiento
quirurgico convencional. Si en posteriores controles evolutivos, clinicamente presentaban
variaciones en la apariencia, forma o tamafio, se les realizaba una o varias biopsias para

el consiguiente estudio histopatologico.
PACIENTES CON LEUCOPLASIA VERRUGOSA PROLIFERATIVA:

En el grupo de pacientes con leucoplasia verrugosa proliferativa y ausencia de
antecedentes de carcinoma oral, registramos todos los tratamientos realizados a lo largo
de su seguimiento asi como la presencia de recidiva (tabla 28). Como se puede observar,

el 75% de las lesiones de los pacientes tratados recidivaron tras su manejo terapéutico.

Tratamientos realizados Recidiva

LVP1 Biopsias seriadas Si
LVP2 Escision quirtrgica + laser CO, Si
LVP3 Escision quirtrgica + laser CO, + biopsias seriadas Si
LVP 4 Laser CO, + biopsias seriadas Si
LVP 5 Escision quirtrgica + laser CO» + retinoides topicos + biopsias seriadas Si
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LVP6 Escision quirargica + laser CO; + biopsias seriadas Si

LVP7 Biopsias seriadas No
LVP 8 Biopsias seriadas No
LVP9 Biopsias seriadas No

Escision quirargica + laser CO, + metotrexato + terapia fotodinamica +
LVP 10 o ) Si
biopsias seriadas

LVP 11 Escision quirargica + biopsias seriadas Si

LVP 12 Escision quirtrgica + laser CO, Si

Tabla 28. Manejo terapéutico a lo largo del seguimiento de cada paciente con LVP y ausencia de

antecedentes de carcinoma oral.

En los pacientes incluidos con esta enfermedad, tanto con lesiones tumorales como
no, registramos el numero total de biopsias realizadas. En el grupo de LVP con presencia
de malignizacidn, la media de nimero de biopsias realizadas fue mayor, asi como el
nimero minimo y maximo de biopsias (tabla 29). Sin embargo, estas diferencias no

fueron estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney p = 0,087).

Pacientes n Media SD Minimo Maximo
LVP - COCE 8 8,63 2,26 5 12
LVP no cancer 12 5,91 3,31 2 11

Tabla 29. Numero de biopsias realizadas en cada grupo de pacientes LVP en su seguimiento.

5.5.2. EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD.
ENFERMEDAD TUMORAL.:

Soélo un paciente en cada grupo presento recidiva local de la enfermedad (tabla 30).
El paciente del grupo LVP — COCE recidivo a los 8 meses y fue tratado con quimioterapia
y radioterapia. El paciente con COCE convencional recidivé a los 6 meses y fue tratado

de la misma forma que el anterior.

LVP - COCE COCE convencional

n=_3§ n=10

Recidiva local 1 (13%) 1 (10%)
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Segundo tumor primario 4 (50%) 2 (20%)
Metastasis a distancia - 1 (10%)

Exitus 1 (13%) 2 (20%)

Tabla 30. Numero de pacientes y frecuencia de presencia de recidiva, segundos tumores primarios,

metastasis a distancia o exitus en cada grupo de pacientes con patologia tumoral.

La presencia de segundos tumores primarios fue mayor en el grupo LVP — COCE,
ya que el 50% de estos pacientes desarrollaron al menos un segundo tumor primario. Uno
de los cuales desarrollo dos segundos tumores primarios y otro tres (tabla 31). E1 20% de
los pacientes del grupo COCE convencional desarrollaron un segundo tumor primario.

No encontramos diferencias significativas entre ambos grupos (Chi? p = 0,18).

1° segundo 2° segundo 3° segundo

Tumoracion
Pacientes tumor tumor tumor
primaria
primario primario primario

LVP-COCE 1 Paladar izq Encia mx Enciamb  Suelo boca
LVP - COCE 2 Yugal der Encia mb
LVP - COCE 4 Enciambizq Encia mx Yugal izq

Encia mx Encia mx
LVP - COCE 6

der ant der post

COCE convencional 3  Lengualat  Suelo boca

COCE convencional 8 Encia mb Yugal izq

Tabla 31. Numero y localizacion de segundos tumores primarios en los pacientes oncologicos. 1zq:

izquierda. Der: derecha. Mx: maxilar. Mb: mandibular. Lat: lateral. Post: posterior.

Se objetivaron metastasis a distancia del tumor primario inicamente en un paciente
del grupo COCE convencional. La paciente fue diagnosticada de metastasis pulmonar a

los 19 meses y tratada con quimioterapia.

Al final del seguimiento, fallecieron tres pacientes, uno perteneciente al grupo LVP

— COCE y dos con COCE convencional debido a la evolucion de la enfermedad.
ENFERMEDAD NO TUMORAL.:

Ningunas de las leucoplasias homogéneas incluidas en el estudio transformaron a
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carcinoma oral. Sin embargo, el 42% de los pacientes con LVP sufrieron transformacion
maligna a COCE a lo largo de su seguimiento. De hecho, encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos (Chi? p = 0,035). Los 5 pacientes que
transformaron a carcinoma oral de células escamosas, previamente presentaron lesiones
verrugosas con distintos grados de displasia. El tiempo medio de trasformacién maligna
fue de 6,8 + 5,54 meses. En todos los pacientes se realizo la extirpacion quirdrgica de la
lesion como tratamiento, a excepcion de un paciente al cual también se le administrd

radioterapia coadyuvante (tabla 32).

Histopatologia Tiempo

Pacientes Localizacion Tratamiento
previa ™
LVP —no cancer 3 Encia mb der D. severa 8 meses QX
LVP - no cancer 5 Paladar der D. moderada 4 meses QX
LVP —no cancer 6  Trigono retro izq D. leve 16 meses QX +RT
LVP —no cancer 10 Encia mb der D. leve 3 meses QX
LVP — no cancer 12 Lengua izq D. leve 3 meses QX

Tabla 32. Pacientes del grupo LVP — no cancer que sufrieron transformacion maligna a COCE.

Mb: mandibular. Der: derecha. Izq: izquierda. D: displasia. Qx: extirpacion quirirgica. Rt: radioterapia.
5.6. INTERVALOS TEMPORALES.

5.6.1. TIEMPO DE SEGUIMIENTO:

El tiempo medio de seguimiento en afios de los pacientes pertenecientes a la
cohorte de leucoplasias verrugosas proliferativas fue mayor al de los otros dos grupos.
Asi mismo, fue mayor el tiempo de seguimiento en los pacientes con LVP que

transformaron a carcinoma oral de células escamosas (tabla 33 y figura 35).

Minimo Maximo

Pacientes
(afios) (afios)
Leucoplasia homogénea 7,05 8,34 1,39 21,17
LVP —no cancer 9,53 4,67 2,07 20,06
LVP - COCE 11,11 7,58 1,27 24,33
COCE convencional 2,14 0,8 0,42 3,05

Tabla 33. Tiempo de seguimiento de cada grupo de pacientes expresado en afios.
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Figura 35. Tiempo medio de seguimiento expresado en afios de cada uno de los grupos de pacientes

incluidos en el estudio.

5.6.2. TIEMPO DE TRANSFORMACION MALIGNA GRUPO LVP - COCE:

El tiempo medio de transformaciéon maligna desde la fecha de la primera visita y
exploracion hasta el desarrollo del primer carcinoma (cuyas muestras estan incluidas en
la presente tesis) fue de 9,21 £ 7,11 afios, con un valor minimo de 0,14 afios y maximo
de 21,18 afos. La paciente que evoluciono a carcinoma oral en mes y medio, fue derivada
a nuestro servicio desde su centro de seguimiento por la evolucidon y empeoramiento de

la enfermedad y referia un seguimiento previo de 4 afios.
5.6.3. TIEMPO DE SUPERVIVENCIA:

El tiempo de supervivencia fue calculado desde la toma de la biopsia incluida en
este estudio hasta la ultima revision del seguimiento en febrero de 2022 o hasta la fecha
de exitus del paciente (tabla 34). No encontramos diferencias significativas entre los

distintos grupos de pacientes incluidos (p > 0,05).

Pacientes Media SD Minimo Maximo
Leucoplasia homogénea 2,38 0,78 1,33 3,26
LVP —no cancer 1,95 0,87 0,69 3,17
LVP - COCE 1,9 1,06 0,12 3,15
COCE convencional 2,14 0,8 0,42 3,05

Tabla 34. Tiempo de supervivencia de cada grupo de pacientes expresado en afios.
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5.7. ANALISIS EPIGENOMICO.

En la evaluacion mediante fluorimetria con Qubit® y mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1,3% para valorar la calidad, concentracion e integridad del ADN total
se observo que todas las muestras cumplian las condiciones necesarias para la realizacion

del presente estudio epigendmico.

COMPARACION DEL EPIGENOMA ENTRE LOS GRUPOS LVP - COCE

vs COCE convencional.
PERFIL DE METILACION GLOBAL (Genome — Wide DNA Methylation).
Analisis exploratorio no supervisado.

En el andlisis de componentes principales no se encontraron diferencias claras
entre ambos grupos (figura 36). Como era de esperar, no se observaron conglomerados

evidentes entre los distintos grupos de pacientes ni valores anémalos en los datos.
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Figura 36. Analisis de componentes principales diferenciando por color y forma los dos grupos de

pacientes estudiados.

Para complementar el analisis PCA, se realizé un mapa de calor con 5.000 CpGs
seleccionadas al azar y un analisis de conglomerados jerarquico en las observaciones
como variables (figura 37). Los resultados coincidieron con el andlisis anterior, al no
observarse una distincion clara entre grupos. Esta ausencia de conglomerados evidentes
puede explicarse por el hecho de que ambos grupos estan formados por pacientes con

carcinomas orales de células escamosas.
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4 Group
N COCE
N LVP-COCE
2
0
-2
-4

9 7 6 41 33 31 44 18 1 26 25 34 17 32 24 42 23 11

Figura 37. Mapa de calor (Heatmap) y agrupacion jerarquica de las 5.000 CpGs aleatorias

evaluadas en los 18 pacientes incluidos.
Analisis diferencial de metilacion supervisado.

Como hemos detectado que un andlisis no supervisado no hace distincion entre
grupos, hemos realizado este andlisis para encontrar las CpGs con diferencias

significativas en metilacion que permitieran distinguir a cada grupo.

Se realiz6 un analisis de metilacion diferencial mediante el ajuste de modelos de
regresion basada en rangos para cada valor de metilacion CpG. Después de corregir las

comparaciones multiples mediante False Discovery Rate, se encontraron 14 CpGs
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correspondientes a 10 genes con diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos (p ajustado < 0,05) (tabla 35). Ademas de esto, los resultados también se
representaron en un mapa de calor con los valores de estas CpGs y se confirmo

visualmente las diferencias existentes entre ambos grupos al usar los 14 CpGs (figura 38).

Metilacién Relacion con la Regién

diferencial isla CpG estructural

cg24794734 AGL -0.007 playa TSS1500,
5’UTR, ler Exon

cg24179734 BRD9 -0.30 playa Cuerpo
cg04407470 NR2El 0.49 isla Cuerpo
€g25440307 ZNF777 -0.019 isla Cuerpo
cg06728147 PITRM1 -0.47 mar abierto Cuerpo
cg01128042 CASP7 0.35 mar abierto Cuerpo
€g26134913 - 0.32 playa -

cg24578679 CYP11Al 0.25 isla Cuerpo, TSS200
cg07808661 Cl18orf18 0.27 isla Cuerpo, TSS200
cg15787284 ZNF433 0.28 isla TSS20
cg27119318 WRB -0.19 playa Cuerpo, TSS200
cg21736411 WRB -0.08 playa Cuerpo, TSS200
cg19684207 WRB -0.18 playa Cuerpo, TSS200
cg15977137 WRB -0.16 playa Cuerpo, 5’UTR,

ler Exon
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Tabla 35. CpGs y sus correspondientes genes resultados del analisis de metilacion diferencial
mediante el ajuste de modelos de regresion basados en rangos. De cada CpG se ha incluido su ubicacion
con respecto a la isla CpG y la region génica a la que pertenece (TSS1500 si se localizan en una region
entre 200-1500 pares de bases aguas arriba del sitio de inicio transcripcional (TSS); TSS200 si se localiza
de 0-200 pares de bases aguas arriba de TSS; 5’UTR representa la region no traducida 5°; ler Exon es la
abreviatura del primer exon del gen; Cuerpo si se localiza en el interior del gen; 3’UTR representa la region

no traducida 3°).

€g25440307

cg06728147

€g27119318

2 Group
COCE
LVP-COCE

cg19684207
cg15977137

cg21736411 P

QDT L
I o -
N

€g24794734
€g24179734
cg15787284
cg07808661
cg01128042
€g24578679
€g26134913

cg04407470

17 31 6 33 41 9 256 23 26 7 1 42 34 44 11 24 32 18

Figura 38. Mapa de calor y agrupacion jerarquica con los valores de metilacion de las CpGs
diferencialmente metiladas segtin el andlisis de regresion basa en rangos. Los resultados de la metilacion
diferencial muestran una clara discriminacion entre ambos grupos al usar las 14 CpGs. Las CpG con mayor

ganancia de metilacion estan representadas de color verde.

Posteriormente, como andlisis adicional, se ajustd otro modelo de regresion
logistica penalizada mediante Elastic Net con el objetivo de desarrollar una firma
especifica de CpGs capaz de discriminar entre individuos con carcinomas orales de
células escamosas y antecedentes o no de leucoplasia verrugosa proliferativa. Las 500
repeticiones del procedimiento de validacion cruzada determinaron un valor lambda de
penalizacion de 0,95 y un valor alpha de 0,4 como 6ptimos para el ajuste del modelo.

Finalmente, el modelo selecciond 9 CpGs diferencialmente metilados correspondientes a
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6 genes que permiten discriminar a los pacientes entre los distintos perfiles (tabla 36).
Ademas de esto, los resultados también se representaron en una agrupacion jerarquica

con mapa de calor para visualizar las diferencias existentes entre ambos grupos (figura

39).

OR Relacion con la Region estructural

isla CpG

€g24794734 AGL 0.001 playa TSS1500, 5°UTR, ler Exon
cg11369761 - 1.01 playa

cg15199741 FGD5 0.98 mar abierto Cuerpo
cg09643539  ARLIS 0.93 mar abierto Cuerpo
cg09365002 DAXX 0.99 playa Cuerpo
cgl7251196 DAXX 0.99 playa Cuerpo
cg24104268 - 0.83 isla

cgl12003952  ZNF429  0.96 playa TSS1500
cg15977137 WRB 0.98 playa Cuerpo, 5’UTR, ler Exon

Tabla 36. Resultados del modelo de regresion logistica penalizada.
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B2 Group
COCE
Cg1 1369761 LVP-COCE
1
cg17251196

€g09365002

cg15199741

cg15977137

€g24794734

cg12003952

924104268

€g09643539

41 6 23 33 31 9 25 17 26 11 1 7 34 18 44 24 32 42

Figura 39. Agrupacion jerarquica con mapa de calor segun la lista de CpGs capaces de discriminar

entre ambos grupos tras ajustar el modelo de regresion logistica penalizada mediante Elastic Net.

Interesantemente, al cruzar los resultados de las CpGs significativas de los dos
analisis, se observd que habia dos genes que eran significativos en ambos analisis. Los

CpG que coincidian correspondian al gen WRB y al gen AGL (tabla 37).

CpG Simbolos Nombre Localizacion Descripcion
del gen
AGL amilo-alfa-1, 6- Cromosoma 1: Participa en la
cg24794734 (GDE) glucosidasa, 4-alfa- 1p21.2 degrerldacwn del
glucanotransferasa. glucogeno. Gen
supresor tumoral.
WRB Entrada guiada de | Cromosoma 21: | Proteina basica rica en
cg11369761 (GET1) proteinas ancladas 21q22.2 triptéfano. Se encuftntra
en la cola factor 1. en superficie de reticulo
endoplasmatico.

Tabla 37. Caracteristicas de los genes que coincidieron en los resultados de los dos analisis

realizados.
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Debido a que el tamafio muestral limitado conlleva una baja potencia estadistica,
los resultados de los dos andlisis anteriores no fueron completamente similares. Para
sopesar estas limitaciones y ganar potencia estadistica, hicimos uso de datos de un estudio
transcriptomico realizado de forma paralela a la presente tesis en las mismas muestras

tisulares de estos pacientes.

ANALISIS DE INTEGRACION DE DATOS DE EXPRESION Y
METILACION.

En dicho estudio previo de RNAseq realizado por nuestro grupo de investigacion,
se llevo a cabo el analisis global de expresion génica diferencial (EGD) entre los dos
grupos de pacientes (LVP — COCE vs COCE). Como resultado del analisis se obtuvo 133
genes expresados diferencialmente con diferencias significativas entre ambos grupos. De
las 842.179 CpGs validas para el estudio de metilacion global inicial, se seleccionaron
con la ayuda del manifiesto de Illumina MethylationEPIC V1.0 B4 las 472 CpGs
localizadas en los promotores de esos 133 genes expresados diferencialmente con el

objetivo de explorar la regulacion de esos EGD.

Posteriormente, se realizé un nuevo analisis con una mayor potencia estadistica al
reducir el nimero de variables de 842.179 CpGs a las 472 CpGs localizadas en los
promotores de los 133 EGD. Se llevo a cabo una regresion logistica penalizada mediante
Elastic Net y se encontré que 37 CpGs correspondientes a 26 genes de los 133 EGD
estarian potencialmente regulados por metilacion (tabla 38) y son capaces de discriminar
entre ambos grupos tal y como se puede observar en el mapa de calor y agrupacion
jerarquica donde hay una clara separacién entre ambos grupos segin su estado de

metilacion (figura 40).

Gen

DKK4
TMPRSS!11B
SLC6A44
ABO
VSIG2
SMPD3 SLC514
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B -

GPX3

_ DBNDDI _

B - .
HIBADH

B B

Tabla 38. CpGs y sus genes asociados resultados del analisis de regresion logistica penalizada para
investigar las 472 CpGs localizadas en los promotores de los 133 EGD que son capaces de discriminar

entre ambos grupos segun el estado de metilacion.

Cabe destacar que 29 de las 37 CpG (78%) estaban hipermetiladas en el grupo de
pacientes LVP-COCE. Y 28 de los 37 CpG (76%) se localizaban en islas o playas CpG.
Por lo tanto, al integrar los resultados de la expresion génica con los niveles de metilacion
de los promotores de esos genes expresados diferencialmente entre los dos grupos de
pacientes, se identificaron 26 genes cuya alteracion en la expresion estd regulada por

metilacion.
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¢g01065605
cg11160051
cg12074493
¢g00742603
cg01386792
cg04299135
cg08857308
cg15325641
cg04182207
cg06926332
cg12481531
921416261
cg21184111
€g20473025
cg08694014
€g26013099
cg09202227
cg10156298
cg01378878
cg07153207
€g24267699
cg02353041
€g11724516
¢g10726357
€g12728517
cg06854084
cg03345145
€g22145172
€g20955080
cg11376470
cg08283682
cg11889045
€g21209091
€0g22005145
€g22168087
cg06017775
cg18618789

Group
0oSsccC
OSCC-PVL

Figura 40. Mapa de calor representativo de las posiciones de las 37 CpG que corresponden a los

26 genes situadas en las zonas promotoras con diferencias de metilacion estadisticamente significativas

ordenadas seglin la agrupacion jerarquica. El nivel de metilacion se representa en una gradacion o escala

de colores, representando el verde la ganancia de metilacion.
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6. DISCUSION






La leucoplasia verrugosa proliferativa fue descrita por primera vez en 1985 por
Hansen y cols.!Y como una forma particularmente agresiva de leucoplasia oral cuyo
origen se desconocia y que a lo largo de su evolucion se iba expandiendo y volviéndose
multifocal. Pasados treinta y ocho afios desde su descripcion inicial, se han publicado
varias definiciones sobre esta enfermedadV(1DNI2IADE) todas ellas variando muy poco
de la original!®. Cabe destacar la reciente actualizacion coordinada por el Centro
Colaborador de la OMS para el Céncer Oral celebrada en 2020, en la que expertos
internacionales en los ambitos de medicina y patologia oral, ademas de consensuar el
nombre de esta enfermedad, definieron a este grupo de pacientes como “una forma
distinta de leucoplasia oral multifocal caracterizada por tener un curso clinico progresivo,
persistente e irreversible con presencia de multiples leucoplasias orales que

frecuentemente se transforman en 4reas verrugosas™.

El hito de dicha actualizacion recae en el hecho de que por primera vez y de forma
oficial se haya reconocido a esta enfermedad como una entidad diferenciada de las
leucoplasias orales clasicas!"). También es cierto, que previamente algunos autores ya
habian clasificado estas enfermedades como dos fenotipos clinicos distintos basados en
las disimilitudes clinicas, epidemioldgicas, evolutivas e incluso gendmicas existentes
entre ambas(!Y(1)GHADNIT0) Pege a que estas dos enfermedades son consideradas como
trastornos orales potencialmente malignos, presentan tasas de transformacion maligna
muy variables®)G526%_ Por lo que, distinguir una leucoplasia oral clasica de la LVP
resulta de especial importancia debido a las implicaciones que suponen en el seguimiento

y manejo de cada paciente.

Por el momento, el diagndstico de la LVP se realiza de forma retrospectiva en base
a ciertos criterios diagnosticos publicados. En 2010, Cerero — Lapiedra y cols.“9 fueron
los primeros en establecer, de forma muy acertada, una serie de caracteristicas que debian
cumplir los pacientes para ser diagnosticados de LVP. Propusieron la combinacion de
unos criterios mayores con otros menores. Tres aflos mas tarde estos criterios se
simplificaron®?. Y ya en 2018, Villa y cols.*¥ propusieron y modificaron ligeramente
estos criterios. Entre los aspectos mas destacados se encontraba la inclusion tanto de
lesiones multifocales no contiguas como de lesiones mayores de 4cm en una sola
localizacién o de 3 cm y que afecten a localizaciones contiguas!!4). Del mismo modo,
todos coincidian en que estos pacientes presentaban leucoplasias que en su evolucion

progresaban hacia la multifocalidad y en la necesidad del estudio histopatologico ante
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cualquier cambioU!V“49A7) A pesar del continuo esfuerzo de conseguir unos criterios que
no sean tan restrictivos o complejos, contintia siendo muy dificil poder realizar un
diagnéstico precoz debido, sobre todo, a que resulta complejo saber qué placas simples

de leucoplasia van a recidivar y cuales en su evolucién muestran multifocalidad!9®>),

En estos ultimos afos, se ha descrito la posible superposicion de caracteristicas
clinico-patologicas de leucoplasias orales clasicas y lesiones liquenoides en estadios
tempranos de la LVP que podrian dificultar su diagnéstico precoz(!9GDEHENATD —Gin
embargo, estas posibles lesiones liquenoides como manifestaciones iniciales de LVP,
solo han sido presentadas en pequefias series de casos con 10 pacientes de una cohorte de
80 pacientes (12%)(19, 14 pacientes®>, 15 pacientes (44%)(17?, 17 pacientes (48%)“* o
30 pacientes (59%)@V. Por lo que, el grado de evidencia cientifica es escaso, teniendo en
cuenta que grandes cohortes de pacientes no han mostrado estas caracteristicas, lo que no
permite corroborar estas hipotesis(!VUURCNEHEY — Ademds, es importante que los
autores especifiquen los criterios diagnosticos empleados en cada enfermedad asi como
los periodos de seguimiento llevados a cabo. Esto lo reflejan, por ejemplo, Villa y cols.(!*)
en su cohorte de 42 pacientes, 3 de los cuales habian sido diagnosticados inicialmente de
liquen plano, sin embargo, al revisar las imdgenes no observaron signos claros de
enfermedad liquenoide en ninguna localizacion de la mucosa, por lo que estaban ante un
error diagnoéstico inicial. Por lo tanto, falta evidencia sobre esta cuestion controvertida
para saber si el liquen plano puede evolucionar hacia LVP o si estamos ante una misma

condicion precancerosa en un escenario de cancerizacion de campo!7V,

Durante la progresion de la enfermedad, en las mucosas orales de estos pacientes
se producen cambios clinico-patolégicos de forma dindmica dando como resultado la
multifocalidad y transformacion maligna caracteristicas"19Z9G8(172) 'Se han descrito
tasas de transformacion maligna del 44 al 66%“>6% e incluso cifras superiores en varias
cohortes! VU429 - Sin embargo, todavia hay un conocimiento limitado sobre qué
pacientes con LVP desarrollaran COCE o segundos tumores primarios a lo largo de su

seguimiento!Y1HIBEHE6) y cy4l es la mejor manera para monitorizarlos y tratarlos.

Los objetivos principales de esta tesis han sido describir las diferencias clinico-
patologicas y evolutivas entre pacientes con LVP, leucoplasias orales clasicas y COCE.
Asi como los cambios en el metiloma de los pacientes con carcinoma oral de células

escamosas precedidos o no de leucoplasia verrugosa proliferativa.
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ESTUDIO CLINICO - PATOLOGICO Y EVOLUTIVO.
1. EDAD.

No encontramos diferencias significativas entre las edades de los cuatro grupos de
pacientes incluidos. Coincidimos con la literatura cientifica en que los pacientes con LVP
y que ain no han desarrollado patologia tumoral maligna se diagnostican en la sexta
década de vida!0U0HUUOAHENATI) En 1a descripcion inicial de Hansen y cols.(19
describieron a 30 pacientes con una edad media de 66 afos, similares resultados
obtuvieron posteriormente Villa y cols.('¥) en su cohorte de 42 pacientes cuya edad era de
68,5 afios. En las dos cohortes mas grandes de LVP, con 8113 y 80(!9) pacientes cada una,
la edad media de estos pacientes fue de 62 afnos. En nuestros pacientes con LVP que
evolucionaron a carcinomas orales, la edad media fue mayor, siendo de 80,25 afos.
Resultado en concordancia con las publicaciones sobre la transformacion maligna de

LVP@2OGNE) en las que se concluye que la malignizacion ocurre en edades avanzadas.

Los pacientes con carcinomas orales de células escamosas, las leucoplasias
homogéneas y los controles sanos fueron emparejados seglin la edad y el sexo con los
pacientes con LVP. Es por ello que la edad media de los pacientes con carcinomas orales
no precedidos de TOPM fue de 72,8 anos; edad ligeramente mayor a las reportadas en
otros estudios®®®. Y la edad media de las leucoplasias homogéneas fue de 68,7 afios,
que coincide con las de otros estudios™? pero también es mayor a las descritas por
otros”19, Como el de Rubert y cols.(” que comunicaron una edad media de 56,9 afios en

los 412 pacientes con leucoplasias orales estudiados.
2. SEXO.

Al igual que en la edad, no encontramos diferencias estadisticamente significativas
entre el sexo de los grupos incluidos porque los pacientes también estaban emparejados
segun el sexo, lo que demuestra la correcta seleccion de las muestras para su comparacion.
En nuestras cohortes de pacientes con LVP observamos un alto predominio del sexo
femenino, hecho que esta ampliamente corroborado en la literatura cientifica, ya que, la
mayoria de los pacientes con LVP son mujeres!!2(!DIH5)X173) Sin embargo, cabe destacar
que existe cierta disparidad en cuanto al porcentaje de afectacion de pacientes de sexo
femenino, ya que, en la literatura cientifica existen rangos que oscilan del 501®20GD g]

80%10(142NHEZ9G3) de las series de casos publicadas.
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3. HABITOS TOXICOS.

La mayoria de nuestros pacientes con LVP no referian ser fumadores ni
consumidores de alcohol en la anamnesis. Aunque es cierto que existe disparidad entre
algunos estudios con un porcentaje de fumadores inferior al 30%(!YU8UINENCHED y otras
con un porcentaje mayor al 60%(!90C0); est4 ampliamente aceptado en las diferentes
publicaciones cientificas la ausencia de asociacion de la LVP con carcindgenos de primer
grado como son el tabaco y el alcoholM12UHED Por lo que, el tabaco no parece tener

ningun papel etioldgico en la LVP ni en su evolucion hacia la malignizacionG®GN0173),

Sin embargo, por otro lado, en las leucoplasias orales se ha relacionado el tabaco
como su principal factor etiologico14D) yva que, los fumadores tienen un mayor riesgo
de desarrollar leucoplasias que los no fumadores®(’ y existe una relaciéon dosis-

respuesta entre el consumo de tabaco y las leucoplasias orales(!”®.
4. CUADRO CLINICO.

Los dos grupos de pacientes con LVP incluidos presentaban leucoplasias orales
multifocales, una de las caracteristicas principales y patognomonicas de estos
pacientesV1907D Ambos grupos tenian una afectacion cercana al 50% de toda su mucosa
oral con algtn tipo de lesion del espectro LVP y todos presentaban afectacion gingival
seguida de la lingual y yugal. Estos resultados concuerdan con lo disponible en la
literatura cientifica(VIHV19COEHAT)  Del mismo modo, todos nuestros pacientes
presentaron alguna lesion verrugosa. Otra de las caracteristicas perfectamente definida
desde su descripcion inicial, fundamental para el diagnostico de estos pacientes)10), Pese
a que algunos autores rechacen este criterio, en la ultima actualizacion celebrada en
Glasgow sobre los TOPM se consensud que una de las caracteristicas de los pacientes

con LVP es que en el curso de su evolucion presenten un patron verrugoso(!?),

Observamos diferencias estadisticamente significativas entre la forma de
presentacion clinica de las lesiones tumorales de ambos grupos de pacientes (p = 0,022).
Nuestros pacientes con LVP — COCE tenian mayor prevalencia de lesiones tumorales
verrugosas en encias o paladar, localizaciones claramente involucradas en la
transformacion maligna de la LVPU9U®ENEHEOEN Enp e] estudio de Bagan y cols!', de
los 33 pacientes que desarrollaron carcinomas orales, el 60% estaban localizados en las

encias y el 40% en forma de lesiones exofiticas. En un reciente meta-analisis sobre la
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transformacion maligna de la LVP, describieron que el 48% de los pacientes que
transformaron en COCE presentaban la lesion tumoral en las encias o paladar®. Del
mismo modo, al igual que en nuestros pacientes, se ha observado una mayor incidencia
de lesiones tumorales verrugosas en pacientes LVP en otras cohortes!'>(®), Por ejemplo,
Favia y cols.!® informaron que en su cohorte de 48 pacientes que sufrieron TM, el 74%
presentaba lesiones exofiticas. Por el contrario, casi la totalidad de nuestros pacientes con
COCE convencional presentaban lesiones ulceradas y en la lengua, que son la forma

clinica y localizacion tipica del COCE®?(7D(175),

No encontramos diferencias estadisticas entre la media del didametro mayor o del
area total de las lesiones neoplasicas entre ambos grupos de pacientes. En este sentido,
Favia y cols.'® obtuvieron resultados similares a los nuestros en cuanto al tamafio de las
lesiones tumorales de los pacientes con LVP, pues oscilaban entre 0,5-3cm. En un estudio
realizado por nuestro equipo en 201947, observamos que el tamafio medio de las lesiones
de los 30 pacientes con LVP y COCE localizados en las encias era ligeramente menor a
los obtenidos en el presente estudio. Del mismo modo, el estudio de Akrish y cols.®?
describieron que el 70% de los 38 carcinomas orales en pacientes con antecedentes de

LVP tenian un tamano tumoral inferior a 2cm.
5. CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS.

La mitad de nuestros pacientes de cada grupo oncolédgico presentaba un grado
tumoral bien diferenciado en el resultado histopatoldgico, por lo que no encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos. Estos resultados fueron
coincidentes con los del estudio publicado por Alkan y cols.?), en el cual el 56% de los
32 COCES correspondientes a 14 LVP presentaban un grado tumoral bien diferenciado.
Asi mismo, en un reciente meta-analisis, se concluyd que mayoritariamente los pacientes
con LVP desarrollaban COCEs bien diferenciados (78,41%. IC 95%: 37,2 — 95)%%

resultados muy similares a los de la revision sistematica de Akrish y cols.®V.

Al analizar las diferencias encontradas entre la profundidad de invasion de ambos
grupos mediante la prueba U de Mann-Whitney para muestras independientes, no
encontramos diferencias estadisticamente significativas (p = 0,075). Desde su
incorporacion en 2017 en la octava edicion de la AJCCU79, la profundidad de invasion

tumoral se ha establecido como factor prondstico desfavorable en COCE de tal manera
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que se ha descrito una asociacion entre el aumento de DOI y el empeoramiento de la
supervivencia global (SG) o supervivencia libre de enfermedad (SLE) de estos
pacientes! 7917178179 Por ejemplo, en el estudio de Faisal y cols!'”®), realizado en 531
pacientes, observaron que a medida que aumentaba la profundidad de invasion disminuia
la SG y la SLE tanto en el andlisis univariante como el multivariante. En nuestros
pacientes, la profundidad de invasion tumoral fue mayor en el grupo COCE en
comparacion a LVP - COCE. No hemos encontrado en la literatura cientifica disponible
estudios que comparen este parametro entre ambos grupos de pacientes para poder
contrastar nuestros resultados. A pesar de que hubo un intento en la revision sistematica
de Akrish y cols.®D al evaluar este pardametro en 72 tumoraciones y concluir que el 50%
eran “superficialmente invasivos” segln estos autores (DOI < 0,4cm); sin embargo, al
revisar los estudios referenciados, no encontramos en ninguno la valoracion del DOI por

parte de los respectivos autores.

En cuanto a la invasién linfovascular y perineural tampoco encontramos
diferencias estadisticas entre ambos grupos (p > 0,05), si bien hay que considerar que
estdbamos ante una muestra muy limitada en nimero de casos. Estos mismos resultados
mostraron Akrish y cols.®9®D) en cuanto a la invasion perineural, ya que, pese a no
encontrar diferencias significativas, al igual que en nuestros pacientes, el porcentaje de
pacientes con presencia de IPN fue mayor en el grupo COCE convencional. Es conocido
el impacto terapéutico y prondstico que supone la presencia de la invasion perineural en
COCE, ya que varios estudios lo relacionan como un factor de riesgo independiente de
mal pronodstico'808D_ De hecho, se ha descrito que los carcinomas derivados de LVP
aunque sean mas voluminosos carecen tanto de pleomorfismo marcado como de aumento
de mitosis, por lo que resulta menos probable la invasion celular en el estroma subyacente
en comparacion con los carcinomas de células escamosas convencionales®?. En este
sentido, el equipo de Akrish y cols. en sus estudios inmunohistoquimicos de lesiones
tumorales en pacientes con LVP observaron diferencias estadisticamente significativas
en la expresion de p53©? y en la presencia de fibroblastos asociados al cancer®, siendo
menor que en los carcinomas convencionales. Los autores concluyeron que posiblemente

esta fuese la causa de que los tumores tengan un crecimiento mas lento y menos invasivo.

Tampoco encontramos diferencias estadisticamente significativas en las demas
caracteristicas histopatoldgicas analizadas entre los grupos oncologicos. Esto podria

deberse al limitado tamafio muestral del estudio!®?. También es cierto, que observamos
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una tendencia hacia mejor pronostico en los pacientes LVP — COCE al compararlos con
los COCE convencionales, ya que presentaban una menor DOI, ausencia de invasion
perineural o metdstasis regional o a distancia y unos estadios cTNM y pTNM iniciales
(50% vs 40%). En un estudio previo realizado por nuestro grupo®”), observamos que el
27 de los 30 pacientes con LVP — COCE presentaban estadios iniciales, de los cuales el
66,7% correspondian a un cTNM 1. Mismos resultados obtuvieron Akrish y cols.©?, en
su cohorte de 11 pacientes que desarrollaron 30 COCEs. La discordancia que observamos
entre el cTNM y pTNM de los dos pacientes con COCE tras el estudio histopatologico
postoperatorio fue debido a que estos pacientes en un principio presentaban clinicamente
afectacion ganglionar ipsilateral sin ENE y posteriormente en el estudio histopatologico
de la pieza quirtrgica se observo la rotura capsular ganglionar con extension extranodal,
por lo que pasaron de un estadio III a un estadio I'V. La posible variacion entre el estadio
TNM pre y post tratamiento se ha descrito en la literatura cientifica, asi como su
importancia en la necesidad o no de realizar tratamientos coadyuvantes. A pesar de los
avances en las técnicas radiologicas y la experiencia de los clinicos, el estadiaje pTNM

se ha demostrado que presenta una calidad prondstica superior(!83).

En cuanto a las lesiones no tumorales incluidas en el presente estudio, observamos
que el 75% de nuestros pacientes presentaban algun tipo de displasia epitelial. En un
estudio de nuestro grupo, en el que se evaluaron 412 pacientes con leucoplasias orales se
observd que el 34% presentaba algin grado de displasia epitelial, de los cuales solo el
7,5% correspondian a leucoplasias homogéneas. Actualmente, en la quinta edicion de la
“Clasificacion de tumores de la cabeza y cuello” de la OMS publicada en 2022194 ge
contintia recomendando el empleo del sistema de clasificacion de la displasia epitelial en
tres niveles, ya que, por el momento, el sistema de clasificacion binario necesita una
mayor validacion*P(189_De la misma forma, se ha observado que las leucoplasias clasicas
y la LVP comparten caracteristicas histopatologicas de displasia epitelial similares?). La
prevalencia de displasia epitelial en las biopsias de LVP varia entre las diferentes
cohortes. Por ejemplo, en el estudio de Silverman y cols.?”, el 30% de los 54 pacientes
presentaban displasia en la biopsia inicial, resultados similares obtuvieron McParland y
cols.®Y al presentar displasia el 23% de los 51 pacientes incluidos. Sin embargo, en el
estudio de Villa y cols'¥, observaron una mayor prevalencia de displasia (43,6%) que
posteriormente lo corroboraron en otro estudio realizado sobre 59 pacientes de los cuales

el 54% tenia algin grado de displasia’®. En un reciente meta-analisis, se observo que el
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31% de los 162 pacientes con LVP incluidos presentaban algin grado de displasia
epitelial en sus biopsias iniciales y que el 41% de pacientes que desarrollaron carcinomas
orales presentaron inicialmente displasia epitelial*®). Del mismo modo se ha observado
que lesiones con resultado histopatoldgico inicial de hiperqueratosis no reactiva pueden
evolucionar hacia la displasia epitelial en biopsias sucesivas de estos pacientes®?85_ Por
lo que, aunque inicialmente un gran porcentaje de pacientes con LVP no presenten signos
de displasia epitelial en el estudio histopatoldgico, independientemente de ello, la
evolucion natural de la enfermedad va a progresar hacia la presencia de displasia epitelial,

carcinoma verrugoso o carcinoma de células escamosas(! V209G,
6. MANEJO Y TRATAMIENTO DE LOS PACIENTES.

En ambos grupos oncoldgicos el tratamiento mas empleado fue la extirpacion
quirurgica con fines curativos. Por el momento, el manejo de ambas entidades se basa en
el tratamiento quirrgico junto al vaciamiento cervical, si estuviese indicado!!)13G8)(60),
Los pacientes que presentaban estadios avanzados recibieron quimioterapia o radioterapia

coadyuvante al igual que en otras cohortes!!79(183),

El manejo de los pacientes sin lesiones tumorales se basé en el protocolo
previamente descrito por nuestro grupo®®. De forma resumida, ante cambios en la
apariencia clinica o presencia de displasia en las biopsias, las lesiones se trataban
mediante extirpacion quirurgica. Ademas, todos los pacientes entraban en un protocolo
estricto de seguimiento cada 3 — 6 meses en funcion de la progresion/gravedad de la
enfermedadGY. En nuestro grupo de 12 pacientes con LVP que atn no habian
progresado hacia la transformacion maligna, se puede observar como a lo largo de su
seguimiento fueron tratados con diferentes modalidades terapéuticas y aun asi se
observaron recidivas en el 75% de los pacientes en un corto periodo de tiempo. Estos
resultados son similares a los que encontramos en nuestro meta-analisis de recurrencias
en los tratamientos de LVP publicado en 2021 en Journal of Oral Pathology and
Medicine en el que obtuvimos una alta tasa de recurrencia global (67,2%. 1C95% 48,3 —
81,8)CY. Es por ello, que el manejo de estos pacientes supone un desafio complejo para
los clinicos®?GD, La mayoria de autores coinciden en que se les realiza una mayor
cantidad de tratamientos o combinaciones de los mismos y que las biopsias seriadas son

(14)(1 5)(19)(20)(29).

importantes en su seguimiento El objetivo de las multiples biopsias es

realizar un correcta correlacion clinico patoldgica y diagnosticar de forma precoz la
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presencia de lesiones tumorales, de displasia epitelial o conocer el grado de la misma™®.

A todos nuestros pacientes con leucoplasia verrugosa proliferativa se les realizd una
media de 7 biopsias a lo largo del seguimiento, con un rango de 2 a 12 biopsias. Estos
resultados coincidian con los del estudio de Alkan y cols.*” cuya media de biopsias fue
de 7,1 (rango 3 — 15) en su cohorte de 35 pacientes. Medias ligeramente inferiores han
sido publicadas en otros estudios!¥29179 en comparacion a las descritas originalmente
por Hansen y cols.!?. Pese a no encontrar diferencias estadisticas entre nuestros pacientes
con LVP que transformaron o no en cancer, el grupo LVP — COCE presentaba una mayor
media de nimero de biopsias realizadas (8,63 + 2,26); si bien volvemos a insistir en el
numero reducido de pacientes incluidos en cada grupo. Estos resultados son concordantes
con lo publicado en la literatura cientifica!¥!9U39 ya que, como se ha comentado
anteriormente, a los pacientes con LVP que han desarrollado carcinomas orales se les ha
seguido durante un mayor periodo de tiempo y por lo tanto se les ha hecho mas cantidad

de biopsias a lo largo de su seguimiento.
7. EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD.

Las recidivas tumorales fueron similares en ambos grupos oncolédgicos evaluados.
Sin embargo, las metéstasis a distancia y la muerte por la enfermedad fue ligeramente
mayor en el grupo COCE convencional. En este sentido, se ha descrito que los carcinomas
orales derivados de paciente con LVP presentan un prondstico mas favorable con menores
tasas de recurrencias, de metastasis y de mortalidad'®9¢®, por lo que, presentan mejores

tasas de supervivencia®®(89(44)163),

No encontramos diferencias estadisticamente significativas en referencia a la
presencia de segundos tumores primarios entre los grupos de pacientes oncologicos. Sin
embargo, el 50% de pacientes del grupo LVP — COCE desarrollaron por lo menos un
STP, cuya localizacion fue en la totalidad de pacientes en las encias. En nuestra serie
publicada en 2019 obtuvimos resultados similares en nuestros 33 pacientes con STP(!%),
ya que fue comun la afectacion gingival en forma de eritroleucoplasias y en estadios
iniciales. El carécter proliferativo o multifocal junto con las elevadas tasas de
transformacion maligna y desarrollo de STP son caracteristicas distintivas de la LVP. Se
han descrito prevalencias de desarrollo de STP en estos pacientes del 32 al
46%19019CHENEEI8S) - De Ja misma forma, se ha informado que a mayor tiempo

seguimiento los pacientes presentan mayor riesgo de desarrollar STPUY),
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En cuanto a la transformacion maligna, encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre las LVP no céncer y las leucoplasias homogéneas. E142% de las LVP
que inicialmente no presentaban antecedentes de cancer oral ni lesiones clinicas
sospechosas de malignidad desarrollaron por lo menos una transformacion maligna en
COCE. Como ya se ha comentado a lo largo de la tesis, basandonos en los datos
publicados en la literatura cientifica, el riesgo de transformacion maligna de los pacientes

con LVP es muy alto0U0HEAMENE386)

Y en comparacion con grupos control, los
carcinomas en LVP tienen mayor predileccion por el sexo femenino!?@DV#9 En otros
estudios de casos controles que comparaban pacientes con LVP y leucoplasias orales,
también encontraron tasas de transformacion maligna significativamente mayores en el
primer grupo!?#)17008N138) - por ejemplo, en el estudio de Hanna y cols.!’” que
comparaban a nivel molecular 29 pacientes en cada grupo, observaron que el 59% de las

LVP y el 7% de las leucoplasias orales clasicas evolucionaron hacia la transformacion

maligna.

Uno de los principales factores que pueden afectar a las variaciones en las tasas de
transformacion maligna obtenidas es la baja calidad metodologica en el disefio de los
estudios, asi como la ausencia de unos criterios diagndsticos ampliamente aceptados y
unos periodos de seguimiento adecuados“)NE9), Ademas, muchos estudios evalaan de
forma retrospectiva el desarrollo de la malignizacion, por lo que, podria suponer un sesgo
de seleccion para valorar las tasas de TM e identificar su verdadera frecuencia™. Muchos
de los estudios sobre LVP, se han realizado en EEUU y Europa a diferencia de los
estudios de leucoplasia y cancer oral que se realizan en paises como India, China o
Pakistan. Una explicacion podria ser que esta entidad no se relaciona con aspectos
etiopatoldgicos conocidos para la leucoplasia y cancer oral como son el betel quid, areca
nut y tabaco®GD, Es mds, a pesar de que en los resultados de los meta-analisis sobre la
TM se observd una considerable heterogeneidad, cuando se realizdé el andlisis de
subgrupos por paises u continentes se encontrd una mayor homogeneidad, por lo que el

area geografica podria considerarse como una fuente explicativa de la heterogeneidad®>.
8. INTERVALOS TEMPORALES.

El tiempo medio de seguimiento de los pacientes con LVP, indistintamente de la
presencia de lesiones tumorales o no, fue mayor en comparacion a las leucoplasias orales

y los carcinomas convencionales. Es conocida la necesidad de realizar un estrecho y largo
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seguimiento a estos pacientes para poder observar su comportamiento evolutivo hacia la
multifocalidad, desarrollo de lesiones verrugosas y transformacion maligna(D(!0®3)(186)
El tiempo medio de transformacion maligna de los pacientes LVP — COCE incluidos fue
de 9,21 £ 7,11 afos. Estos resultados coinciden con algunas publicaciones mencionadas
anteriormente y que informaron tasas de transformacion maligna del 41%('%, 71%?9),
45%39 y 100%“? en un periodo medio de seguimiento de 6 a § afios aproximadamente.
Se ha demostrado que el aumento de la tasa de TM es proporcional a la duracion del
seguimiento, es decir, los pacientes que desarrollan carcinomas orales tienen un periodo
de seguimiento mas largo que aquellos que no lo hicieron!V(19)26)185)186) [Jp aspecto que
puede afectar en la publicacion de los diferentes tiempos de seguimiento y evolucion de
estos pacientes, es la demora en su derivacion a los centros de referencia hospitalarios, ya
que, muchas veces los pacientes son remitidos en un estado avanzado de la enfermedad
o sin la suficiente informacion de su evolucion o pruebas complementarias realizadas?,
por lo que, resulta complejo cuantificar con total certeza el tiempo de evolucion y

seguimiento de estos pacientes.

A pesar de la gran tendencia de los pacientes con LVP a desarrollar carcinomas
orales, segundos tumores primarios y recurrencias a lo largo de su seguimiento, los
pacientes presentan lesiones menos agresivas, menos infiltrantes y como consecuencia
menos metastasis a distancia, por lo que presentan un mejor prondstico y tasas de

supervivencia superiores a los carcinomas orales convencionales!!9G(60)@4)163)
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ESTUDIO EPIGENOMICO.

Los carcinomas de cabeza y cuello forman un grupo heterogéneo de neoplasias
malignas localizados en diferentes areas del tracto aerodigestivo superior y que presentan
diferentes factores de riesgo o caracteristicas moleculares y distinto comportamiento
clinico y respuesta a tratamientos!329019D De entre ellos, el carcinoma oral de células
escamosas es uno de los tipos de cancer mas agresivos caracterizado por un mal
prondstico y altas tasas de metastasis y recurrencias locorregionales®?7Y(72), Desde hace
afios se ha discutido e hipotetizado que los cénceres de la cavidad oral presentan
subentidades con diferencias clinicas, biologicas y evolutivas; como los carcinomas
linguales, los carcinomas asociados al virus del papiloma humano o los carcinomas
derivados de trastornos orales potencialmente malignos(V(1°2193)19 Eg por ello que
resulta razonable suponer que los carcinomas orales de células escamosas en pacientes
con leucoplasia verrugosa proliferativa pueden representar un fenotipo diferenciado de

COCE. Fenotipo que podria explicarse por una epigenética diferencial.

En la presente tesis realizamos un andlisis epigendmico para caracterizar e
investigar las diferencias moleculares entre carcinomas orales de células escamosas

precedidos o no de LVP.

La metilacion del ADN es el mecanismo epigenético desregulado més estudiado
en el cancer!!20(23)(195) Degde un punto de vista quimico, la metilacion implica la adicion
de un grupo metilo al carbono 5 de los residuos de citosina en los dinucleétidos CpG que
se encuentran agrupados principalmente en las llamadas islas CpG localizadas
habitualmente dentro de los promotores de genes!'*>. La metilacion de ADN es uno de
los mecanismos cruciales en la regulacion de la expresion génica y, por tanto, de muchos
procesos bioldgicos u enfermedades’*”. De hecho, se han descrito numerosas

(146)(148)(156) E] silenciamiento de

alteraciones en la metilacion de ADN en el cancer oral
la expresion génica asociado a la metilacion aberrante de ciertos promotores de genes
puede ocurrir tanto en el inicio como en la progresion del cancer!!®. Cuando iniciamos
el proyecto de tesis, ya existia suficiente evidencia cientifica de la implicacion de las
alteraciones en la metilacion de ADN en el cancer(120023)033) sin embargo, ha sido en
2022 cuando se ha reconocido de forma clara la implicacion de la reprogramacion

epigenética en el cancer segln la Gltima actualizacion de los sellos distintivos del cancer

publicada por el profesor Hanahan’®).
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En los ultimos afios, la caracterizacion de los epigenomas ha sido posible gracias
al desarrollo de tecnologias de alto rendimiento!!?9(13), Existen varias plataformas con
distintas metodologias para el estudio del epigenoma, algunas de las cuales requieren

protocolos muy laboriosos y costosos(!30(13D),
1. PERFIL DE METILACION GLOBAL (LVP — COCE vs COCE).

Para llevar a cabo el objetivo de la presente tesis, se emple6 la plataforma Infinium
850K EPICMethylation que permite el estudio de unos 862.927 sitios CpGs distribuidos
por todo el genoma que cubren el 99% de los genes y el 95% de islas CpG%®. Distintos
grupos de investigacion han evaluado la solidez y validez de esta plataforma, desde su
lanzamiento en 2016, para detectar alteraciones en el metiloma humano y han obtenido

resultados con una alta reproducibilidad y confiabilidad(!32(166),

Hasta la fecha, no hemos encontrado estudios que hayan evaluado las alteraciones
del metiloma en pacientes con LVP que han desarrollado COCE. Del mismo modo, no
hemos encontrado estudios que hayan empleado esta tecnologia para la evaluacion del
epigenoma en muestras de tejido congelado de pacientes con COCE. Por lo que, segun
nuestro conocimiento, somos los primeros en estudiar el perfil de metilacion global de
carcinomas orales de células escamosas que presentan diferentes comportamientos

evolutivos.

En una primera aproximacién, los resultados del analisis de componentes
principales no supervisado y del agrupamiento jerarquico no supervisado del mapa de
calor de las 5.000 CpGs seleccionadas al azar no revelaron diferencias claras a nivel del
perfil del metiloma entre ambos grupos de pacientes. Esto puede ser debido a que ambos
grupos pertenecian a pacientes con carcinomas orales de células escamosas y por tanto su
epigenoma no es tan diferencial. De hecho, sélo se esperarian diferencias globales y
clasificadoras al realizar comparaciones entre muestras de céncer y tejido sano
intraindividual*>, cancer y controles sanos interindividuales!'*® o en enfermedades con
mutaciones en las enzimas de ADN metiltransferasas que producirian un cambio global
del perfil de metilacion2997) Por ejemplo, en el estudio de Jithesh y cols.!3* en el que
compararon el metiloma de 43 muestras tisulares de COCE con su tejido sano emparejado
adyacente y se identificaron dos grupos claramente separados segun el perfil de

metilacion. Al igual que en el estudio de Milutin y cols.'*® realizado sobre muestras
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citologicas de la mucosa oral mediante hisopos orales en el cual el metiloma permitid
diferenciar de forma clara los tres grupos evaluados (carcinomas de cabeza y cuello
(orofaringe y oral), enfermedad liquenoide oral y controles sanos). O el estudio de Simo-
Riudalbas y cols."*” dirigido por uno de mis codirectores en el que observaron que los
pacientes con la enfermedad rara autosémica recesiva denominada Sindrome de
inmunodeficiencia, inestabilidad de la region centromérica y anomalias faciales y que
presentaban mutaciones en el gen DNMT3B mostraban una reduccion global de la

metilacion de ADN en todos los cromosomas.

Ademads, cabe destacar que en nuestro andlisis PCA tampoco observamos
agrupaciones definidas en cada tipo de muestras tumorales, lo que puede reflejar aun mas

la heterogeneidad bioldgica de los carcinomas orales de células escamosas.

Con el fin de identificar firmas de metilacion diferencial entre ambos grupos de
pacientes, realizamos de forma paralela dos analisis bioestadisticos supervisados. A partir
de ellos, hemos identificado 14 CpGs correspondientes a 10 genes en el analisis mediante
el ajuste de modelos de regresion basada en rangos y 9 CpGs diferencialmente metiladas
correspondientes a 6 genes en el modelo de regresion logistica penalidad mediante Elastic

Net que permitian la discriminacion entre ambos grupos.

En una busqueda bibliografica de la literatura cientifica publicada sobre estos
genes, hemos observado que su desregulacion se ha asociado al desarrollo de diferentes
tipos de céancer, como cancer de cérvix(!®® cancer hepatocelular’®®), cancer
pulmonar®®, cancer de prostata®!), cancer cerebral®?), cancer de vejiga®®® y cancer

renal @09,

Incluso se ha relacionado su desregulacion en enfermedades
neurodegenerativas®®® o como biomarcadores terapéuticos predictivos de mala respuesta
a la radioterapia con cisplatino en el cancer de cuello uterino localmente avanzado®%®,
Asi mismo, se ha descrito la participacion de alguno de estos genes en procesos celulares
importantes como la apoptosis (CASP7)!®), regulacion transcripcional (ZNF777)2%7)
(ZNF433)2 (DAXX)?%®)  degradacion mitocondrial (PITRM1)?%) o biosintesis de
esteroides (CYP11A1)?%D, Por lo que, la desregulacién de estos procesos podria
favorecer la proliferacion celular asociada al cancer en nuestro modelo de estudio.

Posiblemente la alteracion de mecanismos apoptoticos podria favorecer la proliferacion

celular.
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En cuanto al estado de la metilacion aberrante de estos genes, se ha descrito que la
metilacion de la region promotora de BRD9 se asocia con una mayor supervivencia global
y libre de progresion en cancer de cérvix®%). Por otra parte, se ha identificado que el gen
NR2E1 estda silenciado por mecanismos de hipermetilacion en carcinomas
hepatocelulares!? y carcinomas pulmonares®*?. De la misma forma, se ha relacionado
el aumento de metilacion de CYP11A1 y el desarrollo de recurrencias del cancer de
prostata®®. La hipermetilacion de C180rf18, también conocido como LINC00526, se ha
asociado con un mal prondstico y supervivencia en el cancer de vejiga®®®. Del mismo
modo, se ha relacionado la hipermetilaciéon de ZNF433 y su supresion génica con la
progresion del carcinoma renal de células claras®®. En la literatura también se ha
identificado la metilacion diferencial y sobreexpresion de DAXX en la progresion del
leiomiosarcoma®®®®. Como se puede observar, algunos de estos cambios en la metilacion
se han correlacionado con cambios de expresion génica en otros canceres. Asi mismo,
esta desregulacion estd en concordancia con nuestros resultados de la regulacion de la

expresion génica tumoral mediada por metilacion en COCE.

Se ha descrito que la expresion del gen ARL15 influye inversamente en los niveles
de adiponectina circulante, por lo que se ha relacionado con un mayor riesgo y
susceptibilidad al desarrollo de diabetes tipo II, cardiopatia coronaria e incluso artritis
reumatoide?'9C!1D212) Recientemente, un estudio bioinformatico ha proporcionado la
primera evidencia de que este gen puede regular la progresion y prondstico del melanoma
cutineo y que su sobreexpresion se asocia con un pronostico desfavorable®!®, FGD5 es
un gen proangiogénico asociado a la progresion y angiogénesis tumoral. Se ha descrito a
este gen como biomarcador prondstico en cancer de mama y cancer gastrico@®!915)216),
En una cohorte noruega de 108 canceres de mama metastasicos se observo que el 9,5%
presentaba amplificacion del gen FGDS. Este aumento del numero de copias se asocio
con una mayor proliferacion tumoral y un peor prondstico®'¥). También se ha relacionado
de forma significativa la mayor expresion de FGDS5 con estadios avanzados en cancer
gastrico gracias a la inhibicion de la ubiquinacion del receptor del factor de crecimiento
epidérmico que conlleva a la carcinogénesis y progresion tumoral®!®). Asimismo, se ha
detectado en el cancer de cérvix la implicacion de la metilacion aberrante de FGDS en la
carcinogénesis®'?. Recientemente en dos estudios gendmicos se ha descubierto la mayor
frecuencia de mutacion del gen ZNF429 en el carcinoma timico®'® y en la metastasis del

cancer de pulmén©!'?,
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De forma interesante, a pesar del tamafio muestral y la potencia estadistica
limitada, hemos conseguido detectar con mayor robustez en nuestra poblacion de estudio
dos genes diferencialmente metilados (AGL y WRB) en ambos métodos de anélisis

bioinformaticos.

Por un lado, el gen AGL, también conocido como GDE, que participa en la
degradacion del glucdgeno (glucogenolisis). Se han asociado mutaciones en AGL en
diferentes grupos étnicos con la enfermedad de almacenamiento de glucdgeno tipo III,
caracterizada por glucogendlisis irregular y acumulacion anormal de glucdgeno en el
higado??9(21)222) También se ha descrito su papel como gen supresor tumoral en cancer
de vejiga y pulmon®?¥@29225) L a pérdida de expresion se ha correlacionado con un mal
pronostico, crecimiento tumoral agresivo y unas altas tasas de mortalidad en el cancer de
vejiga, sin embargo, se desconoce su mecanismo de accion®>)?24), Se cree que la pérdida
de AGL conduce a la sobreexpresion de las enzimas SHMT2 y HAS2, lo que da como
resultado un aumento de la sintesis de glicina y acido hialurénico que conlleva a una
mayor absorcion y metabolismo de glucosa que promueve la rapida proliferacion y
crecimiento tumoral@*)29_ Segun hemos podido corroborar, no se ha reportado en la

literatura ninguna relacion epigenética previa de este gen con alguna enfermedad.

Por otro lado, el gen WRB, proteina basica rica en triptéfano, se encuentra
localizado en la superficie del reticulo endoplasmatico en el cromosoma 21. Numerosos
estudios han demostrado que la copia adicional del cromosoma 21 en el sindrome de
Down afecta de manera diferencial los niveles de metilacion del ADN en distintos sitios
de dinucledtidos CpG y crea una desregulacion transcripcional?29?27), E] gen WRB, que
tiene impronta materna, se ha demostrado que presenta un patron conservado de impronta
con alelos maternos metilados en los casos de Sindrome de Down?2%. Asi mismo, se ha
replicado en varias cohortes la asociacion significativa entre el estrabismo y el
polimorfismo del gen WRB (rs2244352)?29(229_Se cree que es posible que la herencia
de la trisomia 21 aumente la expresion de WRB y contribuya a la esotropia, cuya
incidencia ademas es mayor en pacientes con Sindrome de Down??»?29), De igual manera
que en el anterior gen, no existe literatura cientifica que asocie este gen con algln tipo de

cancer.

Teniendo en cuenta estos resultados, somos los primeros, en base a nuestro

conocimiento, en relacionar la metilacion aberrante de esos 16 genes como
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biomarcadores relacionados con el pronostico en el carcinoma oral de células escamosas.
La identificacion de biomarcadores de metilacion en la carcinogénesis oral puede servir
para la monitorizacion de TOPM como la LVP, para impulsar estrategias de cribado de
deteccion precoz del COCE e incluso permitir el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas!?). Hasta la llegada de las técnicas “omicas”, el estudio de la metilacion del
ADN en tejido tumoral se ha realizado sobre genes especificos. Gracias al desarrollo de
tecnologias de alto rendimiento se ha podido comparar patrones de metilacion globales
de distintas enfermedades!!20(127230)  Seoin hemos podido comprobar, existen muy
pocas publicaciones en la literatura cientifica que hayan realizado estudios epigenémicos
sobre muestras de tejido congelado en pacientes con LVPU3%) o COCE(40(150(156)(158)(159),
Cuatro de esos estudios emplearon versiones anteriores de la plataforma de microarray
de metilacion de Iumina!4013013560)159) " yno inmunoprecipitacion de ADN metilado
seguido de secuenciacion (MeDIP-seq)3® y otro seguido de anélisis de arrays (MeDIP-
Chip)"3®. A partir de estos estudios, se han obtenido perfiles de metilacion diferencial
entre carcinomas orales de células escamosas y tejidos sanos, lo que evidencia la
implicacion de vias epigenéticamente desreguladas en el cancer oral(149(130156)(158)(159),
Se han identificado firmas de metilacion putativas en la diseminacién extracapsular de
las metéstasis cervicales (DCC, CALCA, WT1) y en las recurrencias de COCE (MLLT®6,
MSH2, NOTCH4, PCGF4, TFP12)(13, Del mismo modo, se ha observado la metilacion
aberrante en promotores de genes silenciados implicados en las vias relacionadas con el
cancer WNT y MAPK (39 En el estudio de Li y cols.!??, identificaron 34 CpG asociados
a 29 genes capaces de diferenciar los distintos grupos, de los cuales la hipermetilacion de
FLT4, TFPI2, ASCLI1 y KDR presentaron una especificidad del 100% y una sensibilidad
superior al 70%. También identificaron 17 CpG de 15 genes capaces de detectar
carcinomas orales en estadios tempranos, de los cuales FLT4, KDR y TFPI2 presentaron
la mejor sensibilidad’>?. Adicionalmente, dos estudios realizaron la validacion de sus
resultados y reportaron diferencias estadisticamente significativas en la metilacion
aberrante de TNF, MAP3K 14, RAS-GRF1(59 y FBLN1, ITIH5, RUNX3(!3% en COCE
en comparacion a tejido sano. Por otro lado, Basu y cols.(146) describieron que en el
desarrollo del COCE actuaban sinérgicamente dos mecanismos independientes de hipo e
hipermetilacion. La hipometilacion se producia en promotores de genes implicados en la
regulacion de los linfocitos T que inducian a su sobreexpresion en el ambiente neoplasico.
La ontologia de genes y el estudio bioinformético mostré un enriquecimiento de

promotores metilados implicados en vias de regulacion inmunitaria, lo que confirmaba
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que la metilacion regulaba la respuesta inmunitariaen COCE(49). En este mismo sentido,
nuestro grupo describio, en el tnico estudio de metilacion en muestras de tejido congelado
en pacientes con LVP, que estos pacientes presentaban expresion diferencial de genes
relacionados con la vigilancia inmunoldgica y en un posterior analisis integrador con la
metilacion encontramos cinco genes hipometilados y ocho hipermetilados, de los cuales
CD8A y GATA3 estaban asociados con la respuesta inmune al tumor!%23%_ Siguiendo
este mismo enfoque, recientemente en estudios de expresion génica inmunoldgica se ha
reportado una alta densidad de células TCD8+(1793D T reguladoras (Treg) y PD-L1 en

LVP en comparacion con leucoplasias orales clasicas!7?,

Ninguna de las 21 CpG correspondientes a 14 genes identificadas en nuestro
estudio coincidieron con los resultados de los trabajos previamente discutidos sobre el
metiloma en muestras tisulares de COCE. Esto podria explicarse por el hecho de que
ningun estudio ha evaluado este perfil en pacientes con lesiones tumorales y antecedentes
de LVP. También debido a la heterogeneidad tumoral descrita en los carcinomas orales o

al empleo de distintas plataformas en la evaluacion del perfil de metilacion.

2. ANALISIS DE CORRELACION DE DATOS DE EXPRESION Y
METILACION.

Con el fin de aumentar la potencia estadistica de nuestro estudio®*?), realizamos un
andlisis integrador del perfil transcripcional y del metiloma. Para ello evaluamos el estado
de metilacion de las 427 CpGs localizadas en los promotores de los 133 genes expresados
diferencialmente con el propdsito de explorar su regulacion. Finalmente, identificamos
una firma de metilacion diferencial de 37 CpGs correspondientes a 26 genes que son
capaces de discriminar los diferentes grupos de pacientes. Desafortunadamente, ninguna
de las CpGs analizadas unicamente mediante la metilacion global aparecen en las CpGs
de los genes expresados diferencialmente, esto podria explicarse por los distintos
enfoques estadisticos empleados al evaluar en el estado de metilacion global 842.179

CpGs y en el andlisis integrador solo 472 CpGs.

La regulacion de la expresion génica es compleja y se realiza a través de diversos
mecanismos, algunos de los mas estudiados son la remodelacion de la estructura de la
cromatina (modulado por factores de transcripcion junto con histonas), la regulacion

epigenética o la regulacion mediada por microRNA o el imprinting genomico(!22233),
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Alteraciones en la regulacion de la expresion génica puede contribuir al desarrollo de
cancer u otras enfermedades('>¥?33), Numerosos estudios han propuesto que la marca
epigenética de la metilacion de ADN juega un papel importante en la regulacion de la

expresion génica en el cancer(120012D(130234),

En la presente tesis observamos que cerca
del 20% de los genes expresados diferencialmente (26 de 133) estarian potencialmente
regulados por metilacion. Asi mismo, de forma interesante, en el perfil del metiloma de
los pacientes con LVP — COCE observamos que 28 de los 37 CpG (76%) se localizaban
en islas o playas CpG, que son regiones de alta densidad de CpG que desempefian un
papel fundamental en la regulacion transcripcional (12202339 De hecho, las islas CpG se
encuentran en mas del 70% de los promotores de genes humanos y normalmente se
encuentran libres de metilacion, por lo que, la presencia de metilacion de novo en ciertos
promotores de genes se ha relacionado con el desarrollo de cancer(?2235, Resultados
similares encontramos en nuestro andlisis del perfil de metilacion global, tanto en el
analisis de regresion basado en rangos como en la regresion logistica penalizada, en los
que encontramos que respectivamente el 86% y el 78% de las CpGs se localizaban en
islas o playas CpG. En un estudio previo de metilacion global realizado por nuestro grupo
sobre diez pacientes con LVP en comparacion a controles sanos, también encontramos
que el 86% de las regiones metiladas diferencialmente se localizaban en islas CpGs3¥),
Del mismo modo, en el estudio de Basu y cols.'%9, el 70% de las sondas metiladas
diferencialmente en COCE se localizaban en islas CpG. Ademas, estos autores
describieron que la hipermetilacion se localizaba especificamente en las islas y playas
CpG, mientras que la hipometilacion se localizaba en mar abierto, lo que sugeria que dos
mecanismos independientes de hipo e hipermetilacion podian actuar en el desarrollo de

COCE!49),

En nuestro estudio también observamos que en 29 de las 37 CpGs (78%)
presentaban un estado de hipermetilacion en el grupo LVP — COCE. Estos resultados
estan en concordancia con estudios previos de epigenética, ya que, se ha descrito la
hipermetilacion de islas CpG asociadas a genes supresores tumorales o reguladores del
desarrollo como una de las caracteristicas claves del silenciamiento génico de células

cancerosas®D(128)(236)

Es decir, la hipermetilacion de promotores de genes podria
conducir a la regulacion a la baja de genes supresores tumorales. De hecho, se ha
considerado a genes hipermetilados como buenos candidatos a biomarcadores pronostico

del cancer que se produce tanto en etapas tempranas como en la progresion
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tumoral(12D(128)(236)

Para reducir el riesgo de interferencia de variables que pudieran afectar el estado
de metilacion, implementamos unos criterios de inclusion y exclusion estrictos. Es por
ello que la mayoria de pacientes incluidos no eran fumadores, ya que la exposicion al
tabaco se ha asociado con cambios en la metilacion de ADN, pero segun la evidencia
disponible, una de las particularidades de la LVP es la ausencia de asociacion
etiopatogénica con el tabaco(V14E8)A3)_ Por o que alteraciones en el estado de metilacion

de estos pacientes no se relacionarian con la exposicion al tabaco.

Al realizar una busqueda bibliografica de los genes cuya firma de metilacion
diferencial nos ha permitido diferenciar ambos grupos de pacientes, encontramos que
once de estos genes ya se habian descrito en COCE. Por ejemplo, la metilacion de los
promotores DKK4?37 y SMPD3®3® se ha correlacionado con el grado tumoral®” y la
regulacion a la baja®® en COCE. En otro estudio no se observd la implicacion del
polimorfismo del promotor de SLC6A4 en el riesgo de COCE®3?, El gen ABO codifica
las proteinas del primer sistema de grupos sanguineo descubierto. El papel de los grupos
sanguineos y el riesgo de COCE es un tema controvertido, ya que, en un estudio realizado
sobre 30 carcinomas orales y zonas displasicas adyacentes se relaciond la hipermetilacion
del promotor y la pérdida de expresion del antigeno A/B como un evento temprano de la
carcinogénesis®*?. Sin embargo, Verma y cols.?*) informaron que los pacientes A+
presentaban un mayor riesgo de desarrollar COCE, mientras que otros autores
concluyeron que presentaban mayor susceptibilidad genética los B+ y O+ que tenian
habitos de masticacion de tabaco®*?. En un estudio de expresion de genes implicados en
el metabolismo antioxidante se concluyd que GPX3 estaba regulado a la baja en
COCE®*), Por otro lado, Lee y cols.?* identificaron a GPX3 como un gen supresor
tumoral potencialmente silenciado por metilacion relacionado con la exposicion al
tabaco. La desregulacion a la baja de CLCNI1 se ha descrito como biomarcador pronostico
de mala supervivencia en COCE®?*). En una investigacion de expresion diferencial de
genes relacionados con la autofagia se identifico la regulacion a la baja de NKX2-3 como
un potencial biomarcador en COCE®*® y el silenciamiento del gen NKX2-3 por
metilacion en COCE asi como su implicacién en la transformacion maligna de las
leucoplasias orales'*?. En otro analisis de expresion diferencial se informé que KRT3
podria emplearse como un biomarcador de diagndstico y seguimiento en leucoplasias

orales®¥?. Lin y cols.*® publicaron que la expresion de BARX2 se regulo a la baja en
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COCE, sobre todo en tumores avanzados con metastasis ganglionares, y que su regulacion
epigenética es mediada por miR-187. De manera similar, en dos estudios transcriptdmicos
destacaron que PPAP2B se regulo a la baja en los tejidos tumorales de COCE y que su
expresion se correlaciond negativamente con el tamafio tumoral®® y que la
sobreexpresion de NCLN se correlaciond de forma significativa con la presencia de

bacterias patogenas asociadas con la inflamacién cronica en COCE®),

En algunos de los genes anteriormente nombrados no se han descrito alteraciones
en el estado de metilacion en COCE. Sin embargo, se han relacionado con otras
enfermedades como la metilacion del promotor de SLC6A4 en el estrés, la depresion y el
agotamiento®" o la hipermetilacion del promotor de BARX2 y la correlacion con su
expresion a la baja en cancer gastrico®?. Por otro lado, en los genes CLCN1, KRT3,
PPAP2B y NCLN no se ha registrado en la literatura ninguna regulacion epigenética

previa en estos genes.

También encontramos que 17 CpG correspondientes a 13 genes habian sido
previamente identificados con valor pronostico en otros tipos de cancer. Por ejemplo, el
estado de metilacion diferencial de VSIG2 ha permitido predecir la supervivencia global
del cancer de pancreas®® y del adenocarcinoma de pulmén®>® y su expresion se ha
utilizado como biomarcador prondstico para la leucemia mieloide aguda®?. La
sobreexpresion de TMPRSS11B?%% y GALNT5®7 se ha asociado con una peor
supervivencia en el cancer de pulmon®*® y en el colangiocarcinoma®?), respectivamente.
Se ha descrito que GALNTS promueve la progresion tumoral a través del proceso de
transicion epitelial mesenquimatoso y de la activacion de la sefializacion de
AKT/ERK®7, Ademds, su expresion al alza se ha propuesto como biomarcador
candidato para la tumorigénesis del hepatoblastoma®®. En un estudio del metiloma
completo en pacientes con cancer de prostata, se identifico la hipermetilacion de ZNF215
como un biomarcador prondstico independiente®?). Asimismo, se ha informado su
sobreexpresion como un biomarcador de diagndstico y pronostico del cancer de mama de
tipo basal®®). El papel del gen SLC46A2, también denominado TSCOT, en el cancer no
estd del todo claro, ya que, su expresion se ha encontrado disminuida en el cancer de
pulmon@®Y) pero parece estar implicada en la predisposicion genética al cancer de
cérvix®?, En un reciente meta - analisis, se identifico a DBNDDI1 como un nuevo gen

(263).

putativo de susceptibilidad al melanoma En un estudio transcripcional se ha

propuesto a ACAA2 como un biomarcador prondstico en los gliomas de bajo grado®®¥.
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En una publicacion reciente, se ha relacionado la expresion de SLC25A42 con el nivel de
infiltracion de células presentadoras de antigenos, por lo que podria tratarse como una
diana terapéutica para la inmunoterapia en adenocarcinomas pulmonares®®. Se ha
identificado la sobreexpresion del gen relacionado con el metabolismo COX7B2 en
pacientes con carcinoma hepatocelular®®®. Ademas, un polimorfismo raro de este gen se
ha relacionado con el carcinoma nasofaringeo familiar®®?. El gen RCL1 ha mostrado un
gran potencial para predecir la supervivencia global y libre de enfermedad de los
pacientes con carcinoma hepatocelular®® y predecir de forma independiente el
prondstico del cancer de mama®®). La sobreexpresion del oncogen LINC00624 se ha
asociado con un mal prondstico en pacientes con cancer de prostata®’” y en pacientes
con céancer de higado®’V. De igual forma, el aumento de la expresion de HISTIHIC se
ha relacionado con peor prondstico y malos resultados clinicos en el carcinosarcoma
uterino®’? y con una mala supervivencia y estadios avanzados en el carcinoma
suprarrenal cortical®’®. Recientemente, se ha relacionado la supresion de la expresion
de SLC51A mediada por la sobreexpresion de miR-382-5p en la progresion del carcinoma
hepatocelular®’®. Por lo tanto, la metilacion diferencial de estos genes también se podria
relacionar con la progresion tumoral del COCE. Por otro lado, no hemos encontrado en
la literatura ninguna implicacion de los genes TMEMS88B y HIBADH en algun tipo de

cancer.

Todos estos hallazgos evidencian las diferencias a nivel molecular entre los
pacientes con LVP — COCE y los COCE convencionales y respaldan la hipotesis de que
la clasificacion de subtipos definidos molecularmente en carcinomas de cabeza y cuello
podria mejorar el desarrollo terapéutico y seguimiento adecuado de los pacientes!?). De
igual forma se respalda la hipotesis de que la desregulacion del metiloma es un sello

distintivo de las células cancerigenas’?.

La estratificacion del riesgo de transformacion maligna de las leucoplasias orales
no es un proceso simple y requiere de la integracion de factores predictivos como
caracteristicas clinicas, localizacion, tamafio, asociacion de hébitos tdxicos o presencia

(G0OE7) La evaluacion en el resultado

de multifocalidad o displasia epitelial
histopatologico de la displasia epitelial se considera el “estandar de oro” para estratificar
el riesgo de progresion a cancer y orientar el tratamiento de las leucoplasias, sin embargo,
es un método subjetivo con bajos niveles de concordancia intra e inter

observador®VG9@7)  Por lo que, identificar qué pacientes tienen mayor riesgo de
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recurrencias o progresion hacia la transformacién maligna no es sencillo con estas
herramientas. Es por ello, que podria resultar util el desarrollo de biomarcadores
moleculares que impulsen el inicio y la progresion de los carcinomas orales de células
escamosas. En este sentido, en la presente tesis, hemos identificado firmas de metilacion
diferencial capaces de discriminar los dos fenotipos de carcinomas orales de células
escamosas. Para ser exactos, se identificaron 26 genes cuya metilacion aberrante se podria

emplear como potenciales biomarcadores pronostico de COCE en pacientes con LVP.

Este estudio del metiloma es el mas extenso y detallado que se haya hecho en
pacientes con carcinomas orales precedidos de LVP. Hasta donde sabemos, somos los
primeros en estudiar las diferencias a nivel molecular de los carcinomas orales en
pacientes con LVP. Es tentador hipotetizar que el fendmeno epigenético que subyace a la
evolucion de la LVP podria ser la responsable del mejor pronostico evolutivo de estos
pacientes. Ademas, nuestros resultados podrian ayudar en un futuro a desarrollar terapias
epigeneticas para revertir los cambios aberrantes de metilacion en los pacientes con LVP.
De hecho, el uso de terapias epigenéticas se ha convertido en una estrategia emergente y
prometedora en el tratamiento de algunos canceres('>V?7® gracias al desarrollo de
farmacos inhibidores de metiltransferasas o agentes desmetilantes para restaurar la

reexpresion y la funcién normal de los genes supresores de tumores.
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FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Aunque estos resultados son preliminares, respaldan investigaciones anteriores que
sefialan la importancia de las alteraciones epigenéticas en el cancer oral y el valor de los
biomarcadores de metilacion de ADN en el pronostico de los pacientes con COCE.
También es cierto que es necesario la validacion de nuestros resultados en cohortes de
pacientes con LVP-COCE mas grandes y en estudios multicéntricos. Asi mismo, se
podria evaluar el estado de metilacion en cohortes de pacientes con LVP previamente al

desarrollo de la malignizacion.

Hemos planteado las bases moleculares epigendmicas en pacientes con LVP. A
partir de esto, hay que continuar investigando las implicaciones de los biomarcadores de
metilacion de ADN en la LVP comparandolo con los demés grupos. Al ampliar el nimero
de pacientes, también se podria realizar correlaciones entre los perfiles de metilacion y
las caracteristicas clinico - patolégicas. Del mismo modo, se podrian emplear para el
estudio del metiloma muestras biologicas obtenidas mediante técnicas no invasivas como

la saliva.

Por ultimo, se podria profundizar en los mecanismos subyacentes de regulacion
epigenética de estos genes mediante tratamientos en cultivos celulares para conocer
completamente la implicacion de estas alteraciones en el carcinoma oral de células

€scamosas.
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7. CONCLUSIONES






Nuestros resultados confirmaron que la leucoplasia verrugosa proliferativa (LVP) es
una enfermedad diferenciada e independiente de las leucoplasias orales (LO) clasicas.
Las lesiones tumorales de los pacientes con LVP presentaron una mayor variedad de
formas clinicas, menores niveles de profundidad de invasion tumoral y menor
presencia de invasion perineural que los carcinomas orales de células escamosas
(COCE) convencionales sin antecedentes de LVP. Asi mismo, los pacientes con LVP
presentaron mayores tasas de transformacion maligna y recurrencias en comparacion

a las leucoplasias orales clasicas.

Los carcinomas orales de células escamosas en pacientes con LVP presentaron un
mejor pronostico en comparacion a los carcinomas orales convencionales debido a su

menor agresividad.

El andlisis no supervisado de los perfiles de metilacion global no permiti6 diferenciar
los carcinomas orales de células escamosas seglin estuvieran precedidos o no de LVP.
Sin embargo, los dos analisis de metilacion diferencial supervisados confirmaron la
existencia de dos fenotipos de carcinomas orales de células escamosas distintos. Se
identificaron a los genes AGL y WRB como potenciales biomarcadores de

pronostico.

El andlisis integrativo de datos transcriptomicos y metilomicos en los pacientes con
LVP — COCE también permitié diferenciarlos de los carcinomas orales de células
escamosas convencionales. Se determind que el 20% de los 133 genes expresados
diferencialmente entre los dos grupos de pacientes oncoldgicos se regulaban

potencialmente por metilacion.

Finalmente, se identificé una firma epigenética de metilacion diferencial compuesta
por 37 CpGs asociadas a 26 genes que son capaces de discriminar los dos fenotipos

diferentes de carcinomas orales.
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9. ANEXOS






ANEXO I: Tablas suplementaria I. Caracteristicas clinico — patologicas y evolutivas de cada paciente del grupo LVP — COCE.

Caracteristicas
Caracteristicas clinicas Caracteristicas patologicas Evoluciéon
sociodemograficas
Tiempo . ..
Forma Grado Metéastasis Seguimiento = Total
Sexo Edad Tabaco Alcohol Localizacion ) ™ Infiltracién ) Tratamiento =~ Recidiva = 2° tumores o Estado
clinica tumoral ganglionar (anos) biopsias
(afios)
3 (encia
LVP- , RT +
M 89 No No Paladar izq Mixta 21,18 GO Osea No ] No mx, encia 243 10 \%
COCE1 Cetuximab
mb, suelo)
LVP- ) ) 1 (encia
A% 67 No No Yugal derc Ulcerada 7,1 G3 No Si QX Si 10,2 9 A%
COCE 2 mb)
LVP-
M 96 No No Encia 3°% Mixta 6,3 G2 No No QT No No 6,4 6 M
COCE 3
2 (encia
LVP- ) :
M 84 Si No Encia 3° Verrugosa 54 Gl Osea No QX No mx, yugal 8,1 8 A%
COCE 4 .
izq)
LVP- . .
A\ 90 No No Encia 2° Eritroplasia 4.8 Gl No No QX No No 6,8 5 \%
COCE 5
LVP- 1 (encia
M 84 No No Encia 1°% Verrugosa 18,1 GO No No REV No 20,1 10 A\
COCE 6 der)
LVP-
M 71 No No Paladarizq | Eritroplasia 10,5 Gl No No QX No No 11,7 12 \Y
COCE 7
LVP- :
M 61 No No Encia 2°% Verrugosa 0,14 Gl Osea No QX No No 1,3 9 A\

COCE 8



Tabla suplementaria I1. Caracteristicas clinico — patologicas y evolutivas de cada paciente del grupo COCE convencional.

Caracteristicas
Caracteristicas clinicas - patolégicas Evolucién
sociodemograficas
) Nuevos o
o Forma Grado ) Metastasis ) o Seguimiento
Sexo = Edad Tabaco Alcohol Localizacion ) Infiltracion ) Tratamiento = Recidiva 2° Estado
clinica tumoral ganglionar (afios)
tumores
COCE 1 v 83 Si No Paladar der Mixta G2 Osea No QX +RT No No 3 A"
COCE 2 A% 68 Si No Encia mx Ulcerada Gl Osea No QX No No 3 A%
) Lengua lat ) 1 (suelo
COCE 3 M 78 Si No ) Ulcerada G2 No No QT Si 2,7 v
izq boca)
COCE 4 A% 82 Si No Labio inf Ulcerada G2 Muscular No QX No No 0,4 M
COCE 5 v 62 No Si Suelo boca | Ulcerada G3 No No QX No No 2,6 A"
Lengua lat
COCE 6 M 83 No No ) Ulcerada G2 No No QX No No 2,3 v
izq
Lengua lat .
COCE 7 M 59 No No ) Ulcerada Gl No si QX +RT No No 2 M
izq
, 1
COCE 8 M 66 No No Encia mb Ulcerada Gl Osea Si QX +RT No 1,9 A%
(yugal)
Lengua lat
COCE 9 M 78 No No ) Ulcerada Gl No No QX No No 1,9 v
izq
QX +RT +
COCE 10 M 69 No No Encia mb Mixta Gl1 No Si No No 1,4 v

QT



Tabla suplementaria I1I. Caracteristicas clinico — patoldgicas y evolutivas de cada paciente de los grupos no oncologicos (LO y LVP).

Pacientes con Leucoplasias orales

Paciente

1
2
3
4
5
6
7
8

Paciente

A N A W -

10
11
12

Edad Sexo Fumadores e 1~m1ento Nurperq de
(afios) localizaciones
65 F Si 4,07 1
82 F No 3,13 1
64 M No 21,17 1
68 F No 19,75 1
54 M No 2,07 1
70 M Si 3,32 1
58 F Si 1,38 1
64 F Si 1,48 1
Pacientes con Leucoplasia verrugosa proliferativa
Edad Sexo Fumadores e 1~m1ento Nurperq de
(afios) localizaciones
76 F No 3,22 14
56 F Si 12,51 8
55 M Si 15,02 6
52 F Si 7,76 18
84 F No 20,06 20
67 M Si 8,19 9
70 F No 5,93 14
63 F Si 10,68 16
82 F No 7,04 12
65 F No 11,12 11
82 F No 7,69 16
50 M No 5,16 14

Localizaciones

Paladar
Encia maxilar

Lengua
Lengua
Mucosa yugal

Lengua
Suelo de boca
Suelo de boca

Porcentaje de
afectacion con
lesiones orales

54

31

23

70
77
35

54

62

46
42
62
54

Tamano leucoplasias orales (cm)

Localizaciones orales afectadas

Encia, mucosa yugal, paladar, trigono retromolar
Encia, mucosa yugal, paladar, suelo de boca
Encia, mucosa yugal, paladar

Encia, mucosa yugal, paladar, labios, lengua

Encia, mucosa yugal, paladar, suelo de boca, lengua
Encia, mucosa yugal, paladar, suelo de boca, lengua,
trigono retromolar

Encia, mucosa yugal, paladar, suelo de boca, lengua

Encia, mucosa yugal, paladar, suelo de boca, lengua

Encia, mucosa yugal, paladar, labios
Encia, mucosa yugal, paladar, suelo de boca, lengua
Encia, mucosa yugal, labio, lengua
Encia, mucosa yugal, paladar, lengua

Resultado
histopatologico
Displasia leve
Hiperqueratosis sin
displasia
Displasia leve
Displasia leve
Displasia leve
Hiperqueratosis sin
displasia
Displasia moderada
Displasia leve

Resultado
histopatologico

Displasia leve
Displasia leve
Displasia severa
Hiperqueratosis sin
displasia
Displasia moderada

Displasia leve

Hiperqueratosis sin
displasia
Hiperqueratosis sin
displasia
Displasia leve
Displasia leve
Displasia leve
Displasia leve

Transformacion
maligna

No
No

Transformacion
maligna (tiempo
hasta TM)
No
No
Si* (8 meses)

No
Si* (4 meses )

Si* (16 meses )

Si* (3 meses )
No
Si* (3 meses )



ANEXO II: Publicaciones, comunicaciones y premios.
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tesis en los que el doctorando Alexander Proafio Haro es coautor de los mismos. Articulos

publicados en revistas incluidas en SCI — JCR:

Proafio-Haro A, Bagan L, Bagan JV. Recurrences following treatment of

proliferative verrucous leukoplakia: A systematic review and meta-analysis. J

Oral Pathol Med. 2021; 50: 820 - 8. doi: 10.1111/jop.13178. PMID: 33765364.
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distinctive molecular features. Oral Dis. 2023 Mar 9. doi: 10.1111/0di.14550.
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1 | INTRODUCTION

Proliferative verrucous leukoplakia (PVL) was first described in 1985
by Hansen et al. as along-evolving aggressive form of oral leukopla-
kia initially manifesting as a simple white hyperkeratotic plaque, and
which gradually spreads over time, becoming multifocal, confluent,
and proliferative. Although PVL typically develops as homogeneous

3,4,5,6

Abstract

Background: A systematic review and meta-analysis were made of the incidence of
recurrences in patients with proliferative verrucous leukoplakia (PVL) subjected to
different types of treatment.

Methods: The study was carried out following the Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) statement guidelines. A literature search was made
in the Medline (PubMed), EMBASE, and Web of Science databases, together with a man-
ual search, covering the period from 1985 to January 2020, with no language restrictions.
Studies were included if they described treatments applied to at least 10 patients with the
corresponding outcomes. Methodological quality was evaluated using Jadad scale and
Newcastle-Ottawa tool. Global incidence was calculated by random effects meta-analysis
using the Comprehensive Meta-analysis version 3.0 software. Publication bias was as-
sessed using funnel plots and the Duval and Tweedie trim and fill method.

Results: Of the 922 identified articles, 12 were found to meet the inclusion criteria.
Most of them presented moderate or low risk of bias. A total of 397 patients were
analyzed. The mean age was 62.34 years and 248 were women (62.5%). The mean
follow-up was 79.3 months. The most frequent treatment was surgical removal with
a cold scalpel or laser (339 patients). A total of 232 subjects presented lesion recur-
rence. The combination of proportions global effect meta-analysis yielded a recur-
rence rate of 67.2% (95% Cl: 48.3-81.8), with the absence of publication bias.
Conclusions: There is not enough scientific evidence to conclude that any treatment
strategy is able to reduce the recurrence in PVL.

KEYWORDS
meta-analysis, proliferative verrucous leukoplakia, recurrences, treatments

white plaques, multiple verrucous zones usually appear over time,
along with erythematous and erosive areas. In a recent study by our
group,2 these areas have been found to be associated with an in-
creased risk of oral squamous cell carcinoma (OSCC).

Some authors such as Villa et al.® have suggested the term "pro-
liferative leukoplakia,” for although the disorder typically develops
a verrucous/nodular pattern over time, this is not always the case.?

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs License, which permits use and distribution in
any medium, provided the original work is properly cited, the use is non-commercial and no modifications or adaptations are made.
© 2021 The Authors. Journal of Oral Pathology & Medicine published by John Wiley & Sons Ltd.
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Abstract

Objective: Proliferative verrucous leukoplakia (PVL) has high rates of malignant trans-
formation into oral squamous cell carcinoma (OSCC), but the clinical and evolutionary
pattern of OSCC from PVL (PVL-OSCC) is more favorable than that of OSCC not pre-
ceded by PVL (OSCC). Here, we aimed to explore the pathophysiologic differences be-
tween PVL-OSCC and OSCC through transcriptomic and DNA methylation analyses.
Materials and methods: In this case-control study, oral biopsies from 8 PVL-OSCC and
10 OSCC patients were obtained for global sequencing using RNAseq and a genome-
wide DNA methylation analysis via the Infinium EPIC Platform (graphical abstract).
Results: One hundred and thirty-three differentially expressed genes (DEGs) were
detected, 94 of them upregulated in OSCC. Most of these genes were previously
described in cancer and associated with prognosis. The integrative analysis revealed
26 DEGs, corresponding to 37 CpGs, whose promoters were regulated by DNA meth-
ylation. Twenty-nine of the CpGs were found as hypermethylated in PVL-OSCC. Only
5 of the genes that were aberrantly methylated and differentially expressed were
upregulated in PVL-OSCC patients, whereas 21 were underexpressed.

Conclusions: PVL-OSCC patients presented lower expression of cancer-related genes.
Hypermethylation of the promoter region of many genes was also noticed, indicating
that DNA methylation could be a regulatory mechanism.

KEYWORDS
differential expression, differential methylation, oral cancer, oral squamous cell carcinoma,
proliferative verrucous leucoplakia, RNAseq
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