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. LEUCOPLASIA ORAL: INTRODUCCION.

1.1 DEFINICION Y EPIDEMIOLOGIA

La terminologia de las lesiones orales que pueden evolucionar hacia la malignidad ha
variado a lo largo de los afios. El término premaligno se ha utilizado habitualmente pero
implica que una lesion inevitablemente se convierta en maligna. Sin embargo, si
queremos definir una lesion donde el riesgo solo es estadisticamente mayor, se debe

utilizar el término potencialmente maligno.

"Potencialmente premaligno” es un término alternativo que esta en consonancia con el
concepto de que no todas las lesiones dentro de la misma entidad tienen un potencial de
progresion hacia la malignidad y que el clinico se enfrenta a un cambio en la mucosa que
solo es una lesién potencialmente premaligna. En un taller de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) en 20072, se recomendo que se abandonara la distincion entre lesiones
y afecciones potencialmente malignas en favor de un término comun, trastornos orales
potencialmente malignos (OPMD), y recientemente se ha vuelto a aceptar en la Gltima

clasificacion de la OMS?2.

El término OPMD reconoce el hecho de que incluso en pacientes con una lesion definida,
como la leucoplasia, la malignidad puede surgir en esa u otra parte de la cavidad oral
como resultado de un cambio de campo, incluso en una mucosa clinicamente normal. Se
han asociado numerosos trastornos orales con un mayor riesgo de carcinoma oral de
células escamosas (COCE)S. Esta es la lista actualizada de los OPMDs ?:

e Leucoplasia

e Eritroplasia

e Leucoplasia verrucosa proliferativa

e Liquen plano oral

e Fibrosis submucosa oral

e Queilitis actinica

e Lesiones palatinas de tabaquismo inverso

e Lupus eritematoso discoide

e Disqueratosis congénita

e Epidermdlisis bullosa
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e Anemia de Fanconi
e Lesiones liquenoides orales

e Enfermedad crénica de injerto contra huésped

La leucoplasia oral (del griego leykos, blanco; y plasia, proliferacion) fue definida
clinicamente por la OMS en 1978 como “una lesion predominantemente blanca de la
mucosa oral que no puede caracterizarse como ninguna otra lesion conocida y con una
elevada tendencia a convertirse en un cancer oral . Se defini6 como una “lesién
precancerosa” *. Tras esa fecha numerosos autores han intentado dar nomenclatura a esta

patologia proponiendo e introduciendo cambios en la definicién (tabla 1.1).

En 2007, el grupo de trabajo del Centro Colaborador de la OMS, después de considerar
todas las definiciones propuestas de leucoplasia oral hasta la fecha, acordé enmendar la
definicién original de la OMS y concluyé que el término leucoplasia debe usarse para
reconocer “placas blancas de riesgo de transformacion maligna cuestionable en las
cuales se han excluido otras enfermedades conocidas que no conllevan un riesgo
incrementado de cancer” . Describieron que la leucoplasia es un término clinico y no

tiene una histologia especifica.

La Sociedad Espafiola de Cirugia Bucal también present6 en 2017 una Guia de Préactica
Clinica ° tras el analisis de un comité de expertos de los diferentes parametros clinico-
patoldgicos de la leucoplasia oral. Se considerd que siguiendo las Ultimas propuestas
hasta la fecha, se puede diagnosticar como leucoplasia oral a: “toda aquella placa
predominantemente blanca de la mucosa oral que potencialmente puede malignizarse,
tras haber excluido clinica e histopatologicamente cualquier otra enfermedad o trastorno

blanco definible”.

En marzo 2020, la actualizacion de la reunién de 2007 del Centro Colaborador de la OMS
celebrada en el Reino Unido por expertos invitados para discutir sobre los avances en los
OPMD, no encontré ninguna razon para cambiar la definicion propuesta en 2007 que

ahora se recoge ampliamente en la literatura mundial 2.
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Tabla 1.1: Definiciones histéricas de la leucoplasia oral.

Leucoplasia oral. Definicion: Autores. Afio
“Una lesion predominantemente blanca de la mucosa oral que no Kramer y cols..
puede caracterizarse como ninguna otra lesion conocida y con una OMS 1978

elevada tendencia a convertirse en un cdancer oral”. *

“Una mancha o placa blanca que no puede ser caracterizada clinica Axell y cols
0 patolégicamente como ninguna otra enfermedad y que no esta 1984
asociada a ningun agente fisico o quimico causante, excepto el

consumo de tabaco".

“La leucoplasia es una mancha o placa blanquecina que no puede Axell y cols
ser caracterizada clinica o patol6gicamente como ninguna otra 1996
enfermedad y no esté asociada a ningun agente causal fisico o

quimico, excepto el consumo de tabaco".’

'Placas blancas de riesgo dudoso habiendo excluido (otras) Warnakulasuriya y

enfermedades o trastornos conocidos que no conllevan un mayor cols. 2007

riesgo de cancer” ! Centro colaborador
OMS

"Una mancha o placa predominantemente blanca que no puede ser Van del Waal.

caracterizada clinica o patoldgicamente como ningun otro trastorno; 2015

la leucoplasia oral conlleva un mayor riesgo de desarrollo de

cancer, ya sea en la zona de la leucoplasia o en otra parte de la

cavidad o en la region de la cabeza y el cuello".®

“Toda aquella placa predominantemente blanca de la mucosa oral Sociedad Esparfiola

que potencialmente puede malignizarse, tras haber excluido clinica e de Cirugia Bucal

histopatol6gicamente cualquier otra enfermedad o trastorno blanco 2017

definible” ®

“Placas blancas de riesgo de transformacion maligna cuestionable  Warnakulasuriya y
habiendo excluido (otras) enfermedades o trastornos conocidos que cols. 2021

no conllevan un mayor riesgo de cancer " 2

Dentro de las lesiones orales, la leucoplasia oral sigue siendo la entidad méas cominmente
encontrada en la préactica clinica, llegando a ser la forma maés frecuente de lesion crénica
oral (3% de adultos). Ademas, es el OPMD mas frecuente de la cavidad oral,
representando el 85% de dichas lesiones (90% en lengua, bermellon labial y suelo de

boca) °.

En la revision sistematica de Petti y cols.' la prevalencia mundial de la leucoplasia oscild
entre 1.49% y 2.6%, y sugiri6 que el nimero global de casos de cancer oral asociados a
la leucoplasia oral esta probablemente subdeclarado, particularmente en los paises

subdesarrollados, en los que estas cifras se elevan considerablemente en los paises del
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sudeste asiatico y particularmente en la India.

Posteriormente, la prevalencia global de leucoplasia oral se ha estimado en 2.60%?!. Para
Esparia y otros paises desarrollados de nuestro entorno, probablemente es mas razonable

aceptar una prevalencia del 0.5%*2,

En 2019 se publico un estudio bibliométrico®® sobre el analisis de los articulos mas citados
sobre la leucoplasia oral. Los resultados proporcionan una perspectiva histérica de la
evolucion cientifica y sugieren nuevas tendencias de investigacion y practica clinica sobre
esta entidad patoldgica. La mayoria de los articulos de alta calidad fueron la investigacion
de farmacos quimiopreventivos y marcadores moleculares, lo que puede indicar una

tendencia de estos temas clave que analizaremos mas adelante.

1.2 TRASTORNOS ORALES POTENCIALMENTE MALIGNOS: FACTORES
Y PREVALENCIA DE TRANSFORMACION A CANCER ORAL

Los trastornos orales potencialmente malignos (OPMD), como su nombre indica, pueden
evolucionar a céancer oral. El objetivo principal de su diagnostico, clasificacion y
tratamiento es la disminucion de su tasa de transformacion maligna y el diagnéstico
precoz de los canceres que aparezcan sobre ellos, pero la evaluacion del riesgo de un

paciente individual es compleja e intervienen diferentes factores (Tabla 1.2).

Aunque la progresion hacia el cancer es el resultado mas significativo, sélo unos pocos
OPMD progresan hasta ese estadio; el resto puede persistir sin cambios, puede aumentar

o0 reducir su tamafo, o incluso puede incluso resolverse por completo.

El proceso de realizacion de una evaluacion clinica de una lesién sospechosa puede
considerarse en 3 etapas: historia clinica, examen clinico y biopsia quirdrgica con

evaluacion histopatoldgica. Estos son algunos aspectos importantes resumidos®t, 14, 3:

- Las mujeres no fumadoras se consideran de mayor riesgo en comparacion con los
hombres.

- Laeritroplasia tiene un mayor riesgo en comparacion con la leucoplasia oral.

- Las lesiones no homogéneas tienen un mayor riesgo en comparacion con las

lesiones homogeneas,
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- Las lesiones moteadas tienen un mayor riesgo en comparacién con las lesiones

Verrugosas.

- La evaluacion histopatologica es primordial donde las displasias graves y

moderadas tienen un mayor riesgo que las displasias leves.

La tasa de transformacion maligna para todos los tipos de leucoplasia oral varia
enormemente de un lugar a otro dentro de la boca, de una poblacion a otra 'y de un grupo
a otro. Se estima entre 0.13% y el 3,5% segun los articulos revisados!?,®® !, La revision
sistematica sobre la prevalencia mundial de leucoplasia oral de Petti'® (2003) trat6 de
estimar la incidencia anual de cancer oral atribuible a las leucoplasias orales y concluy6

que su tasa anual de transformacion maligna es del 1,36%.

Tabla 1.2: Caracteristicas asociadas con el incremento del riesgo de progresién maligna de los
OPMD 3

CARACTERISTICAS PARAMETROS ASOCIACION
Caracteristicas clinicas Tamafio de la lesion >200 nm?2 Severa
Forma clinica No homogénea Severa
Color Rojo Severa
Localizacion Lenguay suelo de laboca  Severa
Sexo Mujer Media
Edad >50 afios Media
Habitos No fumador Débil
Caracteristicas histolégicas  Displasia Grave-Moderada Severa
Virus Papiloma Humano ~ VPH-16 positivo Media
Anélisis del ADN Aneuplodia Media

Pérdida de heterogeneidad Muchos genes involucrados  Media

1.3 ETIOLOGIA

Hay una fuerte asociacion entre el consumo de tabaco y alcohol con la presencia de
patologias orales, sobre todo las mas preocupantes como el cancer oral 7. Sin embargo,
las pruebas de que el tabaco causa leucoplasia oral siguen siendo en gran medida
deductivas y se basan en observaciones de regresion y/o desaparicion de algunas de estas
lesiones tras el abandono del tabaco'®®, ya que la mayoria de los estudios no han mostrado

una asociacion concluyente entre el tabaco y las leucoplasias orales.
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Otros autores si que defienden que el principal factor etiol6gico de la leucoplasia oral es
el consumo de tabaco en sus diferentes formas y variedades. En la revision de Gonzalez-
Moles y cols.'?> podemos apreciar que los fumadores tienen 7 veces mas riesgo de
desarrollar leucoplasias que los no fumadores, y que su aumento es progresivo en relacion
a los afios de consumo y la cantidad de tabaco diario. En esta revision, entre el 30% y
56% de las lesiones desaparecen después de 3 meses de abstinencia, cifra que se eleva al
78% después de un afo sin consumir tabaco. La localizacion de la leucoplasia oral

también varia en estos pacientes, siendo mas frecuente en el suelo de la boca.

El abuso de alcohol y su asociaciéon con el cancer oral también ha sido establecido
fuertemente. Sin embargo, aunque clasicamente se ha considerado un factor de riesgo
independiente para el desarrollo de la leucoplasia oral'®, el papel del alcohol en el
desarrollo de la leucoplasia oral esta menos claro®°. Algunos autores estan de acuerdo
en que la combinacion de tabaco y alcohol si que potencia extraordinariamente el riesgo
de transformacion maligna y que probablemente se relaciona con el incremento de la
solubilidad de los carcindgenos v la atrofia de la mucosa oral producidas por el alcohol,
con los agentes mutagénicos que se generan en el metabolismo (acetaldehido) y con la
disminucion de la capacidad del ADN asociada al consumo de alcohol2,

A estos dos factores etioldgicos tradicionales, alcohol y tabaco fumado o mascado, hay
que afiadir la masticacion de nuez de betel. El habito de mascar nueces de betel es un
factor etiolégico importante en el sudeste asiatico, lo que aumenta la prevalencia de estas
lesiones en esta region. La eliminacion de este habito puede prevenir el 62% de las

leucoplasias orales™®.

En cuanto a las infecciones asociadas, la infeccion cronica por Candida Albicans también
ha sido sefialada como un agente etioldgico de leucoplasia, especialmente en las formas
que se localizan en la mucosa oral retrocomisural. Algunos estudios han sefialado que
aproximadamente un 22% de las leucoplasias orales albergan ADN de Virus del Papiloma
Humano, sobre todo del tipo 182,

Las leucoplasias orales que surgen en ausencia de tales factores de riesgo identificables
se describen como leucoplasias idiopaticas, y se considera que tienen una base genética
subyacente para su desarrollo?®. La edad avanzada es uno de los factores asociados a estas

leucoplasias sin factor irritante adicional??.
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1.4 DIAGNOSTICO Y DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Realizando un repaso a la literatura publicada, y segun la definicion de la leucoplasia oral
como excluyente de otra lesion conocida, resulta imprescindible la realizacion de una
biopsia incisional y el estudio histopatoldgico para descartar otra entidad patoldgica y
detectar eventos malignos tempranos con su consecuente manejo quirirgico mas
agresivo. Existe unanimidad en la comunidad cientifica y evidencia cientifica de
numerosos articulos que apoyan la necesidad e importancia de realizarla en todos los
casos para alcanzar un diagnoéstico definitivo y para predecir el prondstico. El analisis
histopatoldgico de una biopsia de la leucoplasia oral sigue siendo el gold standard para

su diagndstico final y su valoracion prondstica®,??.

En cuanto al diagndstico macroscopico, las principales enfermedades orales que pueden
presentarse como lesiones blancas orales y que deben ser diferenciadas de la leucoplasia
oral son las siguientes:

- Nevo blanco esponjoso

- Queratosis friccional (alveolar)

- Morsicatio buccarum: morder el labio, las comisuras o las mejillas

- Lineaalba

- Quemadura quimica

- Candidiasis pseudomembranosa

- Leucoedema

- Liquen plano oral (LPO)

- Lesion liquenoide

- Liquen esclero-atrofico

- Lupus eritematoso

- Leucoplasia vellosa oral

- Puntos de Fordyce

- Palatitis nicotinica

- Sifilis secundaria

- Papilomay lesiones hiperplasicas asociadas al virus del papiloma humano (VPH)

- Injerto de piel

- Estomatitis urémica (antecedentes de enfermedad renal)

- Carcinoma de células escamosas
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En base a los resultados de un estudio realizado por Brouns y cols.?® en cuanto a la
importancia de un correcto diagnostico de la leucoplasia, se presentaron unos factores
estrictos de certeza en el uso de criterios diagnosticos para la leucoplasia oral:

C1: Evidencia de una sola visita, aplicando la inspeccion y la palpacion como el Gnico
medio de diagnostico (diagndstico clinico provisional), incluido un cuadro clinico de la
lesion.

C2: Evidencia obtenida por un resultado negativo de eliminacion de factores etioldgicos
sospechosos, por ejemplo irritacion mecanica, durante un periodo de seguimiento de 6
semanas (diagnastico clinico definitivo).

C3: Como C2, pero complementado por una biopsia incisional previa al tratamiento en la
que, histopatoldgicamente, no se observa lesion definible (diagnostico compatible
histopatoldgicamente).

C4: Evidencia después de la cirugia y examen patoldgico del espécimen resecado.

En el tltimo articulo de actualizacion de la leucoplasia oral del Centro Colaborador de la
OMS?, se ha actualizado tanto la nomenclatura como la clasificacion, y en él se facilitan
unas pautas de diagnostico sencillas que nos ayudan en el diagndstico clinico:

e Una mancha/placa predominantemente blanca que no se puede borrar.

e Lamayoriade las leucoplasias homogéneas afectan a un area circunscrita y tienen
bordes bien delimitados. Un subgrupo mas pequefio puede presentar bordes
difusos.

e Las leucoplasias no homogéneas suelen presentar bordes méas difusos y pueden
tener componentes rojos o nodulares.

¢ No hay indicios de irritacion traumatica crdnica en la zona

e No es reversible al eliminar las causas traumaticas aparentes, es decir, demuestra
una caracteristica de persistencia.

e No desaparece o0 se desvanece al estirar el tejido.

e Por exclusion de otras lesiones blancas o blancas/rojas.

1.5 MANIFESTACIONES CLINICAS

Las manifestaciones clinicas de la leucoplasia oral pueden tomar diferentes formas
definidas de acuerdo con el patrén clinico (homogéneo o no homogéneo), la distribucion

o diseminacion de la lesion (focal o diseminada) y la ubicacion dentro de la cavidad oral?,
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1.5.1 Forma clinica

La apariencia clinica es un dato fundamental en el diagnostico de la leucoplasia oral. En
la mayoria de los articulos se describe este parametro y se busca su relacion con el

tratamiento, las recidivas y la transformacion maligna (Fig. 1.1).

Se describen dos tipos de leucoplasia oral segun su forma clinica:

e La leucoplasia homogénea es una lesion predominantemente blanca, plana, fina
y de consistencia no indurada. Puede presentar grietas o hendiduras poco
profundas. Es la forma clinica mas comun.

e La leucoplasia no homogénea es una lesion predominantemente blanca o roja
(eritroleucoplasia) con una superficie irregular, nodular, exofitica, verrugosa y/o
ulcerada. 3 subtipos:

o Leucoplasia nodular: pequefias excrecencias polipoides o redondeadas,
rojas o blancas.

o Leucoplasia verrugosa: su superficie es elevada, exofitica, arrugada o
estriada.

o Eritroleucoplasia: lesion blanca y roja (moteada) pero conservando
predominantemente su caradcter blanco. Los margenes pueden ser

irregulares.

Fig.1.1. Diferentes formas clinicas de leucoplasia oral.

Fig A. Leucoplasia oral homogénea.  Fig. B. Leucoplasia oral no homogénea.
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En lo que se refiere al grado de malignizacion segun la forma clinica, las leucoplasias no
homogéneas tienen un potencial de trasformacion maligna de entre 4 a 5 veces mayor que
el de las leucoplasias homogeneas. Esto no resta importancia al control y seguimiento de
las leucoplasias homogeéneas, que han mostrado tasas de trasformacion maligna de un 0,6-
5%%°.

En un estudio realizado por Holmstrup y cols.?® que incluia 269 lesiones de leucoplasia
oral, el andlisis de regresion logistica mostré un riesgo 7 veces mayor (OR = 7.0) de
leucoplasia no homogénea para el desarrollo maligno en comparacion con leucoplasia

homogénea.

Esta forma clinica de leucoplasia no homogénea nos pone en alerta sobre la identificacion
de los pacientes de riesgo, pero no nos exime de un tratamiento similar en las leucoplasias
homogéneas. Todo tratamiento de estas lesiones se dirige y centra en la reduccion de la

transformacion maligna mediante una intervencién inmediata.

1.5.2 Localizacion de la lesidon

La localizacion mas frecuente de leucoplasia oral es en la mucosa bucal, siguiéndole la

mucosa gingival y la lengua?’.

Los estudios y revisiones posteriorest!,* coinciden en que la localizacion mas frecuente
es la mucosa bucal, y nos aportan que la transformacion maligna se encuentra con mayor
frecuencia en las lesiones de la lengua (24.22%). El segundo sitio mas comun con
transformacion maligna es la combinacion de lenguay suelo de la boca (14.85%). Aunque
la mucosa bucal es el sitio mas comin para la leucoplasia oral, tiene la menor tasa de

transformacion maligna (3,53%), asi como en el reborde alveolar y en el paladar.

Todos estos estudios nos alertan de las zonas més frecuentes en las que se localizan las
leucoplasias y de la importancia que tiene el clinico odont6logo en la revision de todas
estas mucosas orales, asi como de la relevancia que debemos darle al encontrarnos una
lesion de leucoplasia oral en la lengua y el suelo de la boca por su importante tasa de

transformacion maligna.
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Fig.1.2: Diferentes localizaciones de leucoplasia oral.

1.5.3 Distribucién de las lesiones

La distribucion o extension de la leucoplasia oral en la cavidad oral es un factor
prondstico para la transformacion maligna a largo plazo. La leucoplasia oral focalizada
se asocia con un buen pronostico a largo plazo, mientras que las formas diseminadas, que

afectan a varios puntos de la mucosa oral, se considera que indican un peor prondstico®*.
1.5.3.1 Leucoplasia verrugosa proliferativa:

Especial atencién merece la leucoplasia verrugosa proliferativa (LVP) descrita por
primera vez en 1985 como “una forma particular de leucoplasia que comienza como una
hiperqueratosis simple, pero tiende a diseminarse y volverse multifocal. Se caracteriza
por ser de crecimiento lento, persistente e irreversible. En el tiempo las areas se vuelven
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exofiticas y verrugosas”?. La LVP es un tipo de leucoplasia rara, particularmente
agresiva, recalcitrante, a menudo extendida y multifocal. Es resistente a todas las formas
de terapia, ya que la recurrencia es la regla y puede variar e ir modificandose desde una

hiperqueratosis simple hasta un carcinoma invasivo de células escamosas.

En las revisiones sistematicas y estudio de series y casos sobre la LVP?° 30313233 hay
coincidencias en que esta patologia afecta principalmente a mujeres adultas, tiene una
distribucion particular normalmente diseminada, unas caracteristicas histopatoldgicas
particulares de las lesiones transformadas y una tasa de transformacion maligna muy
elevada. En cuanto a la distribucion, la zona mas frecuentemente es la mucosa gingival,

seguida de la mucosa bucal y la lengua.

En 2010, Cerero Lapiedra y cols.’® propusieron unos criterios para el diagnostico
definitivo de LVP. Se propone que para poder establecer el diagndstico de LVP debe
producirse una de las siguientes opciones:

Opcion 1: Tres criterios mayores (incluido siempre el E)

Opciodn 2: Dos criterios mayores (incluido siempre el E) + Dos criterios menores.

A continuacion se describen los criterios mayores y menores para poder llegar a su

correcto diagndstico:

Criterios mayores:

A. Lesion de leucoplasia con més de dos localizaciones orales, con predominio en
encias, procesos alveolares o paladar.

B. Existencia de alguna zona verrugosa.

C. Lesiones que se extienden o se engrosen durante su evolucion.

D. Recidiva en un lugar ya tratado.

E. Histolégicamente: desde una hiperqueratosis hasta hiperplasia verrugosa o

carcinoma oral.

Criterios menores:

a. Lesion de leucoplasia que ocupe al menos 3 cm al sumar todas sus areas
afectadas.

b. Mujer.

c¢. No fumador.

d. Tiempo de evolucion superior a 5 afos.
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Para simplificar estos criterios diagnosticos que pueden llevar a algun tipo de confusion,
en 2013 Carrard y cols.®* publicaron un articulo en el que se resumen a 4 criterios
diagnosticos:

e Presencia de leucoplasia verrugosa que afecta a dos o0 mas subsitios orales.

e Extension total de las areas de al menos 3cm.

e Periodo bien documentado de al menos cinco afios de evolucion de la enfermedad.

e Propagacion y aparicion de una o més recidivas en una zona previamente tratada.

En la LVP no existe una relacion clara con el consumo de tabaco y alcohol, asi como
tampoco se han encontrado diferencias significativas en la presencia de ADN del Virus

del Papiloma Humano ni de Candida Albicans entre la LVP y la leucoplasia oral®.

En cuanto al estudio genético, la alta incidencia de anomalias en la ploidia del ADN y el
aumento de la expresion del complejo Mcm2 (complejo de proteinas reguladoras que
intervienen en la replicacion del ADN) puede predecir un cambio maligno en la
leucoplasia verrugosa proliferativa oral. Los hallazgos clinico-patoldgicos asociados a los
resultados inmunohistoquimicos y de ploidia de ADN apoyan el perfil distintivo y

agresivo de esta entidad®.

Existe coincidencia en diversos estudios de la resistencia de la LVP a los diferentes
intentos de terapia (tasa media de recurrencia del 85% para todas las modalidades de
tratamiento) y de su alta propensién a la displasia y/o la progresion de la malignidad,
mucho mas elevada que la leucoplasia oral. En dos recientes revisiones sistematicas®®,
sobre las tasas de transformacién maligna en LVP, las cifras son del 49,5% y 45.8%
respectivamente. Esta progresion y los diferentes estadios indican la necesidad de realizar

multiples y repetidas biopsias a lo largo del tiempo 7, %0, 38 20 39,

Las propias caracteristicas ya nombradas de la L\VP, tener un curso clinico progresivo,
unas caracteristicas clinicas e histopatoldgicas cambiantes y su alta progresion al cancer
de la cavidad oral en comparacion con otras OPMDs, hacen que ya en 2021 se defina

como una afeccion distinta a la leucoplasia oral?.
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1.6 HISTOPATOLOGIA

La leucoplasia oral presenta un patrén histopatologico variable. Se puede clasificar como
leucoplasia oral desde una hiperplasia hiperqueratosica sin displasia epitelial, hasta una
displasia severa con fenémenos de atrofia y/o hiperplasia epitelial.

La hiperplasia se define como una excesiva multiplicacion de las células normales de un

organo. La hiperqueratosis es el aumento del grosor de la capa cornea de la epidermis y

se clasifica en:
- Ortoqueratosis: aumento del namero de células corneas. Es una anomalia cuantitativa.
- Paraqueratosis: las células cdrneas presentan nucleos anormales. Es una anomalia

cualitativa.

Dentro de la caracterizacion morfoldgica de las leucoplasias orales cabe diferenciar dos

tipos o formas:

1.6.1 Leucoplasias orales sin displasia. En las leucoplasias orales sin displasia

existe una asociacion variable de hiperqueratosis (orto o paraqueratosis) y

acantosis epitelial.

1.6.2 Leucoplasias_orales con_displasia. Las leucoplasias displasicas se

clasifican actualmente de bajo grado o de alto grado (aungue cabe mencionar que
tradicionalmente se han descrito como leves, moderadas y graves; en la literatura
las podemos encontrar con esta clasificacion). El calificar una displasia como una
u otra forma depende de la presencia de un mayor o menor nimero de anomalias
atipicas en el epitelio. La evaluacién de la displasia epitelial debe valorar, de un
lado, el nimero de alteraciones o anomalias morfoldgicas presentes y, de otro, la

situacion de éstas en estratos superficiales, intermedios o profundos del epitelio?’.

Por definicidn, el término de displasia hace referencia al crecimiento desordenado del
epitelio. Segi Escribano y Bascones (2009)% los criterios utilizados para hacer un
diagnostico de displasia epitelial son:

e Pérdida de la polaridad de las células del estrato basal.

e Presencia de méas de una capa de células basales con aspecto basaloide.

e Aumento de la relacion nucleo/citoplasma.

e Papilas en forma de gota.

e Estratificacion epitelial irregular.
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e Aumento del nimero de mitosis, con algunas atipicas.
e Células mitéticas anormales en forma.

e Presencia de mitosis en la mitad superior del epitelio.
e Pleomorfismo celular y nuclear.

e Hipercromatismo nuclear.

¢ Nucléolos aumentados.

e Pérdida de la cohesion celular.

e Queratinizacion de celulas aisladas o en grupo.

El porcentaje de leucoplasias orales con displasia varia en gran manera en la literatura

cientifica. Las leucoplasias con displasia podrian suponer entre un 6-23%%.

Aunque existe debate en el porcentaje, la mayoria de los estudios concluyen que las
leucoplasias orales que muestran displasia epitelial de alto grado presentan una mayor
probabilidad de que se desarrolle un carcinoma oral que aquellas que presentan displasia
epitelial de bajo grado® 2 26 40 41 E| metaanalisis de los articulos publicados realizado
recientemente por locca y cols. (2020)*® muestra que la displasia moderada/grave se
asocia significativamente a un riesgo mucho mayor de trasformacion maligna en
comparacion con la displasia leve, con una odds ratio de 2,4. La displasia leve tuvo una
trasformacion maligna anual del 1,7%, mientras que la displasia grave del 3,57%.

Se puede concluir que la presencia de displasia histologica, independientemente del grado
histoldgico, se considera un importante predictor de transformacion maligna de

leucoplasia oral. Ante esta afirmacién, se deben tener tres consideraciones:

1) La displasia epitelial no progresa necesariamente a carcinoma de células escamosas
en todos los casos.

2) La ausencia de displasia histol6gica no descarta la posibilidad de una transformacion
maligna de la leucoplasia oral.

3) Ladisplasia moderada/grave conlleva un riesgo mucho mayor de evolucion del cancer

que la displasia leve.
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1.7 BIOMARCADORES MOLECULARES

Los datos reconocidos para la transformacion en una lesion maligna son la forma de
presentacion clinica y el grado de displasia®, que sélo se puede diagnosticar con una
biopsia del tejido sospechoso, con los inconvenientes que conlleva debido al caracter
invasivo de la técnica®. Por ello, es necesario la blsqueda de nuevas herramientas de
diagnostico que sean menos invasivas y que puedan proporcionar biomarcadores
moleculares para evaluar la progresion de la lesion e identificar aquellas que tengan un
riesgo aumentado de poder desarrollar un evento oncoldgico. Las biopsias liquidas
(saliva, sangre, orina) o minimamente invasivas (cepillado de la mucosa) son las
alternativas mas atractivas y prometedoras y pueden ayudar al seguimiento y screening
de los OPMDs*,

La persistencia de mdltiples alteraciones genéticas en las lesiones orales conducen al
desarrollo de cambios celulares tempranos asociados con la génesis del cancer. La
prediccion clinica de su progresion es extremadamente dificil ya que estas alteraciones
pueden llevar a diferentes estadios: progresion, eliminacion, persistencia o
transformacion. No obstante, varios estudios han delineado un amplio perfil de
biomarcadores moleculares asociados con la progresion fenotipica de las lesiones

displasicas de la cavidad oral de la cavidad oral**,*.

Desde un punto de vista clinico, las leucoplasias orales son placas blancas de la mucosa
oral que en ocasiones se acompafian de alteraciones en el epitelio adyacente con aspecto
absolutamente normal y que tienen una extension variable. El diagndstico de estas
lesiones de apariencia normal solo podria hacerse por el analisis molecular de marcadores
que a priori se conoce que estan implicados en el proceso de transformacion maligna.
Los hallazgos de cambios moleculares en los margenes de reseccién del carcinoma oral
de células escamosas, en ausencia de evidencia histopatoldgica de tumor, por ejemplo,

pueden explicar las recidivas en margenes aparentemente negativos®,*.

Los marcadores mejor caracterizados para determinar el futuro y el desarrollo del cancer
en las lesiones premalignas orales se pueden dividir en:

- Marcadores genomicos, incluyendo el contenido de ADN (ploidia, cantidad de
cromosomas que tiene una célula), aberraciones cromosdmicas (pérdida o ganancia
alélica, sobre todo en los brazos 3p y 9p) y los cambios en la expresion de oncogenes y

genes supresores de tumor (p53).
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- Marcadores de proliferacion.
- Marcadores de diferenciacion (queratinas y antigenos de carbohidratos).

Sin embargo, como conclusion en la Guia de Practica Clinica de la Leucoplasia Oral
(2017)°, se obtiene que no hay un consenso adecuado sobre cual ha ser el marcador
molecular predictivo ideal para la evaluacion del riesgo de evolucion a cancer de la
leucoplasia oral. Muchos estudios de los ultimos afios van hacia esa direccion, asegurando
que ademés de las anomalias globales del ADN y la pérdida localizada de regiones
cromosomicas, algunas de las alteraciones méas notables son las mutaciones en el p53, la
metilacion del p16 y sobreexpresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico,
clase | fosfatidilinositol-3-quinasa (P13K) y ciclinas D1y B .

1.7.1 Microarray

Con el uso de la tecnologia de microarray, se pueden observar los cambios de expresion
de miles de genes simultdneamente y con ellos encontrar posibles biomarcadores
moleculares que nos hagan diferenciar si una lesion tiene mayor o menor riesgo de

trasformacion maligna“®.

Los microarrays son una tecnologia que permite la deteccion de moléculas de ADN o
ARN por hibridacién o adherencia de las moléculas en cuestion en un portaobjetos de
vidrio, y deteccion del ADN o ARN adherido mediante diferentes etiquetas o colores que
les permiten ser detectados al microscopio. Una muestra que contiene ADN o ARN se
pone en contacto con el chip y el apareamiento de las bases complementarias entre la
muestra y las secuencias de genes en el chip produce una cantidad de luz que es la que se
mide (Fig. 1.3).

Fig. 1.3. llustracion de la tecnologia con microarray. llustracion de National Human
Genome Research Institute (https://www.genome.gov/es/genetics-glossary/Tecnologia-de-
microarrays).

Preparar ARN de
Mircar con Biolma
Y .
§
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Desafortunadamente hasta ahora no esta claro cémo los las leucoplasias orales se
convierten en cancer oral. Predecir el riesgo de progresion de la leucoplasia al carcinoma

oral de células escamosas es el reto de estos biomarcadores moleculares.

Est& en continuo estudio como las alteraciones en la expresion de los genes y de otros
componentes clave en la regulacion epigenética como los microARN (miRNAS) pueden
comprometer la estabilidad gendmica y activar distintas rutas de sefializacion implicadas

en procesos clave celulares, como son los procesos precancerosos y carcinogénicos
47 42 48 49

Los micro-ARN (miARN) son uno de los componentes importantes de los acidos
nucleicos libres de células disponibles en diferentes fluidos corporales. La identificacion
de estos biomarcadores no invasivos para determinar la progresion y la recurrencia del
cancer podria ser de inmensa ayuda para los pacientes, ya que se ha descubierto que una
serie de miARN circulantes son comunes en los fluidos corporales de los pacientes con
cancer. Siguen en estudio al interferir muchas variables como las diferencias en el
procesamiento de las muestras, el procedimiento de ensayo, el estadio clinico de la

enfermedad, los habitos orales y los factores ambientales.

Varios estudios sugieren la importancia prondstica y terapéutica de estos miRNAs y han
tratado de identificar y medir alteraciones en la expresion de genes y miRNAs en OPMDs
para correlacionarlo con la progresion a cancer oral 42,4649 50 Se describe que mir-371,
mir-150, mir-21 y mir-7d son posibles marcadores de pronostico, mientras que mir-134,
mir-146a, mir-338 y mir-371 se asociaban con las metéstasis. Los marcadores pronosticos
mir-21 y mir-7d también se correlacionan significativamente con la resistencia a la
quimioterapia, mientras que mir-375, mir-196 y mir-125b se correlacionan
significativamente con la sensibilidad a la radioterapia®*. A pesar de las prometedoras
funciones de los miRNASs, aln queda por desentrafiar la regulacion exacta de estos
miRNAs antes de utilizarlos para la terapia dirigida.

En cuanto a las alteraciones cromosomicas y cambios en la expresion geneética, se esta
estudiando como los perfiles gendmicos y transcriptdmicos de la leucoplasia se asemejan
a los observados en los estadios posteriores del carcinoma oral de células escamosas. En
el articulo de Bhosale y cols. (2017)*° , se presentan varios cambios que estan asociados
a esta progresion, incluyendo la amplificacion (duplicacion) de 8g24.3, la delecion

(pérdida de un fragmento de ADN de un cromosoma) de 8p23.2 y la desregulacion de
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DERL3, EIF5A2, ECT2, HOXC9, HOXC13, MAL, MFAP5 y NELL2. Se identifican
alteraciones asociadas a la metastasis, incluyendo amplificaciones de 3p26.3, 8924.21,
11922.1, 11922.3, 1p36.33 (atribuible a MXRAS), 3q26.31 (EIF5A2), 9p24.1 (CD274),
12g13.2 (HOXC9 y HOXCL13) y delecion de 8p23.2. En general, los hallazgos delinean
cambios genémicos que pueden ser utilizados en el manejo del tratamiento para pacientes
con leucoplasia oral y pacientes de carcinoma oral de células escamosas con mayor riesgo

de metastasis en los ganglios linfaticos.

Muchos son los avances en el campo de los biomarcadores moleculares pero, como hemos
descrito anteriormente, actualmente no hay unos marcadores de referencia que permitan
identificar el riesgo potencial de carcinogénesis de una lesion. En la revision sistematica
del VII Taller Mundial de Medicina Oral (2021)%!, se ha intentado describir los
biomarcadores moleculares prondsticos en la leucoplasia oral y en la leucoplasia
verrugosa proliferativa. Tras evaluar 109 biomarcadores moleculares Gnicos en muestras
de tejido de 2.762 casos, no hubo evidencia para apoyar los biomarcadores candidatos
predictivos de la transformacién maligna de leucoplasia oral y leucoplasia verrugosa

proliferativa.

1.8 TRATAMIENTO DE LA LEUCOPLASIA ORAL

El tratamiento de la leucoplasia oral es controvertido. Por lo general, las lesiones de
leucoplasia oral son asintomaticas por lo que no conllevan una molestia para el paciente.
Conseguir un diagndstico precoz de los canceres que aparezcan sobre estas lesiones es el
objetivo principal. Como objetivos secundarios en el tratamiento encontramos la
desaparicion de las lesiones o su reduccién de tamafio, el cambio de aspecto clinico y/o

la modificacidn histoldgica.

Tradicionalmente el tratamiento de las leucoplasias orales se ha abordado mediante
diferentes métodos, principalmente divididos en los tratamientos no quirdrgicos o

tratamientos médicos y en los tratamientos quirurgicos.

Antes de exponer los diferentes métodos de tratamiento, tiene especial relevancia un paso

previo al tratamiento en si:
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1.8.1 Modificacion de habitos del paciente

Consiste en actuar sobre los factores etiologicos desencadenantes o asociados a la
leucoplasia oral. Los microtraumatismos mecanicos que puedan estar relacionados con la

lesion deben eliminarse.

Se recomienda el pulido de superficies dentarias rugosas, colocacion de coronas con
cuspides lo més redondeadas posibles, y hasta la posible extraccion de las piezas dentarias
que estén en relacion directa con la leucoplasia oral, sobre todo en el caso de cordales. En
el caso de las protesis mal ajustadas, es necesario modificarlas o hacer nuevas protesis si
no fuera posible la remodelacion correcta. Asi mismo, se recomienda descartar la
existencia de corrientes electrogalvanicas por protesis o reconstrucciones de amalgamas

de plata.

Si el paciente es fumador y/o consumidor habitual de bebidas alcohdlicas se le
recomendara que abandone estos habitos. Muchas leucoplasias orales mejoran sélo con

estas medidas, aunque la remision suele ser lenta y en ocasiones no completa?’ %>

1.8.2 Tratamiento médico

Los principales tratamientos médicos utilizados en la leucoplasia oral han sido:

1.8.2.1 Beta-caroteno (precursor de vit. A): administracion sistémica. En los
diferentes estudios clinicos se encuentra una mejoria clinica considerable aunque
no hay evidencias suficientes de que reduzcan la capacidad de transformacién

maligna 2’ ,°.

1.8.2.2 Licopeno. El uso y dosis de licopeno esta relacionado con una mejoria en
el aspecto clinico (tamafio) y el grado histoldgico de las lesiones®®. La
administracién de licopeno sistémico puede ayudar a resolver la displasia, pero la

evidencia es inadecuada dada la falta de estudios a largo plazo®*.

1.8.2.3 Acido ascorbico (vit. C). No existen estudios que analicen el efecto del
acido ascorbico Unicamente en el tratamiento de la leucoplasia oral, pero si en su

asociacién con beta-carotenos, no siendo eficaz en dicho tratamiento®.

1.8.2.4 Vitamina A y derivados (retinoides) o analogos que tienen la

capacidad de actuar como la vit A. Es el tratamiento médico mas descrito por
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articulos. Su accion se basa en la capacidad que tienen para inhibir la proliferacion

epitelial y la queratinizacion®.

Vitamina A:

Se necesitan dosis elevadas via oral para obtener alguna eficacia (100.000-
300.000 U/dia), con las que se manifiestan efectos secundarios importantes
(exantema, sequedad de piel, prurito, etc.) ademas de tener un alto potencial
carcinogénico. El segundo inconveniente estudiado en su administracion es el
elevado porcentaje de recidivas tras finalizar el tratamiento (38-55% de los

caso0s)>.

Acido 13 cis-retinoico (isotreotinoina):

Se ha mostrado eficaz a dosis bajas y con menos toxicidad que la vitamina A. La
dosis inicial de tratamiento es de 0,2 mg/kg/dia durante 3 meses y se va
aumentando. Los efectos secundarios asociados a su administracion son
alteraciones cutaneas, mucosas, hematoldgicas (aumento de la concentracion de
triglicéridos y colesterol) y hepatotdxicas. No se debe superar la cantidad de
0,8mg/kg/dia si se administra durante largos periodos de tiempo. Debido a su
teratogenicidad, se recomienda utilizar anticoncepcién eficaz durante el
tratamiento. También se puede aplicar en pomadas en orabase al 0,1%,

colocandoselas al paciente tres a cuatro veces al dia sobre la lesion?’,%,

Etretinato:

Se emplea pautado de 1-1,5 mg/kg/dia en 3 tomas, durante 3-4 meses. A dosis de
30 mg/dia durante 3-6 meses se han obtenido buenos resultados, observandose
mejorias en el 70% de los casos. Como efectos secundarios encontramos prurito,

sequedad de mucosas y alopecia, ademas de ser hepatotoxico?’ 2°.

Fenretinida (4-HPR):

Es un retinoide sintético que se ha utilizado como quimioprevencion asociada al

tratamiento quirurgico. A dosis de 200 mg/4 veces al dia es eficaz en la prevencion

de recidivas y de nuevas lesiones®.

La terapia con retinoides sistémicos puede ayudar a resolver la displasia, pero la
evidencia de apoyo es inadecuada dada la falta de estudios a largo plazo, junto

con la toxicidad de los mismos, se crean dudas sobre su aplicacion?,
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1.8.2.5 Vitamina E. Se describe un articulo en el que se ha empleado para el
tratamiento de leucoplasias orales en dosis de 800 U/dia durante 6-24 meses

encontrando mejorias en menos de la mitad de los pacientes del estudio®.

1.8.2.6 Bleomicina. El sulfato de bleomicina se pauta al 1% en dimetil-sulféxido.
Su aplicacion se realiza con torundas de algodon (manteniéndose 5 minutos en
contacto) de manera diaria durante 2 semanas®’,?®. Las intervenciones con
bleomicina tépica puede ayudar a resolver la displasia, pero la evidencia de apoyo

es inadecuada dada la falta de estudios a largo plazo 2.

1.8.2.7 Terapia fotodinamica. Se basa en una reaccion fotoquimica en frio que
da lugar al dafio de diferentes estructuras celulares. Para llevarse a cabo precisa
de 3 elementos: un farmaco fotosensibilizante (como azul de toludina), oxigeno y
luz de baja potencia®®. La destruccion del tejido se basa en una oxidacion radical.

Varios articulos de la dltima década estudian la eficacia de esta terapia.

En la revision sistematica de Vorha y cols. (2015)°* se analizaron 13 estudios de
esta terapia en leucoplasias, eritroplasias, eritroleucoplasias e hiperplasias
verrugosa dando como conclusion una respuesta efectiva en el tratamiento general
de los OPMDs.

Zhang y cols. (2017)* describen el tratamiento de un area extensa de leucoplasia
oral con terapia fotodindmica combinada con laser de CO., dando como
conclusion que la terapia fotodindmica se puede combinar con laser de CO. para
mejorar la absorcion del fotosensibilizador y mejorar la eficacia del tratamiento.

En un articulo de revision bibliografica publicado por Lodi y cols. (2004)%?,
ninguno de los tratamientos médicos estudiados demostro ser eficaz para prevenir
la transformacion maligna de las leucoplasias. Las recidivas son frecuentes
aunque algunos de los tratamientos son efectivos en la curacion de las lesiones.
Por esta razon, la curacion clinica de la leucoplasia oral después de uno de estos

tratamientos no libera al clinico del deber del seguimiento regular.

Igualmente, para la Guia de Practica Clinica de la leucoplasia oral (2017)° no
existe ningun tratamiento médico para la leucoplasia oral que haya demostrado
reducir la tasa de transformacion maligna, aunque si se han demostrado cierto

grado de efectividad en relacion a la mejora clinica de las lesiones de leucoplasia
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oral, sobre todo los retinoides, vit A 'y terapia fotodindmica.

1.8.3 Tratamiento quirdrgico

Entre los tratamientos quirdrgicos, existen diferentes técnicas:
a. [Escision quirurgica con bisturi frio.
b. Electrocoagulacion.
c. Criocirugia: destruccion selectiva de los tejidos mediante temperaturas de
congelacion.
d. Eliminacion con Laser:
- Léser de dioxido de carbono (CO:) a modo de escision o vaporizacion: longitud
de onda de 10600 nm.

- Lé&ser de Nd:YAG: longitud de onda 1064 nm.
- Laser KTP: longitud de onda 532nm.
- Crioterapia Laser de Er:YAG: longitud de onda 2940nm.

En la escision quirurgica de las leucoplasias orales, independientemente de la técnica
empleada, las areas fuera de la manifestacion clinica visible, aunque clinicamente
normales, pueden contener clones de células estigmatizadas con céancer. Como
consecuencia, se debe considerar la extension de la reseccion més alla de los limites de
la manifestacion clinica. La visualizacion con fluorescencia puede ser beneficiosa para la
identificacion de estos cambios en la mucosa clinicamente normal alrededor de la

manifestacion clinica propia de la leucoplasia®®.

Las dos técnicas quirdrgicas mas utilizadas en el tratamiento de la leucoplasia oral son la
escision quirargica con bisturi frio y el laser en sus diferentes modalidades. Es muy
importante conocer sus indicaciones y limitaciones. La eleccidn de la técnica depende del

estado general del paciente, el tamafio y localizacion de la lesion®.

La ventaja principal del uso del bisturi frio es que en la misma cirugia de eliminacién de
la lesion se puede realizar el estudio histoldgico de la muestra. Como inconvenientes
encontramos que en lesiones muy extensas puede producir una alta morbilidad, formacion
de cicatrices y dafio de estructuras adyacentes®. Estara contraindicada en lesiones extensas

o0 en ciertas localizaciones anatomicas de dificil abordaje.
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La criocirugia y la vaporizacion con laser de CO. no permiten realizar el estudio
histologico de la muestra, teniendo que realizar dos intervenciones quirurgicas: una
biopsia previa para el estudio histopatolégico y el propio tratamiento de la lesion. La
ventaja fundamental de la crioterapia es la escasa profundidad de tratamiento, lo que
supone la aparicion de cicatrices mas superficiales y flexibles?; y de la vaporacion con
laser es que produce menos distorsion tisular por su cicatrizacion por segunda intencion,
estando indicada en lesiones amplias o en las situadas en localizaciones anatomicas de

dificil abordaje.’

El laser de CO- es un laser de gas que utiliza para su emision una descarga eléctrica que
excita una mezcla de helio, nitrégeno y CO. contenida en un tubo de cuarzo. Las
moléculas excitadas de nitrégeno emiten fotones que, por colision, transmiten su energia
a las moléculas de CO; éstas daran lugar a la emision estimulada de fotones que, tras una
serie de transiciones entre varios estados moleculares, formaran el haz final de luz laser.
Esta luz es no visible (10600nm normalmente) al tener su longitud de onda dentro del
espectro infrarrojo y suele ir acompafiada de un segundo laser de He-Ne de 2mW, que
emite una luz de color rojo visible. Este segundo laser ayuda al clinico a ver el punto de

impacto y constituye el rayo guia®’.

La generaciéon de calor produce el efecto tisular, que pueda dar como resultado un
pequefio aumento de la temperatura o bien la carbonizacién, fusién o vaporizacion del
tejido donde incide el laser. La accion sobre los tejidos se producira en dos tiempos. En
el primero, la energia Optica se convierte en energia de vibracion de las moléculas que
absorben la radiacion. En el segundo, esta energia se transforma en energia de translacion,
la cual, se acomparia de un aumento de la temperatura muy focalizado y de la consiguiente
descomposicion quimica. El rayo laser de CO: es totalmente absorbido por el agua, por
lo que es poco penetrante en los tejidos bucales, incluso en tejidos de poco espesor. Asi,
cuando sometemos un tejido hidratado a un haz de luz laser de CO-, se produce una

evaporacion del agua, seguida de una desnaturalizacion celular y de un efecto de corte®’.

Hay tres tipos principales de laseres de CO::
* De flujo axial
* De flujo transversal
* De tubo sellado: son los usados en las diferentes ramas de la medicina y

odontologia. Su potencia varia desde unos pocos vatios a alrededor de 100W y la
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energia liberada puede ser de forma de onda continua o en pulsos discontinuos.

En odontologia, el laser de CO- destaca por sus aplicaciones en el ambito de la cirugia de
los tejidos blandos ya que permiten una cirugia rapida y comoda para el profesional y
unas molestias postoperatorias minimas para el paciente. Su uso no esté exento de riesgos,
y el odontologo especializado en cirugia bucal debe poseer los conocimientos y las
habilidades pertinentes para su utilizacion®’. También ha sido estudiado en otras

disciplinas como la odontologia conservadora y la endodoncia.

El laser de CO. nos permite dos tipos fundamentales de acciones sobre los tejidos
blandos: el corte y la vaporizacion. Se trata de efectos que dependeran fundamentalmente
de la focalizacion del haz de luz.

» Cuando el haz esta focalizado, el area sobre la que actla se reducira a un punto,
permitiendo una incision fina. Su uso es en exéresis completas de lesiones en
tejidos blandos y para biopsias, evitando el efecto térmico para facilitar el estudio
anatomopatoldgico de la muestra.

» Cuando el haz esta desfocalizado, el area irradiada serd mayor y se producira la
vaporizacioén del tejido. Su uso es en exeéresis de lesiones amplias que ya tienen

un estudio histopatoldgico®®.

Segun las recomendaciones de Escribano y Bascones (2009) el laser de CO: se utiliza a
diferentes potencias:

» Entre 5-8 W focalizado o desfocalizado en las leucoplasias homogéneas.

» Entre 10-15 W focalizado en las leucoplasias verrugosas.

* Entre 20-25 W focalizado en las leucoplasias con formas erosivas.

Entre las modalidades terapéuticas invasivas, la criocirugia, la aplicacion de luz laser de
CO:y la reseccion quirdrgica, parecen ser las Unicas opciones con un nivel aceptable de
evidencia para el control local a corto plazo de la leucoplasia oral. A largo plazo, existe
una alta tasa de fracaso terapéutico, con recurrencia local e incluso, en algunos casos,

desarrollo de carcinoma de células escamosas en el sitio de reseccion.

Para Martorell y cols.?, si el enfoque terapéutico se basa en si existe displasia o no, se
han definido dos grupos de riesgo:

1. Grupo con bajo riesgo de transformacién maligna: leucoplasias sin displasia y

leucoplasias con displasia leve localizada en areas de bajo riesgo y/o con un grosor
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inferior a 200mm que presentan clinicamente una leucoplasia homogénea. Se
recomiendan varios enfoques terapéuticos en este grupo:
a. Seguimiento regular del paciente sin exceder los 12 meses.
b. Tratamiento de lesiones con retinoides topicos u orales. La experiencia en el
uso de esta opcion terapéutica les resulta bastante insatisfactoria ya que las
lesiones no se erradican en la gran mayoria de los pacientes.
c. Tratamientos de lesiones con crioterapia o laser de CO.. De estas opciones,
el uso de luz laser muestra mejores resultados en términos de control de las
lesiones, por lo que lo consideran el tratamiento de eleccion en este grupo de

bajo riesgo.

2. Grupo de alto riesgo de transformacién maligna: leucoplasias con displasia leve

localizadas en areas de alto riesgo que miden mas de 200mm, leucoplasias no
homogéneas, leucoplasias con displasia moderada o grave y leucoplasias verrugosas.
a. Tratamiento quirurgico agresivo. Decorticacion de todo el grosor de la
mucosa en el sitio de la leucoplasia oral. Posteriormente, examen histoldgico
meticuloso de la pieza quirlrgica para descartar areas existentes de

transformacion maligna.

1.9 QUIMIOPREVENCION

En cada vez mas estudios se esta proponiendo el estudio de la leucoplasia oral mediante
técnicas de biologia molecular para predecir el riesgo de desarrollar carcinoma de células
escamosas en areas inicialmente no afectadas de la cavidad oral y establecer un
cronograma de seguimiento individual de acuerdo con las caracteristicas de cada paciente.

La quimioprevencion se refiere al uso de agentes farmacoldgicos o naturales que inhiben
el desarrollo del cancer invasivo. Esta funcion se puede lograr bloqueando el dafio al
ADN que inicia el proceso carcinogénico o induciendo la apoptosis de células
premalignas en las que el dafio ya ha ocurrido. Los objetivos posibles de la terapia
molecular para prevenir el cancer oral incluyen la COX-2, EGFR y receptor activado por
proliferacion de peroxisoma (PPAR-g)?*%°.

La modulacion inmune juega un papel critico en la carcinogénesis oral®. Existen avances

en inmunooncologia que demuestran la eficacia de los inhibidores de puntos de control
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inmunitarios dirigidos al eje de la proteina de muerte celular programada-1 (PD-1) en el
carcinoma de células escamosas avanzado de la cabeza y el cuello®:. En el estudio de
Yagyuu y cols. (2017)%? se muestra que casi el 50% de las leucoplasias orales de alto

grado eran positivas al ligando de PD-1 (PD-L1).

1.10 EVOLUCION Y SEGUIMIENTO DE LA LEUCOPLASIA ORAL.

De acuerdo con diferentes autores®,24,2,%012 83 |as estrategias actuales para el tratamiento
de la leucoplasia oral incluyen la cirugia, un tratamiento médico y un seguimiento y
evaluacion de las posibles recidivas que acontezcan, donde el objetivo final es un

diagndstico precoz de una posible transformacion maligna.

Los principales pasos que conducen al desarrollo del cancer incluyen una fase de ruptura,
una fase de expansién y una fase invasiva. Durante la fase de ruptura, se produce una
mutacion muy especifica y la célula comienza a dividirse de forma anormal. La lesion
solo se hace visible al cabo de unos afios. En la segunda fase, se desarrolla una mutacion
adicional del gen conductor que da lugar al tumor. Finalmente, durante la tercera fase, el
tumor invade los tejidos circundantes. Las leucoplasias orales pueden compartir algunas
de las mismas mutaciones de genes conductores observadas en el cancer oral y que lleven
una inestabilidad cromosémica similar, como la pérdida de heterocigosidad, la
aneuploidia del ADN vy la disfuncién de la telomerasa, que se han asociado a la

transformacion maligna ®4,%°.

Todas las tasas de transformacién maligna estudiadas en las distintas revisiones de la
literatura, junto a las posibles mutaciones de genes que pueda llevar la leucoplasia oral,
nos llevan hacia el reconocimiento de unas pautas de reevaluacion clinica de las
leucoplasias orales, hayan sido o no tratadas:

- Cada 6-12 meses: leucoplasia oral sin displasia. El paciente debe conocer la importancia
de las modificaciones de la lesion (engrosamiento, sangrado, ulceracion, incremento de
tamafio...) y adelantar las revisiones en esos casos.

- Cada 2-6 meses: leucoplasias orales con displasia.

- Deben practicarse biopsias periddicas si se producen cambios clinicos que incrementen
la gravedad de la lesion o si persisten habitos nocivos en el paciente durante este periodo

de seguimiento.
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I1. JUSTIFICACION DE LA TESIS

Como se ha descrito en el apartado 1 de esta tesis, la leucoplasia oral es la entidad mas
comunmente encontrada en la préctica clinica dentro de las lesiones orales. En la Unidad
Docente de Medicina Bucal de la Universidad de Murcia se viene haciendo seguimiento
y tratamiento de estas lesiones desde sus inicios y comprobando que esa frecuencia de
apariencia también se da en los casos derivados a este departamento. Tal es la tasa de
frecuencia que se lleg6 a la conclusion de la necesidad de un estudio profundo de los
pardmetros que pueden influenciar en su evolucion y de la necesidad de un protocolo de

actuacion frente a esta lesion.

No solo preocupa al clinico la presencia en si de la lesion, ya que no suele estar
acompafada de sintomatologia, sino que ademas es la lesion potencialmente maligna mas
frecuente de la cavidad oral, representando el 85% de dichas lesiones®. La preocupacion
del odonto6logo va acompariada de la del propio paciente, que en ocasiones es muy elevada
y se tiene que enfrentar a la ansiedad que le provoca la posible transformacion a un cancer
oral aunque sea en un pequefio porcentaje. El tratamiento de la lesion le aporta al paciente
una tranquilidad previa, en la cual hay que ser muy meticulosos y explicar muy bien la

posible recidiva de la lesion como se ha explicado anteriormente.

La forma planteada para alcanzar los objetivos ha sido establecer las hipétesis de trabajo

y desarrollar una metodologia para comprobar estas hipdtesis previas:

e Hipotesis nula: no hay mejora en la lesion de leucoplasia oral tras el tratamiento
con laser de dioxido de carbono.

e Hipotesis 1: las manifestaciones clinicas de la leucoplasia oral interfieren en el
tratamiento y en la recidiva de la lesion.

e Hipdtesis 2: el tratamiento por vaporizacion de la leucoplasia oral con laser de
dioxido de carbono es un tratamiento eficaz y fiable.

e Hipdtesis 3: el tratamiento por vaporizacion de la leucoplasia oral con laser de
didxido de carbono no conlleva un postoperatorio grave y el acto quirdrgico esta
justificado frente a los beneficios del propio tratamiento.

e Hipdtesis 4: existe la posibilidad de encontrar diferencias en la expresion génica

de las lesiones de leucoplasia oral.
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e Hipdtesis 5: es posible evaluar y clasificar los marcadores genéticos que puedan

determinar la posible transformacion a carcinoma de una leucoplasia oral.
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I11. OBJETIVOS DE LA TESIS

La presente tesis tiene un objetivo general, dos objetivos especificos de primer nivel, dos

objetivos de primer nivel y cinco objetivos de segundo nivel.

e El objetivo general de estudio es valorar la evolucion en todos sus niveles de la
leucoplasia oral sometida a tratamiento. Este objetivo general se concreta en

diversos objetivos especificos que constituyen todo el conjunto de este estudio:

e Objetivos especificos de primer nivel:

1. Estudiar y exponer los parametros clinico-patoldgicos de la leucoplasia oral y
de como pueden influir en el tratamiento y evolucién de esta entidad
patoldgica.

2. Tratamiento en si de la leucoplasia oral mediante vaporizacién con laser de

dioxido de carbono.
e Objetivos especificos de segundo nivel:

1. Valorar la eficacia del tratamiento con laser de CO:2 en la leucoplasia oral.

2. Analizar la tasa de recidiva de las lesiones de leucoplasia oral a los 18 meses
de la vaporizacién y mostrar la relacion existente entre los parametros clinico-
patoldgicos de la misma.

3. Buscar diferencias en la expresion génica de las lesiones de leucoplasia oral y
clasificar marcadores genéticos que puedan determinar la posible
transformacion maligna a carcinoma oral.

4. Evaluary corroborar la tasa de transformacion maligna de la leucoplasia oral

a carcinoma oral.

39






“Estudio clinico de la leucoplasia oral y el tratamiento con laser de dioxido de carbono”

IV. MATERIAL Y METODOS

El estudio fue realizado en la Clinica Odontoldgica Universitaria del Hospital Morales
Meseguer de Murcia, concretamente en la Unidad Docente de Medicina Bucal, durante

el periodo comprendido entre febrero de 2017 y julio de 2021.

Consiste en un estudio clinico experimental, en el cual se incluyeron a 39 pacientes
consecutivos con un total de 53 leucoplasias orales. El criterio de inclusion para todos los
pertenecientes a la muestra fue la presencia de una lesion en la mucosa oral con signos
clinicos e histopatologicos compatibles con leucoplasia oral y que firmaran el
consentimiento informado. Se excluyeron pacientes con diagndstico inicial de carcinoma

oral de células escamosas, eritroleucoplasia o leucoplasia verrugosa proliferativa.

Para la realizacién del estudio ha sido necesaria la aprobacion por parte de la Comision
de Etica de Investigacion de la Universidad de Murcia (ID: 2225/2018) (Anexo 1)y del
Comité de Bioseguridad en Experimentacion de la Universidad de Murcia (ID: CBE
181/2018) (Anexo 2).

En el estudio se pidi6 el consentimiento informado, por oral y por escrito, a todos los
pacientes (Anexo 3). Se explico a los pacientes las consecuencias y los beneficios del
tratamiento quirargico y los limites encontrados previamente en estos tratamientos en
cuanto a la recidiva de las lesiones (Anexo 4). Asi mismo, se realizé una biopsia incisional
previa de todas las lesiones para obtener un diagndstico histopatoldgico definitivo. Las

biopsias fueron analizadas en el mismo laboratorio.

4.1. Anamnesis, historia clinica y eliminacion de factores de riesgo:

Antes de la intervencion de cada paciente se realizé una historia clinica especifica para
este estudio (Anexo 5). Comenzamos por una encuesta sobre los datos generales de los
pacientes y de sus enfermedades y/o farmacos. Seguidamente se identificaron los posibles
factores etiologicos: el consumo de tabaco, ingesta de alcohol, indice de masa corporal,
colutorios lesivos, higiene bucal, presencia de infecciones asociadas y registro de posibles
parafunciones. También se recopil6 la presencia de protesis dentales, tanto fijas como

removibles, y de implantes dentales.

40



“Estudio clinico de la leucoplasia oral y el tratamiento con laser de dioxido de carbono”

El segundo apartado importante de la historia clinica es la descripcion de la leucoplasia.
En él se tomaron datos como inicio aproximado de la lesion, forma clinica, localizacion,
tipo de mucosa, tamafio e histopatologia al recibir los resultados de la biopsia de
confirmacion de leucoplasia oral. También se tomé importancia a la posible presencia de

otras lesiones en otras localizaciones orales.

Se dieron consejos sobre la eliminacion de factores de riesgo antes del tratamiento
quirargico. Asi mismo, se alisaron las posibles zonas traumaticas tanto de dientes y/o
protesis adyacentes a las lesiones. En el caso de requerir profilaxis antibiética, se receto

amoxicilina 2g/1h antes de la intervencion quirdrgica.

4.2. Reqistro fotografico de la lesién:

A todas las lesiones se les realizaron registros fotogréficos iniciales. Las fotografias se
hicieron colocando una tira milimétrica junto a las leucoplasias orales para tener
referencia del tamafio de las mismas. Estas fotografias se repitieron en las sucesivas citas

de revision (Fig. 4.1).

Fig.4.1. Registro fotografico de las leucoplasias orales.
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4.3. Tratamiento con laser de CO:. de la leucoplasia oral:

En cuanto a medidas de seguridad se refiere, tanto europeas (ISO) como norteamericanas
(ANSI), el laser de CO2 es un laser de clase 1V en el que se requieren maximas medidas
de seguridad. Pertenecen a esta clase todos aquellos laseres cuyo rendimiento continuo
de potencia esté sobre los 0,5W°’. Por esta recomendacion, en nuestro estudio, tanto como
el personal de operacién como los pacientes siguieron las normas de seguridad apropiadas
para el uso del laser: gafas de proteccion, acceso limitado al area quirdrgica y uso de
depresores linguales de madera como método de separacién y proteccion de tejidos (Fig.
4.2).

Fig. 4.2. Medidas de proteccion durante el uso del laser de COs..

En todos los pacientes se realizé el procedimiento quirdrgico con anestesia local (articaina
4% con epinefrina  1:100000 como primera elecciébn y mepivacaina 3% si el

vasoconstrictor estaba contraindicado).

A los pacientes se les pidi6 que realizaran un enjuague con clorexidina 0,2% previo a la
intervencion como método profilactico. El tratamiento quirlrgico para extirpar las
lesiones en todos los casos fue con laser de CO:. (Lasersat 20W, Satelec®, Pierre Rolland,
SATELEC®, S.A., Barcelona, Espafia) (Fig. 4.3) en modo continuo, con una distancia de
10mm aprox. del foco a la lesién, en intervalos de 5-10 segundos aproximadamente (Fig.
4.4).
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Fig. 4.3. Maquina de laser de CO: utilizada en el estudio (Lasersat 20W, Satelec®, Pierre
Rolland, SATELEC®, S.A., Barcelona, Espafia).

B0 BE:=E BE®

Para la decidir la potencia del laser CO. nos basamos en alguno de los estudios publicados
de tratamiento de las leucoplasias con laser el afio de comenzar nuestro estudio, como el
de Monteiro y cols.®® que usa una potencia de 5-10W, y Galleta y cols.®’ que usa una
potencia de 5W. Se dividid a las lesiones en tres grupos segun su localizacion y se le

asignd una potencia de laser de CO: especifica: (Anexo 6)

Grupol: mucosa de revestimiento (5,5W). Cara interna del labio, mucosa yugal, suelo
de la boca, cara inferior de la lengua y paladar blando. Son zonas que no participan
directamente en la masticacion..

Grupo 2: mucosa masticatoria (6W). Encia y paladar duro. Participa de una forma
directa en las cargas de la masticacion de los alimentos. tiene un epitelio superficial muy
fibroso y Es de color rosado palido. Tiene una consistencia firme y dura a la palpacion.
Grupo 3: mucosa especializada (6.5W). 2/3 anteriores de la cara dorsal o superficie de

la lengua. En ella se encuentran los receptores del gusto.

Fig. 4.4: Intervencion quirargica de vaporizacion de una placa de leucoplasia oral con
laser de CO..
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Tras la intervencion se colocé una gasa impregnada en clorhexidina 0,2% durante 20
minutos en la herida ocasionada y la regeneracion de los tejidos fue por segunda

intencion.

El volumen de la muestra definitivo fue de 34 pacientes de ambos sexos, con un total de
48 lesiones de leucoplasia oral tratadas y un total de 102 sesiones de vaporizacion de las

lesiones con laser de CO: (figura 4.5).

Se facilitaron instrucciones postoperatorias a todos los pacientes, en las que se incluia una
aplicacion de gel topico de chitosan-clorexidina 0,2% (Bexident® Post Tratamiento Gel
Tdpico) 3 veces/dia durante 10 dias. Todas las instrucciones fueron explicadas de manera
verbal y por escrito de manera individual a cada paciente (Anexo 7). Todo el tratamiento

y las posteriores citas de revision y seguimiento fueron realizadas por el mismo operador.

Después de la intervencion se prescribieron 600mg de ibuprofeno en caso de dolor, a
excepcion de los pacientes en los que estuviera contraindicado el uso de este farmaco o

se tuviera constancia de alergias, en cuyo caso se recet6 un farmaco alternativo.

Fig. 4.5: Muestra de pacientes y sesiones de vaporizacion con laser de CO: (LO leucoplasia

oral).

Muestra inicial: 39 pacientes
53L0

BIOPSIA

5 pacientes excluidos I 1 -
Muestra final: 34 pacientes

48 LO

Historia clinica, eliminacion factores riesgo,
registro fotografico

1 sesion de laser: 20 LO 2 sesiones de laser: 7 LO

3 sesiones de laser: 21 LO

Muc. revestimiento: 6 LO . .
;Muc. fevestimiento: 2 LO| -| Muc. revestimiento: 5 LO I

i Muc. masticatoria: 11 LOI | Muc. masticatoria: 5 LO | l Muc. masticatoria: 17 LO I
| Muc. especializada: 1 LO | -| Muc. especializada: 1 LO I
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4.4. Sequimiento v revision del tratamiento:

Se protocolarizaron visitas sucesivas: (Anexo 6)

A 1-4 semanas de la intervencion:
» Encuesta a los pacientes sobre el grado méximo de dolor e inflamacién percibida
en una escala del 1 al 10.
* Registro de complicaciones postquirdrgicas.
* Anadlisis de la cicatrizacion (leve-moderada-completa) y reepitelizacion de la

herida.

A los 6 meses y a los 12 meses de la intervencion:

» Registro fotografico del tamafio y la forma de la leucoplasia tratada.

» Descripcién de la lesion: valoracion de la cicatrizacion y epitelizacion de la
herida

» Valoracion de recidiva.

» Realizacion de un maximo de 3 sesiones de vaporizacion (solo hubo 2 casos en
las que se considerd necesaria una cuarta vaporizacion) durante el proceso de
tratamiento. La potencia del laser no se modifico en ningun caso. Esta decision
se fue tomando individualizada segun los resultados clinicos si la leucoplasia oral

no habia desaparecido por completo.

A los 18 meses de la primera vaporizacion:
» Revision final de la leucoplasia oral y valoracién de recidiva.
* Registro fotografico del tamafio y la forma de la leucoplasia tratada.

« Alta del tratamiento y seguimiento.

4.5. Valoracion de recidivas:

En las visitas control se fue valorando la necesidad de una segunda y tercera sesion de
vaporizacion con el laser de CO2 si la lesion no habia desaparecido por completo, es
decir, si se observaban recidivas de la leucoplasia oral. Una vez finalizado el tratamiento

con 3 sesiones maximo de vaporizacion, las leucoplasias fueron clasificadas en 2 grupos:

» No recidiva de la leucoplasia oral. Recuperacion total del epitelio sano sin

presencia de patologia.
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» Si recidiva de la leucoplasia oral. Este grupo se dividi6 a su vez en subgrupos por

la diferencia de grados en la recuperacion tras el tratamiento:
+ Recidiva leve: las lesiones han disminuido de tamafio o han mejorado en
la forma clinica, pasando de leucoplasia no homogénea a leucoplasia
homogénea.

» Recidiva completa: las lesiones no habian mejorado ni en tamafio ni en

forma clinica.

» Carcinoma oral: tras una biopsia control y su estudio histopatologico se

descubri6 la transformacion maligna de leucoplasia oral a cancer. En este
caso se procedid a la inmediata derivacion del paciente al servicio de
maxilofacial y oncologia del Hospital Clinico Universitario Virgen de la

Arrixaca.

En el caso del grupo de leucoplasias orales que han recidivado de forma parcial (recidiva
leve) se han analizado las imagenes con el Programa ImageJ para obtener mayor
informacion en cuanto al tamafio de las lesiones (Fig. 4.6).

Fig. 4.6: Calibrado y anélisis del area de las lesiones con el programa ImageJ.
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Segun afirma Aplicacion Java programable para el procesamiento cientifico de iméagenes
(s.f.), ImageJ es una aplicacion basada en Java para el procesamiento y andlisis cientifico
de iméagenes. Se ejecuta como un applet en linea 0 como una aplicacion descargable.
ImageJ puede mostrar, editar, analizar, procesar, guardar e imprimir imagenes de 8, 16 y
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32 bits y es compatible con la mayoria de los formatos mas importantes, como TIFF, GIF,
JPEG, BMP, DICOM, FITS y "raw". El principal uso de ImageJ es calcular los valores
de area y pixel y medir distancias y angulos. Permite crear histogramas de densidad y
gréficos de perfiles de lineas. También admite otras funciones estandar de procesamiento
de iméagenes, como la manipulacion del contraste, la nitidez, el suavizado, la deteccion

de bordes y el filtrado de la mediana (recuperado de https://imagej.softonic.com).

Se ha realizado un analisis del area de cada lesion antes y después del tratamiento. Para
esto se realiza un calibrado en cada foto (inicio y fin de tratamiento) y un estudio del area

dibujada que corresponde con la leucoplasia oral.

4.6. Estudio de biomarcadores genéticos especificos en la leucoplasia oral

Se realiz6 un segundo estudio paralelo con el objetivo de buscar diferencias en la
expresion génica de las lesiones de leucoplasia oral respecto a los controles extraidos
mediante saliva y exfoliado oral, y asi identificar y clasificar biomarcadores genéticos

que puedan determinar la posible transformacion a cancer de una lesion.

Consiste en un estudio clinico experimental en el cual se incluyeron a 6 pacientes mujeres
no fumadoras. 3 de ellas fueron pacientes que estaban confirmados clinica e
histopatoldégicamente con leucoplasia oral y 3 controles que eran personas sanas de las

mismas caracteristicas de edad y sexo que las pacientes con leucoplasia oral.

El procedimiento de toma de muestras fue el siguiente. Primeramente, se recogid la
muestra del exfoliado oral. Para ello, los participantes habian sido previamente avisados
de no consumir nada salvo agua los 30 min antes de la recogida de la muestra y
previamente a la recogida se enjugaban con agua destilada para eliminar impurezas.
Entonces se procedia a frotar con un cepillo la lesion o la mucosa yugal en los pacients
controles unas veinte veces en movimientos circulares. Tras ello, el cepillo era
introducido inmediatamente en un tubo con 3 ml de PBS y 2 ml de RNAlater (Sigma
Aldrich, Espafia) para mantener la integridad del ARN.

Para la recogida de muestra de saliva, se enjuagaban previamente la boca con agua. La
saliva sin estimular fue recogida mediante babeo pasivo del paciente durante 3-5 minutos

en un tubo con RNAlater, recogiendo como minimo 1ml de saliva. Las muestras de saliva
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y exfoliado de los pacientes eran tomadas en el mismo momento. Todas las muestras

fueron congeladas a -80° hasta la posterior extraccién del ARN.

La extraccion total del ARN de las muestras fue realizada con the RNAeasy micro kit
Cat. No. 74004 (Qiagen, Valencia, CA, USA) siguiendo las indicaciones del fabricante.

Todas las muestras fueron tratadas con DNAse | (Quiagen), tal como decia el protocolo
para evitar cualquier contaminacion gendémica. Las muestras del ARN total obtenido eran
alicuotadas y congeladas a -80° hasta su analisis.

La cantidad y calidad del ARN fue comprobado previamente mediante Bioanalyzer 2100
(Agilent Technologies). El ss-cDNA fue sintetizado a partir de 900 pg de cada muestra
usando el Genechip 3" IVT Pico Reagent kit (Affymetrix, ThermoFisher Scientific).
Posteriormente se comprobé mediante Nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific) la
cantidad y calidad del ds-cDNA y el bioanalizador 2100. Los targets de ss-cDNA fueron
lavados y después de la fragmentacion y terminal labelling, 2.3 pg de ss-cDNA
biotinilado y fragmentado fueron incluidos en el mix de hibridazcion, usando GeneChip®
Hybridization, Wash and Stain kit (Affymetrix, ThermoFisher Scientific). Las
preparaciones resultantes fueron hibridadas en Human Clariom S Arrays (Affymetrix,
ThermoFisher Scientific) (Fig. 4.7) disefiado para cubrir extensamente todos los genes
anotados incluyendo méas de 337000 transcriptos para poder definir el nivel de expresion
de méas de 20800 genes del transcriptoma humano. Tras el escaneo, los datos del
microarray fueron procesados usando Affymetrix Expression Command Console
(Affymetrix, ThermoFisher Scientific) y todas las muestras cumplieron con el criterio de
calidad.

Se us6 el RMA (Robust Multiarray Average) para analizar los datos obtenidos. Los
valores de intensidad en crudo fueron corregidos respecto al fondo, transformados en
escala Log-2 y normalizado en cuantiles para poder obtener un valor individual para cada
sonda. Se realizé el analisis estadistico con el software Partek Genomics Suite y Partek
Pathways (Partek incporporated, St. Louis, USA) considerando a aquellos genes que
pasaban este filtro como DEGs (Differentially expressed genes). Los DEGs obtenidos
fueron posteriormente analizados mediante los términos de ontologia genica (GO) y rutas

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).

4 Dbloques de datos independientes (GSE9844[a], GSE3524[b], GSE25099|c],
GSE138206) fueron descargados de la base de datos NCBI Gene Expression Omnibus
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(GEO). Todos los datos descargados corresponden a datos de expresion génica de
muestras de céncer oral de células escamosas. Elegimos estos sets porque todos son
estudios donde se comparan controles sanos respecto a canceres de la cavidad oral.
Obtuvimos los datos de expresion gendémica usando el RMA, utilizando el software
Partek Genomics suite con los mismos pardmetros que usamos para analizar nuestras
muestras. Con esos datos realizamos diagramas de Venn entre todos los estudios y el

nuestro para observar la confluencia genética entre leucoplasia oral y cancer.

A partir de los genes superpuestos se generaron redes basadas en las regulaciones entre
las interacciones de los genes y los miRNA vy la interaccion proteina-proteina (PPI). La

red de miRNAs fue creada mediante miRNET (https://www.mirnet.ca/), cuyos datos

provienen de las bases de datos miRTarBase v8.0 [d], TarBase v8.0 [e] y miRecords[f] y
fue establecida y visualizada usando el software Cytoscape version 3.8.2 (http://www.
cytoscape.org/). La herramienta de busqueda para la recuperacién de interacciones entre
genes y proteinas (STITCH; http://stitch.embl.de/) es una base de datos bioldgica para
encontrar predecibles y conocidas interacciones entre proteinas y esta fue utilizada para

generar redes de interaccion entre proteinas (PPI, protein-protein interaction).

Fig. 4.7. llustracion Clariom S Array (ThermoFisher Scientific).
(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/902916)
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4.7. Analisis estadistico:

4.7.1. Estudio del tratamiento de la leucoplasia oral con laser de CO::

Los resultados se expresaron en frecuencias absolutas y frecuencias relativas.
Algunas de las variables que pudieron influir en los resultados clinicos se
agruparon para simplificar el andlisis estadistico. Los pacientes que consumian
tabaco se dividieron en <10 y >10 cigarrillos/dia; el aspecto clinico de la
leucoplasia oral como homogéneo y no homogeéneo; la localizacion de la lesion se
agrup6 segun el tipo de mucosa (mucosa de revestimiento, masticatoria y
especializada); el tamafio de la lesion se dividid en >2 y <2 cm; el grado de
displasia se agrupé en bajo, alto y sin displasia; el grado de dolor y la inflamacion
postquirurgicos se agruparon en grado 1, grado 2-5 y grado 6-10; y la cicatrizacion

de la herida se dividié como leve, moderada y completa.

La asociacion entre las variables de la localizacion de la leucoplasia oral y la forma
clinica se analiz6 mediante un andlisis univariante utilizando la prueba de chi-
cuadrado. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas a p-
valor<0.05. Para determinar el efecto de las variables relacionadas con la lesion
(forma clinica, localizacion, tamafio y displasia) y las variables de habitos de los
pacientes (consumo de tabaco, higiene oral, indice de masa corporal y bruxismo)

sobre la recidiva, se realizaron modelos de regresion logistica univariante.

La recurrencia acumulada de la lesiéon a los 18 meses fue analizada mediante el
método de Kaplan-Meier creando una curva de supervivencia libre de

enfermedad.

4.7.2. Estudio de biomarcadores genéticos especificos en la leucoplasia oral:

El software Partek Genomics Suite y Partek Pathways (Partek incporporated, St.
Louis, USA) fueron usados para realizar el analisis estadistico de los datos
obtenidos tras usar el RMA (Robust Multiarray Average) de los datos extraidos
de nuestras muestras de saliva y exfoliado oral, aplicando un test de ANOVA con

el p-valor<0,05 de corte.
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Para observar la confluencia genética entre leucoplasia oral y cancer realizamos
diagramas de Venn entre los estudios de datos de expresion génica de muestras de

cancer oral de celulas escamosas y nuestro estudio.
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V. RESULTADOS

En el estudio se incluyeron 39 pacientes inicialmente con un nimero total de 53
leucoplasias orales. Hubo diferentes motivos por los cuales se descartaron algunos

pacientes:

a. El propio diagnostico diferencial de la lesion es uno de ellos. Aunque en un
momento inicial alguna lesién era compatible clinicamente con leucoplasia
oral, la biopsia pudo confirmar histopatolégicamente otra patologia.

b. Las lesiones que tras el estudio de la historia clinica se diagnosticaron como
leucoplasia verrugosa proliferativa también fueron descartadas.

c. Otro motivo a destacar es la motivacion y cooperacion de los pacientes en el
seguimiento de su tratamiento, pues se necesitaba en algunos casos varias
sesiones de tratamiento con laser de CO. y una secuencia de revisiones

estipuladas llegando en todos los casos a 18 meses de seguimiento.

5.1 Descriptivo de las variables clinicas de los pacientes:

La muestra final del estudio se ha constituido con un nimero total de 34 pacientes con 48
leucoplasias orales tratadas con laser de CO.. Un 52,1% (n = 25) son leucoplasias en
pacientes mujeres y un 47,9% (n = 23) en hombres, con edades comprendidas entre los
48 y 81 afios con un promedio de 61,3 afios (DT = 10). En la Tabla 5.1, se observa que el
55,8% son leucoplasias en pacientes con sobrepeso y un 20,8% de las leucoplasias se
presenta en pacientes con diabetes.

Tabla 5.1. Descriptivo de las variables clinicas.

n %

indice masa corporal

Infrapeso 1 2,1

Normopeso 13 27,1

Sobrepeso 27 56,3

Obesidad 7 14,4
Diabetes

No 38 79,2

Si 10 20,8
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Con respecto a los habitos (Tabla 5.2), en el 35,4% de los casos la higiene oral se
considerd mejorable presentando placa bacteriana y un 64,6% tiene buena higiene bucal
siendo este concepto una descripcion clinica del operador pues no se realiz6 ninguna
técnica para monitorizarlo. En un 87,5% de los casos no se utiliza colutorio como
complemento en la higiene oral diaria 'y un 77.1% de las leucoplasias orales no soporta el
humo del tabaco, siendo un 20,8% de las restantes en pacientes fumadores de menos de
10 cigarrillos diarios. En cuanto al alcohol, ninguno de los pacientes mostrdé un consumo
diario elevado. El 75% de las lesiones se presenta en pacientes no bruxistas. Ninguno de
los pacientes presentd infecciones asociadas en la cavidad oral. En cuanto a las protesis,
un 10.41% era portador de protesis parcial removible, un 25% de protesis fijay un 31.25%

Ilevaba al menos una corona sobre implante.

Tabla 5.2. Descriptivo de las variables de habitos orales.

n %
Higiene oral
Buena 31 64,6
Mejorable 17 35,4
Colutorio
No 42 87,5
Si 6 12,5
Fumador
Exfumador 8 16,7
No 29 60,4
Si (<10) 10 20,8
Si (>10) 1 2,1
Bruxismo
No 36 75
Si 12 25

5.2 Descriptivo y comparativo de las variables morfoldgicas de las leucoplasias
orales:

En la Tabla 5.3 se muestra el descriptivo de las variables relacionadas con la lesion. La
forma clinica de leucoplasia no homogénea es la que se presenta en un porcentaje mayor,
en el 62,5%, y la leucoplasia homogeénea en el 37.5%. La localizacion mas frecuente es

en mucosa masticatoria, en un 68,8% de los casos, seguida de la mucosa de revestimiento
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en el 27.1%, y de la mucosa especializada en el 4.2%. En el 54,2% la lesion tiene un

tamano inferior a 2 cm y el 77,1% de las leucoplasias orales estudiadas no presenta

displasia.

Tabla 5.3. Descriptivo de las variables relacionadas con la lesion.

n %

Forma clinica

Leucoplasia homogénea 18 37,5

Leucoplasia no homogénea 30 62,5
Localizacion

Mucosa de revestimiento 13 27,1

Mucosa masticatoria 33 68,8

Mucosa especializada 2 4,2
Tamaro

<2cm 26 54,2

>2.cm 22 45,8
Displasia

No 37 77,1

Bajo grado 10 20,8

Alto grado 1 2,1

Un dato muy relevante se observa en la Tabla 5.4 y es que la localizacion de la lesién no

se asocia de forma estadisticamente significativa con la forma clinica (p-valor = 0,107).

Tabla 5.4. Descriptivo y comparativo de la localizacion segiin forma clinica.

Forma clinica, n (%) Pgﬂgg?acégi_
Homogénea No homogénea x2(2) p-valor
Localizacion 4,49 0,107
Mucosa de revestimiento 6 (33,3) 7 (23,3)
Mucosa masticatoria 10 (55,6) 23 (76,7)
Mucosa especializada 2(11,1)
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5.3 Andlisis de los resultados del tratamiento con laser de CO. de la leucoplasia oral:

En el analisis de los resultados finales a los 18 meses del inicio del tratamiento (Fig. 5.1),
se observé un 43,75 % de éxito en el tratamiento de la leucoplasia oral con laser de CO.,
es decir, no se observaba patologia en la zona tratada en la revision final del tratamiento.
En un 56,25% la leucoplasia oral si recidivé de alguna manera, aunque en muchas de esas
recidivas se observé una mejora en el aspecto clinico, ya sea una reduccion de tamafio o
un cambio en la forma clinica pasando de ser leucoplasias no homogeéneas a leucoplasias
homogéneas. Por esta razén las recidivas se clasificaron tres grupos diferentes segun su
evolucion. En un 22,91% del total de las leucoplasias orales tratadas se observo una
recidiva leve, en un 31,25% se observd una recidiva completa, y un 2,08% de las
leucoplasias tratadas derivo en un carcinoma oral de células escamosas.(Fig. 5.2 y Fig.
5.4).

Fig. 5.1. Diferentes leucoplasias orales tratadas con laser de CO..

Fig. Ay B. Leucoplasia oral sin tratar y tras el tratamiento con laser de CO..
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Al iniciar el estudio, las lesiones las dividimos en tres grupos segun su localizacion y se
le asign6 una potencia de laser de CO. especifica, como se explica en la metodologia. Los
resultados de las recidivas tras los 18 meses de seguimiento de estos tres grupos fueron

los siguientes (también representados en la Fig. 5.3):

- Grupo 1, mucosa de revestimiento: 6 no recidiva, 2 recidiva leve, 5 recidiva

completa

- Grupo 2, mucosa masticatoria: 13 no recidiva, 9 recidiva leve, 10 recidiva

completa, 1 carcinoma.

- Grupo 3, mucosa especializada: 2 no recidiva.

Fig. 5.2. Resultados a los 18 meses del inicio del tratamiento de leucoplasia oral con laser de
CO..

RESULTADOS DEL TRATAMIENTO CON LASER DE CO2

Recidiva
completa

[0)
31% No recidiva

44%

Recidiva leve
23%

Fig. 5.3. Recidivas registradas a los 18 meses del inicio del tratamiento de leucoplasia oral

divididas en los 3 grupos de pacientes (por localizacién de la lesién).

RECIDIVAS EN EL TRATAMIENTO DE LA LEUCOPLASIA

ORAL

14
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0 0 o0
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Muc. Revestimiento (13) Muc. Masticatoria (33) Muc. Especializada (2)
B No recidiva B Recidiva leve B Recidiva completa Carcinoma
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Fig. 5.4. Transformacién a carcinoma oral de una leucoplasia oral en encia.

Fig A, By C. Hiperplasia pseudoepiteliomatosa.
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5.4 Andlisis de los resultados con el programa ImageJ:

En el grupo de leucoplasias orales clasificadas como recidiva leve (11 casos) se ha
analizado el area de la lesion con el programa informéatico ImageJ para comparar los
registros fotogréaficos de las lesiones antes y después del tratamiento. Se han obtenido los

siguientes resultados:

- Una de ellas no se pudo realizar este analisis por la ausencia de la foto final del
tratamiento y en otra por la inclinacién de la foto en si que no muestra toda la
leucoplasia.

- En 8 de 9 casos analizados de las leucoplasias orales que han derivado a una

recidiva leve, se observa una reduccion del area de la lesion.

De esta manera podemos verificar que probablemente la recidiva leve se produce en la
mayoria de los casos reduciendo el tamafio del area de la lesion no so6lo al ojo del
operador, sino con ayuda de una medicion real del area en mm2 (Fig 5.5). En los casos
gue no se ha disminuido el area de la lesién o el area es muy parecida, hay una mejora en
la forma clinica, ya sea disminuyendo el grado de verrugosidad y/o de intensidad de zonas

blancas dentro de la propia lesion (Fig. 5.6).

Fig. 5.5. Comparativa del &rea en mm?2 de las fotos de inicio-final de las leucoplasias orales

que han dado como resultado una recidiva leve tras el tratamiento con laser de CO..

AREAS EN MM?DE LAS LEUCOPLASIAS ORALES CON
RECIDIVA LEVE

o

100 200 300 400 500 600

Area final | 198,149 | 15,626 106,126 22,592 19,004 455,381 189,581 13,751 29,601
B Area inicial 202,181 37,829 378,76 64,724 66,345 529,671 108,847 106,991 46,768
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Fig.5.6. Andlisis de diferentes imagenes con el programa ImageJ.

£ copis 3jpg (5) 167%)
61.49140 99 mim (5184x3456), ROB. 65WB
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Fig.5.6 (continuacion). Andlisis de diferentes imagenes con el programa ImageJ.
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5.5 Resultados del analisis estadistico en la recidiva de las lesiones:

Para determinar el efecto de las variables relacionadas con la lesion y las variables de
habitos de los pacientes sobre la recidiva, se realizaron modelos de regresion logistica

univariante cuyos resultados se muestran a continuacion.

Con respecto a las variables relacionadas con la lesion (Tabla 5.5 y Fig. 5.7), los
resultados evidenciaron que ninguna de las variables tiene un efecto estadisticamente
significativo en el curso de la recidiva. Con respecto a las variables relacionadas con los
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habitos de los pacientes (Tabla 5.6), los resultados tampoco evidenciaron ningun efecto

estadisticamente significativo en el curso de la recidiva.

Tabla 5.5. Efecto de las variables relacionadas con la lesiéon en la recidiva.

Recidiva, n (% de fila) Regresion Logistica Univariante
No Si OR IC 95% p-valor
Forma clinica
Leucoplasia Homogénea 6 (33,3) 12 (66,7) 1
Leucoplasia no homogénea 15 (50) 15 (50) 2 0,59-6,73 0,263
Localizacion
Mucosa de revestimiento 6 (46,2) 7 (53,8) 1
Mucosa masticatoria 13 (39,4) 20 (60,6) 1,319 0,36 - 4,81 0,675
Tamano
<2cm 11 (42,3) 15 (57,7) 1
>2 cm 10 (45,5) 12 (54,5) 0,88 0,28-276 0,827
Displasia
No 14 (37,8) 23 (62,2) 1
S 7 (63,6) 4(36,4) 0,348 0,09-141 0,138

OR: odds ratio. IC: intervalo de confianza

Fig. 5.7. Recidivas registradas a los 18 meses del inicio del tratamiento de leucoplasia oral

segun las variables relacionadas con la lesion: forma clinica, tamafio y displasia.

RECIDIVAS EN EL TRATAMIENTO DE LA LEUCOPLASIA ORAL
SEGUN LAS VARIABLES RELACIONADAS CON LA LESION

25 23
20
15 15 I5
14
15 12 0 12
10
10
6 U )
. B B
0
Leucoplasia  Leucoplasia no <2cm > 2cm No displasia Si displasia
homogénea homogenea

B No recidiva Si recidiva
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Tabla 5.6. Efecto de las variables relacionadas con los habitos de los pacientes en la recidiva.

Recidiva, n (% de fila)

Regresion logistica Univariante

No Si OR IC95%  p-valor

Fumador

No 10 (34,5) 19 (65,5)

Si 9(81,8) 2(18,2) 0,163 0,02 -1,40 0,098

Exfumador 2 (25) 6 (75) 1,579 0,27 -9,31 0,614
Higiene oral

Buena 14 (45,2) 17 (54,8)

Mejorable 7(41,2) 10 (58,8) 1,176 0,36 - 3,90 0,790
Diabetes

No 19 (50) 19 (50)

Si 2 (20) 8 (80) 4 0,75-21,35 0,105
Indice de masa
corporal

Normopeso 4 (28.6) 10 (71,4)

Sobrepeso 17 (50) 17 (50) 0,400 0,11-1,53 0,180
Bruxismo

No 17 (47,2) 19 (52,8)

Si 4 (33,3) 8 (66,7) 1,789 0,46 - 7,02 0,404

OR: odds ratio. IC: intervalo de confianza

Como se observa en la curva de supervivencia realizada mediante el método de Kaplan-

Meier (Fig. 5.8) , la supervivencia libre de enfermedad de los pacientes a 18 meses fue

del 23,3+0,06% con una estimacion de meses hasta la reaparicién de la lesion de 10,2+0,8
meses (1C95% = 8,63-11,8), en promedio.

Fig. 5.8. Supervivencia libre de enfermedad a 18 meses.

Recurrencia acumulada de lesion

0,8 7

0,6 -

0,4 =

0,2

0,0
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5.6 Analisis de la sintomatologia postquirurgica, la cicatrizacion de las heridas y
las complicaciones durante el tratamiento y postcirugia:

En la primera visita de revision tras la vaporizacion con el l&ser, se hizo una encuesta a
los pacientes sobre el grado de dolor e inflamacién en una escala del 1 al 10 y se
registraron los resultados de la Tabla 5.7. En un 39.6% de las leucoplasias tratadas el
grado de dolor méaximo soportado por los pacientes fue 1 y en un 60,4% la inflamacion
percibida también fue de grado 1. En esa misma visita, también se analizd la cicatrizacion
(Tabla 5.7) dando como resultados que en un 47,9% de los casos la cicatrizacion ya era

completa en un intervalo de 1 a 4 semanas.

Un 31,2% de las leucoplasias tratadas presentd alguna complicacion durante la
vaporizaciéon o postcirugia, siendo en la mayoria de los casos muy leves. Durante el
tratamiento hubo dos complicaciones a mencionar:
- En 4 casos se rozo el diente adyacente a la lesion provocandole rugosidad (en un
caso se provoco una pulpitis irreversible tratada con endodoncia).
- En un caso el acceso con el laser fue imposible en toda la superficie de la
leucoplasia oral por la inclinacién de un diente adyacente.

Como complicaciones postquirurgicas se presentaron 4 diferentes: (Fig. 5.9)

- Sangrado leve en 2 casos.

- Ulcera grande en 6 casos (2 de ellos con sobreinfeccion tratadas con terramicina
local y antibidticos orales). Estos casos fueron los considerados como
complicaciones algo mas complejas teniendo un seguimiento mas exhaustivo con
revisiones semanales hasta la curacion completa de la Glcera. Estos casos
corresponden al 12.5% del total.

- Leve inflamacion ganglionar a nivel del cuello en caso.

- Inflamacién leve de la mejilla con hematoma.

Tabla 5.7. Sintomatologia postquirdrgica y cicatrizacion de la herida a las 1-4 semanas de la

cirugia.
n %
Dolor
Grado 1 19 39.6
Grado 2-5 24 50
Grado 6-10 5 10.4
Inflamacidén
Grado 1 29 60.4
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Grado 2-5 13 27.8

Grado 6-10 6 12.5
Cicatrizacion

Leve 9 18.7

Moderada 16 33.3

Completa 23 47.9

Fig. 5.9. Complicaciones postquirargicas del tratamiento con laser de CO..

Fig. A, B, Cy D. Leucoplasia inical, ulcera en la lengua tras la vaporizacion y su
recuperacion a la semama Yy al final del tratamiento.

Fig. E, F y G. Leucoplasia inicial, Ulcera en mucosa yugal tras la vaporizacion y mucosa al
final del tratamiento.
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5.7. Resultados del estudio de los biomarcadores genéticos especificos en la

leucoplasia oral:

En cuanto al estudio de los biomarcadores genéticos, se tomaron las muestras de saliva y
de exfoliado de la mucosa oral con lesién y de mucosa oral sana de 6 mujeres con un edad
media de 63 afios. 3 de ellas eran leucoplasias orales diagnosticadas y las otras 3 fueron
controles. De las leucoplasias orales, 2 se encontraban en la encia y una de ellas en la
lengua. En saliva encontramos 648 genes que se expresaban de manera distinta respecto
al control sano (DEGs-S) (p>0.05) de los cuales 432 se hallaban reprimidos y 216
sobrexpresados. En las células exfoliadas orales (OEC) encontramos 943 genes que se
expresaban de manera distinta (DEGs-E) (p<0.05) de los cuales habian 483 reprimidos y
460 sobrexpresados. 24 DEGs con expresion coincidente fueron compartidos entre las
muestras de saliva y células exfoliadas orales: ARID1B, ATP6AP1L, FAM181B,
INPP4B, KIF15, MRPL13, NKAIN3, OLFMS3, OR2A5, OR6T1, PLK2, SAG, SORBSI,
TMA4SF18, TUBB2A, UGT3Al, GTPBP1, HHAT, LIPI, OR6S1, ZNF639, ZNF669,
ZNF70, ZNF99.

Para descifrar que funciones bioldgicas desempefian los DEGs y en que procesos
participan en la leucoplasia oral, se realizaron anélisis de ontologia génica. En el caso de
las células exfoliadas orales obtuvimos 343 resultados de ontologia génica y 14 rutas
KEGG con p<0.05. En el caso de la saliva, obtuvimos 230 resultados de ontologia génica
y 4 rutas KEGG. En la tabla 5.8 podemos ver los 10 procesos mas afectados de ontologia

génica para cada tipo de muestra.

Tabla 5.8. Diez procesos mas afectados de ontologia genética en saliva y en las células
exfoliadas orales.

A - Saliva
Puntuacion de  P-valor de N°
Funcion Tipo enrequecimiento enrequecimiento gen
Funcién
Actividad de la glicina N-aciltransferasa molecular 8,977 <0,001 3
Proceso
Regulacion negativa del comportamiento biol6gico 8,830 <0,001 5
Regulacion negativa del comportamiento Proceso
alimentario biolégico 8,596 <0,001 4
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Regulacion negativa de la transduccion  Proceso
de sefiales de la proteina Rho biologico 8,252 <0,001 5

Detoxificacion de compuestos

; Proceso
nitrogenados
g biolégico 8,085 <0,001 3
Regulacion de la proliferacion de células Proceso
precursoras neurales bioldgico 7,095 <0,001 9
Proceso
Regulacion de la union de proteinas biol6gico 6,635 0,0013 16
Regulacion positiva de la via de Proceso
sefializacién del receptor de células B biolégico 6,434 0,0016 3
Regulacion de la diferenciacion de las  Proceso
células grasas biol6gico 6,373 0,0017 11
Mantenimiento de los telomeros Proceso
mediante su alargamiento biolégico 6,354 0,0017 5

B — Células exfoliadas orales

Puntuacion de  P-valor de Ne

Funcion Tipo enrequecimiento enrequecimiento  gen
Proceso

Pigmentacion biolégico 8,404 <0,001 8
Funcién

Fijacion de amiloide-beta molecular 8,054 <0,001 12
Proceso

Proceso biosintético de la L-prolina biolégico 7,809 <0,001 3
Proceso

Proceso biosintético de la prolina biolégico 7,809 <0,001 3
Funcién

Actividad del receptor de carga molecular 7,262 <0,001 12
Proceso

Desarrollo del tejido biomineral biolégico 7,157 <0,001 12
Proceso

Comportamiento adulto biolégico 6,876 0,001 16

Regulacion extracelular de la Proceso

transduccion de sefiales biolégico 6,829 0,001 7

Regulacion negativa extracelular de la  Proceso

transduccion de sefiales biolégico 6,829 0,001 7
Proceso

Proceso metabdlico de los glucosidos biol6gico 6,465 0,002 5
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Para la basqueda de potenciales genes marcadores que puedan determinar que
leucoplasias orales tienen riesgo de transformarse en cancer oral, decidimos buscar entre
los genes que se encontraban alterados en la leucoplasia oral aquellos que también
mostraban alteraciones en la expresién en muestras de carcinoma oral de células
escamosas. Cruzamos los resultados de cuatro estudios publicados en las bases GEO con
datos de cancer oral y los comparamos con nuestros DEGs obtenidos con muestras de
leucoplasia. En las células exfoliadas orales hallamos 16 genes superpuestos: CENPA,
EXT1, HSP90B1, LY6E, TPST2, TRAM2 (sobrexpresados) y ALOX12, BLNK, DCT,
GPX3, MGST2, PPL, PRELP, PTGER3, SNED1, SORBS1 (reprimidos) (Fig. 5.10 Ay
B). Por otro lado, en saliva obtuvimos 9: MYDGF, PIK3CA (sobrexpresados) y
ADGRG6, ALDH9A1, C2lorf2, NABP2L1, SORBS1, SOX10, UNC13B (reprimidos)
(Fig. 5.10 C y D). Estos genes se hallan afectados de manera idéntica tanto en cancer oral

como en leucoplasia.

Fig. 5.10. Diagrama de Venn para los genes superpuestos entre nuestros genes que se
encuentran alterados en la leucoplasia oral y los genes expresados diferentes obtenidos de
muestras de carcinoma oral de células escamosas de GSE9844, GSE3524, GSE25099 y
GSE138206. (A) genes sobreexpresados y (B) genes reprimidos en las células exfoliadas orales.
(C) genes sobreexpresados y (D) genes reprimidos en la saliva.
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Las redes de regulacion de interaccion entre proteinas y miRNA nos dan una vision global
sobre qué genes y proteinas pueden verse afectados por la modificacion de la expresion
de nuestros DEGs. Para ello, usamos los DEGs coincidentes entre nuestras muestras de
leucoplasias orales y los de carcinoma oral de células escamosas pertenecientes a las
bases GEO Omnibus. Un total de 596 de pares de miRNA y sus correspondientes genes
reguladores fueron identificados (Anexo 8). En la Fig. 5.11 podemos observar las méas
relevantes interacciones entre los miRNA y los genes que se expresaban de manera

diferente en nuestras muestras y en las de cancer oral de células escamosas.

Fig. 5.11. Red reguladora entre miRNA-gen y DEGs superpuestos. Los circulos rojos
representan nodos de genes; los circulos azules representan nodos de miARN; las lineas
representan pares reguladores miARN-genes. Los miARN con grado inferior a 4 fueron
eliminados de la imagen.
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Por otro lado, la Tabla 5.9 informa de los 20 miRNAs con mayor asociacién con estos
genes, mientras que la Fig. 5.12 muestra las interacciones entre proteinas y los genes

solapados.
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Tabla 5.9. Los 20 principales nodos de la red reguladora de miRNA-genes.

NODO DE GENES

hsa-mir-124-3p
hsa-mir-1-3p
hsa-mir-155-5p
hsa-mir-27a-3p
hsa-mir-34a-5p
hsa-let-7b-5p
hsa-mir-129-2-3p
hsa-mir-16-5p
hsa-mir-7-5p
hsa-mir-23b-3p
hsa-mir-128-3p
hsa-mir-147a
hsa-mir-15a-5p
hsa-mir-26b-5p
hsa-mir-92a-3p
hsa-mir-497-5p
hsa-mir-374a-5p
hsa-mir-30a-5p
hsa-mir-98-5p
hsa-mir-101-3p
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Fig. 5.12. Red de interaccion proteina-proteina de los genes expresados diferencialmente
superpuestos entre leucoplasia oral y carcinoma oral de células escamosas y los socios
funcionales. Las asociaciones mas fuertes estan representadas por lineas mas gruesas. Los
nodos desconectados se eliminaron de la red.
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VI. DISCUSION

Este estudio se basa en una revision de la leucoplasia oral y en el tratamiento con laser de
CO: de un total de 48 lesiones, con el fin de analizar las variables clinicas de los pacientes
y las variables morfologicas de las lesiones que puedan afectar en la recuperacion tras la
cirugia, la tasa de recidiva y la tasa de trasformacion maligna. Tras el seguimiento de las
leucoplasias orales tratadas a los 18 meses, se ha observado una ausencia de las lesiones
en el 44%, una recidiva leve en el 23%, una recidiva completa en el 31% y una tasa de

trasformacion maligna del 2%.

La evolucion en el estudio, clasificacion y terminologia da a conocer los grandes avances
en las Gltimas décadas sobre el conocimiento de las lesiones de la mucosa oral. Desde los
primeros datos de 1978, con la primera definicion de leucoplasia oral, hasta la
actualizacion de la reunion del Centro Colaborador de la OMS en marzo de 2020, se han
descrito profundos avances en el campo de las lesiones orales llegando a la Ultima
clasificacion propuesta con los trastornos orales potencialmente malignos (OPMDs) y la
definicién actual de leucoplasia oral que ahora se recoge ampliamente en la literatura
revisada: “Placa blanca de riesgo de transformacion maligna cuestionable habiendo
excluido (otra) enfermedad o trastorno conocido que no conllevan un mayor riesgo de

cancer’?.

Se calcula que cada afio unos 300.000 pacientes padecen cancer oral en todo el mundo,
siendo el sexto cancer mas frecuente en el mundo®, y la incidencia es mayor en los paises
del sur de Asia®. A pesar del facil acceso a la cavidad oral, se produce una mortalidad
elevada asociada al cancer oral, ya que a menudo se diagnostica de forma tardia. La
biopsia con posterior examen microscopico del tejido lesional sigue siendo el gold
standard para el diagnostico del cancer oral y de los OPMDs’°, aunque en la literatura se
describen varios métodos adicionales, como la tincién con azul de toluidina, azul de
metileno, yodo de Lugol y quimioluminiscencia®. Son necesarios conocimientos y una
técnica especifica para identificar el lugar adecuado para la biopsia en las lesiones orales.
La tasa global de trasformacion maligna estudiada recientemente en el metaanalisis de
locca y cols.®® en los OPMDs es del 7,9%, asociando significativamente a un riesgo
mucho mayor a los OPMDs con displasia moderada/grave en comparacion con presencia
de displasia leve, como ya se ha tratado en el apartado 1.
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La leucoplasia oral es una lesion clinica e histolégicamente compleja. Sus
manifestaciones clinicas pueden tomar diferentes formas, distribucion y localizacion,
encontrando leucoplasias orales tan dispares como una simple placa lisa blanquecina o
lesiones con superficies irregulares, exofiticas, verrugosas y/o ulceradas, que pueden
encontrarse aisladas o de manera diseminada. Se puede clasificar como leucoplasia oral
desde una hiperplasia hiperqueratdsica sin displasia epitelial, hasta una displasia de alto
grado con fendmenos de atrofia. Deriva de uno o varios clones de células dentro de un
area mucosa oral mas grande que comprende otros clones de células a veces
estigmatizadas con céancer invisibles para el examen clinico e histolégico de rutina®®. Se
trata de una lesion potencialmente maligna con gran capacidad de recidiva en la que se
han empleado diferentes métodos para su tratamiento, tanto médicos como quirurgico.
Los estudios clinicos realizados en la linea médica para su tratamiento dan como resultado

una alta tasa de recidiva con una gravedad variable de los efectos secundarios’®.

Sus variadas caracteristicas clinicas e histopatoldgicas pueden explicar la falta de éxito
en el tratamiento quirdrgico mediante escision quirtrgica y un posible estimulo de
promocion del cancer mediante esta cirugia. Aun asi, la retirada quirargica de las lesiones
es muy recomendable, siendo su estudio histopatoldgico imprescindible, y debe realizarse
para garantizar el diagnostico correcto de las lesiones, pues encontramos carcinomas
inesperados en el 7% de leucoplasias orales no sospechosas®®. La tasa anual de
transformacion maligna de las leucoplasias orales se estima entre 0.13-3.5% segun los
articulos revisados!!,*,161%3 por lo que todas las pautas de seguimiento, diagndstico,
tratamiento y evaluacion postratamiento van dirigidas hacia el diagndstico precoz y/o la

prevencion de la trasformacion hacia cancer oral.

El uso del laser de CO: esta muy extendido. Se ha recomendado para tratar lesiones orales
benignas tales como como fibromas, papilomas, hemangiomas, hiperplasias gingivales
de diversas causas (idiopaticas o causadas por los efectos secundarios de los
medicamentos), Ulceras aftosas o extirpacion de frenillos linguales, asi como lesiones

premalignas como el liquen plano y la leucoplasia oral®, ™,

Espafia y cols.” en su articulo sobre las aplicaciones del laser en odontologia, presentan
un resumen de las indicaciones y contraindicaciones del uso de diferentes laseres en
distintos tratamientos. Centrdndonos en el uso del laser CO: describen:

e Uso muy indicado: Frenillos labiales y lingual, papilomas de origen virico y no
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virico, fibromas, adenomas, lipomas, diapneusias, mucoceles, hemangiomas,
angiofibromas, hiperplasias fibrosas, épulis, granuloma periférico de células
gigantes, granuloma pidgeno, eliminacion de tejido de granulacion,
vestibuloplastia por segunda intencidn, eliminacion de bridas y frenillos, segundas
fases en implantologia y lesiones premalignas siempre con informe
anatomopatoldgico previo que no revele mas que una displasia leve o moderada.

e Uso bastante indicado: pigmentaciones, alargamiento de coronas, angiomas,
cirugia periapical (legrado apical) y mucositis periimplantaria.

e Uso indicado: grabado del esmalte, hiperestesia dentinaria, gingivectomias,
angiomas (con cirugia convencional), descontaminacion de bolsas en periodoncia
y cirugia periapical.

e Se puede utilizar: sellado de fosas y fisuras (uso muy limitado por pulpitis
irreversibles, efecto bactericida), endodoncia (descontaminacién del conducto
radicular) y blanqueamiento dental (calentamiento de la mezcla del producto
blanquedor).

e Uso contraindicado: preparaciones dentarias, todo tratamiento que necesite una
cicatrizacion por primera intencion y cualquier tratamiento que incluya tejido

0seo.

El laser de CO: tiene una longitud de onda de 10.600 nm y es totalmente absorbido por
el agua. Su aplicacion se realiza sin contacto directo sobre el tejido a tratar. La
focalizacién del rayo consigue un corte quirdrgico mientras que su desfocalizacion
produce la vaporizacion del tejido. El laser de CO: es muy absorbido en superficie y es
poco penetrante en el tejido blando bucal. Es método quirdrgico perfecto para los

tratamientos realizados sobre los tejidos blandos bucales por su 80% de presencia de agua.

Las intervenciones quirurgicas requieren un aprendizaje y un entrenamiento previos por
parte de los clinicos al no existir un contacto fisico entre la pieza de mano y los tejidos,
por lo que no se tiene sensacidn tactil y se pierde la referencia de profundidad. Ademas
la maquina de laser tiene un brazo articulado que conecta la fuente emisora hasta la pieza
de mano por la que sale el haz de luz. Este brazo articulado a veces es algo engorroso en
su manipulacién y el profesional sanitario deberad practicar en su manejo puesto que

podria desviar el haz de luz del punto donde se pretende incidir.

La luz laser se absorbe por el humor acuoso del ojo y existe un alto riesgo de producir
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dafos oculares. El uso de gafas de proteccion es obligatorio para todo el personal sanitario
y para el paciente, lo que complica un poco la intervencion al ser gafas oscuras. El

tratamiento debe efectuarse en un local cerrado y bien ventilado®’.

En cuanto al acto quirdrgico propiamente dicho, es necesario tener ciertas precauciones.
Es imprescindible proteger los dientes y las corticales 6seas cuando se esté trabajando
cerca de ellas ya que el laser de CO: se aplica sobre los tejidos blandos y no sobre los
tejidos duros. Ningn material que se utilice durante la intervencion quirdrgica puede ser
metalico, por lo cual si se pretende usar utensilios metalicos tales como espejos de
exploracion, sondas, etc., tiene que ser cubiertos con fundas o gasas, a fin de no reflejar
el haz de luz. En nuestro estudio, preferimos usar instrumentos de madera (depresores

linguales) para separar y proteger los tejidos.

Las principales ventajas del uso del laser de CO: son la minima inflamacion, una
cicatrizacién por segunda intencién muy rapida y un dolor postoperatorio leve. El rayo
laser produce la seccion y el sellado de las terminaciones nerviosas de la zona intervenida,
ademas la delgada capa de coladgeno desnaturalizado que se forma en la superficie de la
herida actia impermeabilizandola a la irritacion de los fluidos orales. Se percibe menor
dolor postoperatorio porque la reaccion inflamatoria resultante a la accion del laser de
CO: también es menor ya que se produce un sellado de los vasos sanguineos y linfaticos
con calibre inferior a los 0,5mm de didmetro y, por lo tanto, se impide la extravasacion
de los fluidos’®,72. Siguiendo en la misma linea de los estudios repasados, en este estudio
se han registrado unos datos de grado de dolor muy positivos. Solo en el 10.4% de las
intervenciones de vaporizacion los pacientes sintieron mas de un grado 6 de dolor en
alguno de los primeros dias tras la cirugia (en una escala del 1-10), es mas, el 39.6% solo
sintid un grado 1 de dolor. En cuanto a la inflamacién, los datos recogidos son muy
parecidos: en el 60.4% de los tratamientos con el laser de CO: la inflamacidn descrita por
los pacientes fue de grado 1 (también en una escala del 1-10). Toda la sintomatologia
remitié en los primeros dias, excepto en el 12.5% de los casos que surgid como

complicacién una Glcera grande postquirurgica.

A diferencia del bisturi, el laser causa esterilizacion instantanea de la herida quirurgicay,
debido a su naturaleza hematica, permite la cirugia en su mayor parte sin sangre; también
permite un procedimiento quirdrgico sin contacto y, por lo tanto, ningn trauma mecanico

en el tejido®,’,”®. Otra ventaja a destacar es la cicatrizacion por segunda intencion, lo
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gue nos ha liberado de la necesidad de la sutura tras la cirugia, reduciendo la duracion de
la intervencion quirdrgica y la distribucién y profundidad de las cicatrices, que son mucho
mayores en las intervenciones con bisturi frio, como también se describe en otros articulos
publicados’®,>". En el analisis de la cicatrizacion en la primera visita de revision tras la
vaporizacion (entre 1-4 semanas), en un 47,9% de los casos la cicatrizacion ya era
completa.

Existen numerosos articulos en los que comparan diferentes técnicas de exéresis de las
leucoplasias orales valorando los resultados clinicos®,%8, 71,7277 En los estudios que se
valoran la intensidad del dolor e inflamacion tras el tratamiento los resultados son que el
laser de CO- causa minimo dolor e inflamacion’’ en comparacion con bisturi frio, lo que
sugiere que podria ser un método alternativo a la cirugia convencional en el tratamiento
de pacientes con leucoplasia oral. Asi mismo, los resultados al comparar el tratamiento
de leucoplasias orales con laser de diodo, laser de CO: y crioterapia, son que la terapia
con laser (CO: y diodo) ofrece mejores resultados clinicamente significativos en cuanto
a dolor, edema y cicatrizacion que la crioterapia’. Las limitaciones de estos articulos
suelen ser que no explican las posibles complicaciones surgidas ni durante el tratamiento,
como el acceso complicado con el Iaser a toda la superficie de las lesiones, ni postcirugia,
como pueden ser las Ulceras postratamiento con laser y/o las lesiones a tejidos duros. En
el articulo reciente de Lui y cols. (2020)"® se compara el efecto clinico entre el laser Er:
YAG y el laser CO2 en el tratamiento de las lesiones tumorales orales. La recurrencia y
las complicaciones de los grupos de CO2 y Er: YAG no presentaron diferencias, aunque
el laser Er: YAG tuvo mejores efectos que el laser de CO2 en la eliminacion de las

lesiones tumorales orales, necesitando méas tiempo de operacion que el laser de CO2.

El tratamiento de la leucoplasia oral es un verdadero reto por las limitaciones que llevan
consigo en cuanto a la recurrencia y la transformacion maligna, y se describen articulos
desde diferentes ramas de la medicina por su importancia clinica: odontologia,
dermatologia, otorrinolaringologia, medicina interna, anatomia patoldgica y oncologia.
Hay dos grandes revisiones sistematicas y metaanalisis exhaustivos dedicados a agrupar
las tasas de recurrencia y transformacién maligna de las lesiones de leucoplasia oral
tratadas con los principales tipos de laseres quirtrgicos disponibles’™ . Las tasas
globales de recurrencia y transformacion maligna de las lesiones de leucoplasia oral
tratadas con los diferentes tipos de laseres quirurgicos fueron del 16,5% y del 5,2%,

respectivamente. Los resultados mostraron que no hay consenso en cuanto a los factores
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implicados en las mayores tasas de recurrencia y trasformacion maligna de la leucoplasia
oral, por lo que se necesitan mas estudios, y que la escision quirurgica con laser puede
disminuir estas tasas de recurrencia, pero no tiene ningun efecto sobre la transformacion
maligna en comparacion con los tratamientos convencionales como el bisturi frio.
Comparten que el laser de CO2 es el mas usado e indicado para el tratamiento de la
leucoplasia oral debido a su eficacia y la baja morbilidad asociada, pero que se necesitan

mas ensayos clinicos aleatorios para comparar el laser de CO2 con otros laseres.

En cuanto a la leucoplasia verrugosa proliferativa, continua en la misma situacion que los
ultimos afios. En las revisiones sistematicas y metaanalisis recientes de Proafio-Haro y
cols.(2021)8 y Lafuente Ibafiez de Mendoza y cols. (2021)%?, se describen unas tasas de
recurrencia del 67,2% y 65,8% respectivamente, y ambas con el resultado de que no hay
suficiente evidencia cientifica para concluir que ninguna estrategia de tratamiento sea

capaz de reducir su recurrencia.

En la Tabla 6.1 se describen los articulos cronologicamente publicados sobre el
tratamiento de la leucoplasia oral con diferentes laser, la recidiva de las lesiones que se

ha presentado y la trasformacién maligna a cancer oral.
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Tabla 6.1. Revision sistematica y metaanalisis del tratamiento con laser de la leucoplasia oral. Tabla
modificada y ampliada de los articulos de Pauli Paglioni y cols. (2020)”° y Mogedas-Vegara y cols.

(2016)°.
Autor IAfio |Pais [Tamafio Tipo de estudio Tipo de Recidiva  [fasade  [Tiempo de
muestra laser :;Zfifg;?ac'on sequimiento
El presente 2021 [Espafia 48 Estudio prospectivo de tratamiento de Laser CO2 (Total:31% 2% 18 meses
estudio leucoplasia oral. Parcial:23%
Yaoy cols.®32021 [China {44 Estudio piloto aleatorio, controlado y IAFL-PDT  [(A):17%  |NA 12 meses
comparativo entre terapia fotodindmica IAFL (B): 47.6%
asistida por laser y laser fraccional ablativo.
Yangy 2021 [Taiwan|l44  [Estudio prospectivo sin grupo de control de |Laser CO2 [20.83% 8.33% 54.9 meses
cols.®* leucoplasia oral.
'Yang y cols. 2021 [Taiwan(l11  |Estudio retrospectivo sin grupo de control delLaser CO2 [13.51 % 3.6% 3.7 afios
g5 leucoplasia oral.
Romeoy 2020 [Italia (33 Ensayo clinico controlado. Grupo A:sin Laser CO2 |[(A): 45.5% |NA 6 meses
cols.86 extension de margenes. Grupo B:3mm de (B): 36.4%
extension de margenes. Grupo C:no
tratamiento.
Jurczyszyn [2020 [Polonia32 Estudio prospectivo le leucoplasia oral Laser 34% NA 12 meses
cols.¥ Er:YAG
'Yao y cols.® 2020 [China 3 Estudio prospectivo de tratamiento de Laser CO2 [33% 0% 12 meses
leucoplasia oral. con terapia
fotodindmica
Matulicy 2019 [Croaci 54 Ensayo clinico aleatorio. Comparacion del |L&ser 0% en ambosNA 12 meses
cols. & a laser Er:YAG y Er,Cr:YSGG. ErYAG grupos
LéaserEr,Cr:Y
SGG
Lauritanoy 2019 [Suiza [20 Estudio prospectivo de leucoplasia oral. Léaser diodo [25% recidiva|0% 1 mes
cols.% modo parcial
pulsado.
Gabricy  [2019 |Croaci 27 Estudio prospectivo de leucoplasia oral. Laser Er:Yag|0% 0% 12 meses
cols.™ a Grupo control; mismos pacientes tratados
previamente con sotretionina topica al 1%
tres veces al dia durante un afio.
'Yasmeeny [2019 [India (30 Ensayo clinico aleatorio. Comparacion del |Laser CO2 |L&ser CO2: |Lé&ser:0% W48 meses
cols.”? laser de CO2 y cirugia con bisturi (n = 0% Bisturi:0%
15:grupo Iser) (n = 15: grupo bisturi) Bisturi: 20%
Saibeney 2019 |Iitalia |24 Revision retrospectiva. Lesiones orales Laser CO2 (0% 0% 24 meses
cols. % benignas y malignas tratadas con laser de
CO2.
IArduinoy [2018 (Italia [117  [Estudio prospectivo. Leucoplasia oral. Léaser (A): 43.10% |(A): 0% |58 meses
cols.® Comparacion entre el Grupo A (bisturi- 58 [Er:YAG (B): 50.84% |(B): 0%
lesiones) y el Grupo B (laser Er: YAG-59
lesiones).
Cloitreet 2018 |Francia|l4 Estudio retrospectivo sin grupo de control. |[Laser CO2 [38.8% 0% 28.9 meses
al.% \Vaporizacion con laser de CO2 para OPMD.
Nammour y [2017 Bélgica2347 |Seguimiento a largo plazo. (1) Escision Laser CO2 |(1)30.3% |(1) 1%;  [72 meses
cols.% completa, profundidad tisular de 1 mmy 1 (2) 2.7% (2) 0%;
mm de tejido sano circundante (2) Escision (3)28.1% |(3) 0.2%
completa, profundidad tisular de 1 mmy 3
mm de tejido sano circundante (3) Similar al
tercero, pero con lesiones grandes de
leucoplasia con multiples sesiones.
Natekary [2017 [India (30 Evaluacidn comparativa de tres modalidades|Laser CO2 |((I): 0% NA 6 meses
cols.™ de tratamiento quirdrgico. (1) Laser de Laser diodo [(11): 0%
diodo; (1) L&ser de CO2; (l1) Criocirugia (111): 0%
de 6xido nitroso.
Monteiroy [2017 [Portug {87 Estudio clinico retrospectivo. Comparacion |Laser (1): 47% 1.1% 21.6 meses
cols.56 al entre 5 tratamientos quirdrgicos diferentes  [Nd:YAG (2): 35.7%
de leucoplasia oral. (1) Bisturi frio.17 casos; [Laser (3): 15.2%
(2) Laser Nd:YAG 1064nm.14 casos; ER:YAG; |(4): 26.7%
(3) Laser Er:YAG 2940nm. 33 casos; Laser CO2 |(5): 25%

(4) Laser CO2 10600nm. 15 casos;

(5)Bisturi QMR. 8 casos.
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Thomsomy [2017 UK 590  [Estudio longitudinal de cohortes de Laser CO2 [26% de 590 (16.77% de [87 meses
cols.% pacientes con OPMD (468 leucoplasias 590
orales).
Gallettay [2017 |Brasil 49 Estudio prospectivo de leucoplasia oral. Laser C02 [27.5% 5% 22 meses
cols.® Laser diodo
Rabinovich 2016 [Rusia (12 Estudio prospectivo de leucoplasia oral. Laser diodo [58.3% 0% 12 meses
cols.%
Mogedasy [2015 [Espafia 65 Estudio retrospectivo sin grupo de control delLaser CO2 [33.8% 15.4% 15 meses
cols. % leucoplasia oral.
Del Corsoy [2015 (Iitalia |77 Grupo 1: 47 pacientes laser Nd:YAG. Laser Nd:YAG:38. |Nd:YAG: [60 meses
cols.%® Grupo 2: 30 pacientes laser de CO2 Nd:YAG 2% 3.9%
Laser CO2 |C0O2:13.3% |CO2: 0%
Matsumoto 2015 Jap6n (38 Se extirparon 35 leucoplasias y vaporizaron |Laser CO2 [10.5% 0% 120 meses
cols.10 3.
Huangy  [2015 [China (32 Comparacion entre el laser de CO2 (22 Laser CO2 |Laser CO2: |NA 12 meses
cols.10t pacientes) y el bisturf tradicional (10 9%
pacientes) Bisturi: 10%
Kundoory [2015 fIndia (10 Estudio prospectivo sin grupo control (5 Laser diodo (0% NA 6 meses
cols.102 pacientes leucoplasia y 5 pacientes LPO).
Rashid 2015 |India |10 Estudio piloto prospectivo sin grupo Léaser diodo [33.3% (2 0% 6 meses
Kharadi y control. pacientes)
cols.t®
Pedrosay 2015 |Portug (59 Estudio prospectivo sin grupo control Laser CO2 140.7% 10.2% 43.75
cols.t* al meses
Brounsy  [2013 [Paises (35 Estudio prospectivo sin grupo control Laser CO2 {40% 14% 61.5 meses
cols.1%5 Bajos
Cheey 2013 Rep. |76 Estudio prospectivo, diferentes zonas de la |Laser CO2 [5.3% NA 24 meses
cols.” Checa cavidad bucal.
Jornet y 2013 |[Espafia |48 Ensayo clinico aleatorio. Comparacion entre [Laser CO2 [NA Bisturi:0% [27.9 meses
cols.” bisturi frio (n = 28) y laser CO2 (n = 20) Laser:0%
Deppe y 2012 |Alemanii53 Grupo 1: Vaporizacion con laser de CO2  |Laser CO2 ((1): 0% (1): 3.4% (42 meses
cols.106 @ desenfocado; Grupo 2: Se empled (2): 15% (2): 0%
adicionalmente escaner; Grupo 3: (3): 14.2% |(3): 0%
\vaporizacion realizada en el modo
superpulsado. Se empleo escéaner.
Jerjesy 2012 UK |65 Estudio prospectivo sin grupo control. Laser CO2 [19.5% (sin |10.4% 76.8 meses
cols. o7 especificar
leucoplasia o
eritroplasia)
Yang y 2011 Taiwan|l14  [Estudio retrospectivo sin grupo control Laser CO2 [17.5% 11.4% 40.8 meses
cols. 18
Limy 2010 94 Comparacion entre el laser de potasio- Laser KTP [KTP: 70.3% [NA 60 meses
cols.109 IAustral titanil-fosfato (KTP) (35 casos) y el laser de |Laser CO2 |CO2: 35.9%
ia CO2 (59 casos)
Hamadahy 2009 UK 46 Estudio prospectivo sin grupo control. Laser CO2 ([17.3% 6.5% 58 meses
cols.1?
Vivek y 2008 |India 28 Estudio prospectivo sin grupo control. Léaser 7.1% NA 36 meses
cols.!! Nd:YAG
'\Van der 2005 |Paises [282  [Estudio prospectivo sin grupo control. Laser CO2 [9.9% 1.1% 52 meses
Hemy Bajos
cols.'*?
Chanduy [2005 |Austral |94 Estudio retrospectivo sin grupo control. Laser CO2 [28.9% 7.3% 47.2 meses
cols.13 ia
Ishii y 2004 Japon 97 Comparacion entre la cirugia laser y la Laser CO2 [29% 4.1% 40 meses
cols.114 cirugia de escision. Laser
Nd:YAG
Laser KTP
Thomsony 2002 UK  [55 Estudio prospectivo de lesiones orales con |Laser CO2 [24% 1.68% 18 meses
cols.15 displasia (69% leucoplasias orales)
Dunchey (2000 [Alemani168  |Estudio retrospectivo sin grupo control Laser CO2 5% 1.5% 10-15 afios
cols.!16 @
Gooris y 1999 |Paises |27 Estudio prospectivo sin grupo control. Laser CO2 [14.8% 0% 3-192
cols.1” Bajos meses
Huertay 1999 [Espafa (34 Estudio comparativo leucoplasiay LPO Laser CO2 [25.8% NA 12 meses
cols.18
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Schoelchy (1999 [USA 148 Estudio comparativo entre laser de CO2 (28 [Laser CO2 [|11% 3% 32 meses
cols.1® casos), laser Nd:YAG (12 casos) y ambos  |Laser
laseres (8 casos). Nd:YAG

Pinheiroy [1994 Brasil 26 Estudio retrospectivo sin grupo control. Laser CO2 [7.69% NA 60 meses
cols.1?0
Chiesa y 1993 |ltalia [167  |Estudio retrospectivo sin grupo control. Laser CO2 [34.7% 3% 52 meses
cols.*?
Roodenburg|1991 [Paises (103  |[Estudio prospectivo sin grupo control. Laser CO2 [10% 0% 63.6 meses

cols.t? Bajos
Chuy 1988 [USA [38 Estudio retrospectivo sin grupo control. Laser CO2 [10.8% 2.6% 5 afios
cols.'?
Horchy 1986 {Alemani50 Estudio prospectivo sin grupo control. Laser CO2 [22% NA 37 meses
cols.*?* @
Framey 1985 UK  [75 Estudio retrospectivo sin grupo control. Laser CO2 [3.1% 0% 63.6 meses
cols.*?

En este estudio prospectivo realizamos el tratamiento por vaporizacion con laser de CO-
de 48 leucoplasias orales de pacientes derivados a la Clinica Odontoldgica Universitaria
del Hospital Morales Meseguer de Murcia, concretamente en la Unidad Docente de
Medicina Bucal. La muestra comprende pacientes con un promedio de 61.3 afios, de los
cuales 25 son mujeres y 23 son hombres. No encontramos una asociacion directa con
otras patologias como diabetes ni con infecciones asociadas en la cavidad bucal, y el
70.7% son leucoplasias en pacientes que tienen sobrepeso-obesidad. Podria ser un
indicador a analizar en futuros estudios de prevalencia de la leucoplasia oral, ya que,
segun la Sociedad Espafiola de Cardiologia, el 53.6% de los espafioles tiene exceso de
peso. Respecto a las variables de habitos estudiadas en los pacientes con estas lesiones,
tampoco encontramos una prevalencia elevada de ninguna de ellas: el 66.6% mantenia
una buena higiene oral, el 87.5% no soporta ningun colutorio irritante para la mucosa
oral, el 77.1% no es fumador, ningln paciente indico un consumo diario elevado de
alcohol y s6lo el 25% de las lesiones se presenta en pacientes con bruxismo nocturno. El
uso de protesis también fue estudiado, sin encontrar una asociacion directa con la
leucoplasia oral, ni en portadores de protesis parcia removible (10.4%), protesis fija
(25%) o implantes (31.2%).

En cuanto al andlisis de los parametros clinico-patolégicos relacionados con la
leucoplasia oral, la forma clinica de leucoplasia no homogénea es la que se presenta en
un porcentaje mayor, en el 62,5%, y la leucoplasia homogénea en el 37.5%. En el 54,2%
la lesion tiene un tamaiio inferior a 2cm y el 77,1% de las leucoplasias orales estudiadas
no presenta displasia. La localizacion més frecuente es en mucosa masticatoria, en un

68,8% de los casos, seguida de la mucosa de revestimiento en el 27.1%, y de la mucosa
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especializada en el 4.2%. Con estos datos podemos concluir que, en este estudio, la
localizacion de la lesion no se asocia de forma estadisticamente significativa con la forma
clinica (p = 0,107).

A los 18 meses del inicio del tratamiento de las leucoplasias orales con laser de CO-, se
realiz6 un analisis de los resultados finales y se observé un 43,7% de éxito en el
tratamiento, es decir, no se observO patologia en la zona tratada. En un 56,2% la
leucoplasia oral si recidivo de alguna manera, aungue en el 22.9% de esas recidivas se
observd una mejora en el aspecto clinico: una reduccién de tamafio o un cambio en la
forma clinica pasando de ser leucoplasias no homogéneas a leucoplasias homogéneas (ya
sea disminuyendo el grado de verrugosidad y/o de intensidad de zonas blancas dentro de
la propia lesion). A estas leucoplasias orales las clasificamos como leucoplasias orales
con recidiva leve, y al analizar la eficacia del tratamiento con la ayuda del programa
informético ImageJ para obtener mayor informacion en cuanto al tamafio de las lesiones,
podemos verificar que probablemente la recidiva leve se produce en la mayoria de los
casos reduciendo el tamafio del area de la lesion en mm2. En el 31.2% de los tratamientos
de vaporizacion el resultado fue nulo, observando una recidiva completa de la lesion, y

el 2% derivo en un carcinoma oral de células escamosas.

Seria interesante ampliar esta linea de investigacion aplicando mas innovaciones
informéticas para estimar la eficacia del tratamiento de leucoplasia como hemos
encontrado en la bibliografia. Es posible aplicar el analisis de textura y el andlisis de
dimensidn fractal (requieren conversion a escala de grises de las fotografias) para estimar
la eficacia del tratamiento de la leucoplasia oral en las fotografias de las lesiones con el
programa informatico GNU Image Manipulation Program (GIMP). Para esto es necesario
que todas las imagenes sean realizadas a la misma distancia de las lesiones y con un
angulo igual o lo més parecido posible®’. Podria ser un método prometedor no sélo para

estimar la eficacia del tratamiento, si no como método diagnoéstico en la leucoplasia oral.

Para determinar el efecto de las variables relacionadas con la lesion y las variables de
habitos sobre la recidiva, se realizaron modelos de regresion logistica univariante. Con
respecto a las variables relacionadas con la lesion (forma clinica, localizacion, tamafio y
displasia) los resultados de este estudio evidenciaron que ninguna de las variables tiene
un efecto estadisticamente significativo en el curso de la recidiva. Lo mismo ocurre al

estudiar las variables relacionadas con los habitos de los pacientes (fumador, higiene
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bucal, indice de masa corporal y bruxismo), los resultados tampoco evidenciaron ningun

efecto estadisticamente significativo en el curso de la recidiva.

En 2019 Dong y cols. 18 realizaron un metaanalisis sobre la trasformacion maligna de las
lesiones de leucoplasia oral tratadas exclusivamente con laser de CO. dando como
resultado una tasa global de transformacion maligna del 4,5%, en nuestro estudio es del
2%. Curiosamente, en esta revision estadistica se revel6 que era el varon, con leucoplasia
homogénea, que no consume tabaco ni alcohol quien tenia una mayor tendencia a la
malignidad tras la cirugia laser de CO.. Sin embargo, este resultado carece de datos

estadisticamente significativos.

Aunque la cirugia sigue siendo la primera opcién para la mayoria de los clinicos en el
tratamiento de la leucoplasia oral, no puede evaluarse la efectividad completa de dicho
tratamiento ya que ninguno de los tratamientos médicos y quirargicos estudiados tiene
tasas lo suficientemente bajas en la recurrencia de las lesiones ni en la prevencion de la
transformacion maligna de las leucoplasias orales. Los tratamientos pueden ser efectivos
en la resolucion de las lesiones, sin embargo las recaidas y los efectos adversos son
comunes. Por este motivo, los autores argumentan que la curacién clinica de la
leucoplasia después de su tratamiento no libera al clinico de la responsabilidad de hacer
un seguimiento regular porque las recidivas son frecuentes y los carcinomas pueden
evolucionar independientemente de las caracteristicas clinicamente normales después de

la cirugia®?>°256,

Favia y cols. (2021)'?" han publicado un articulo de un estudio retrospectivo sobre la
transformacion maligna de la leucoplasia verrugosa proliferativa dando como resultado
que el estudio clinico prequirdrgico, el tratamiento quirtrgico posterior y el seguimiento
son claves para el éxito de los pacientes afectados por LVP con transformacion maligna
en carcinoma de células escamosas oral y/o carcinoma verrucoso en estadio 1, lo que
conlleva una elevada tasa de supervivencia global, sélo el 8,3% murieron por causas

relacionadas con el tumor.

Las limitaciones en los estudios de los diferentes tratamientos de la leucoplasia oral
suelen ser comunes. En primer lugar, el propio disefio del estudio, pues en la mayoria de
estos estudios, incluido el presente, no existe grupo control ya que no se considera ético
dejar a ningan paciente sin tratar por la ya comentada elevada probabilidad de progresion

al cancer respecto a los pacientes sanos. En segundo lugar, el tamafio de la muestra en

80



“Estudio clinico de la leucoplasia oral y el tratamiento con laser de dioxido de carbono”

nuestro caso también puede ser una limitacion. Aunque el estudio se alargue varios afios,
no es posible controlar la cantidad de pacientes con esta patologia que Ilegan a las manos
de nuestro departamento. Este trabajo ha estado limitado también por el cese de actividad
presencial en los departamentos de la Universidad de Murcia por la situacién sanitaria de
excepcion creada por COVID-19 y por la decision de finalizar el estudio tras la
reincorporacion a la actividad clinica. En tercer lugar, el tiempo de seguimiento, pues
varia mucho en los estudios analizados y suele ser aleatorio. Probablemente las tasas de
recidiva y trasformacion maligna son muy dependientes a esta variable y cada estudio
tiene un tiempo de seguimiento diferente. Y en cuarto lugar, la gran heterogeneidad entre
los estudios debido a las diferencias en la finalidad, la muestra, las técnicas de tratamiento
y de medidas de los resultados, el tiempo de seguimiento, las caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas de las leucoplasias orales, etc, hace que los resultados de los estudios
deban interpretarse con precaucion y no podamos hacer una comparativa real entre

estudios y entre técnicas quirurgicas con laser para el tratamiento de la leucoplasia oral.

Referente a la técnica, en los Gltimos afios se recomienda la ablacion con laser de CO. de
la leucoplasia oral con extension de margenes. La extension recomendada de los

margenes debe ser de al menos 3 mm de ancho®+1%8,

Muchos de estos motivos y limitaciones en el tratamiento de las leucoplasias orales y de
los OPMDs, estan provocando un auge en el estudio de diferentes lineas de investigacién
para determinar el futuro y el desarrollo del cancer. En la actualidad se necesitan cambios
clinicos e histolégicos para describir y clasificar una lesion oral, pero en el futuro se
podrian incluir lesiones con aberraciones bioldgicas moleculares caracterizadas como
marcas de malignidad presentes incluso en la mucosa oral clinica e histolégicamente
normal. Se considera que sera el mejor método diagnostico para una correcta

identificacion de la mucosa oral en riesgo de desarrollar cancer oral *®.

Como ya hemos nombrado anteriormente, por ahora el gold standard para el diagnéstico
final se fundamenta en un biopsia del tejido sospechoso, con los inconvenientes que
conlleva debido al caracter invasivo de la técnica*?. Las biopsias liquidas (saliva, sangre,
orina) 0 minimamente invasivas (cepillado de la mucosa) son las alternativas mas
atractivas y prometedoras, nos aportan beneficios como el caracter no invasivo de la
técnica, que no es modificable por el operador que realiza la técnica, es repetible y

representa la heterogeneidad en los tejidos.
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Desregulaciones en la expresion de los genes y de otros componentes clave en la
regulacion epigenética como los microARN (miRNAS) pueden comprometer la
estabilidad gendmica y activar distintas rutas de sefializacion implicadas en procesos
clave celulares como son los procesos carcinogénicos y precancerosos. Con el uso de la
tecnologia de microarray, se pueden observar los cambios de expresion de miles de genes
simultaneamente y con ellos encontrar posibles biomarcadores que nos hagan diferenciar
si una lesién tiene mayor o menor riesgo de malignizacion. Estudios previos han tratado
de identificar alteraciones en la expresion de genes y miRNAs en OPMD para

correlacionarlo con la progresion a carcinoma oral*’,#2 4 4,

En este estudio, realizamos un screening mediante microarray para encontrar alteraciones
en la expresion génica entre pacientes sanos y con leucoplasia oral, con el fin de entender
las caracteristicas genéticas de la esta lesién y encontrar alteraciones en el genoma que
nos sirvan de marcadores de progresion de una lesion leucoplasica al desarrollo de cancer
oral. El procedimiento para tomar las muestras fue mediante saliva y exfoliado de la
mucosa oral con lesion, y nos dieron un resultado de 944 y 649 genes que se expresaban
de manera distinta respecto al control sano (DEGSs) respectivamente.

Tras el analisis de ontologia génica de los DEGs, descubrimos que las muestras de células
exfoliadas orales mostraban una mayor actividad en procesos como la pigmentacion y
la unién de beta amiloide, asi como en fenémenos relacionados con la sintesis de prolina,
un componente fundamental del colageno que, ademas, desempefia otras funciones
importantes como regulador clave en muchos procesos fisioldgicos como el estrés
oxidativo, la sefalizacion intracelular o la respuesta inmune!?®. A su vez, las muestras
salivales mostraron una mayor actividad en cuanto a procesos relacionados con
desintoxicacion (actividad de la glicina N-aciltransferasa, desintoxicacién de compuestos
nitrogenados) y procesos de importancia en la funcion celular normal (regulacion

negativa de la transduccion de sefiales de la proteina rho).

Al tratar de identificar posibles marcadores genéticos que puedan determinar el riesgo de
una lesion a transformarse en una lesion cancerosa, la estrategia fue encaminada a buscar
genes que coincidieran en términos de sobreexpresion o supresion tanto en nuestras
muestras de leucoplasia oral como en la base de datos GEO, obtenidos en otros estudios

que se realizaron con muestras de cancer oral de células escamosas.
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En las muestras de células exfoliadas orales encontramos que los genes CENPA, EXT1,
HSP90B1, LY6E, TPST2, TRAM2, ALOX12, BLNK, DCT, GPX3, MGST2, PPL,
PRELP, PTGER3, SNED1y SORBS1 se repetian a lo largo de los 4 estudios y nuestras
muestras, mientras que en saliva encontramos 9 genes coincidentes: MYDGF, PIK3CA,
ADGRG6, ALDH9A1, C21orf2, N4ABP2L1, SORBS1, SOX10y UNC13B. Entre ellos
podemos destacar varios genes de relevancia para el desarrollo del cancer oral u otros

tipos de cancer anteriormente descritos en la literatura.

Los genes ALOX12, GPX3, MGST2 y ALDH9A1 se encontraban reprimidos en la
leucoplasia oral y en el carcinoma oral de células escamosas, y son genes relacionados
con el estrés oxidativo y detoxificacion celular®>!3l, Los primeros tres son genes que
participan en el metabolismo del &cido araquidonico®*?,'*, el cual estd asociado a
procesos inflamatorios relacionados con la carcinogénesis'®?; este sistema se encontrd
enriquecido en las rutas KEGG con nuestros DEGs. Pese a que la expresion de ALOX12
en otro tipo de canceres esta aumentada, no ocurre igual en el carcinoma oral de células
escamosas y leucoplasia oral ya que se ha visto reprimida su expresion en distintos
estudios*’ %1% por otro lado, Gluthatione peroxidase 3 (GPX3) ha sido considerado un
gen supresor de tumores'®, y una disminucion de su expresion se ha asociado a un

aumento de la respuesta inflamatoria en el carcinoma oral de células escamosas.

Prostaglandin E receptor 3 (PTGERS3) es uno de los cuatro receptores de prostaglandinas
que estan relacionados con la inflamacion y progresion tumoral. Misawa y cols. (2010)*%*
observaron como en muestras de carcinoma escamoso de cabeza y cuello este gen se

encontraba altamente metilado, contribuyendo a su desregulacion.

Heat Shock Protein 90 Beta Family Member 1 (HSP90B1) pertenece a una familia de
chaperonas moleculares, la cual asiste en el plegamiento de proteinas, entre ellas,
proteinas que regulan el ciclo celular, proliferacion y supervivencia de la célula. Es por
ello por lo que se ha visto ampliamente desregulada en numerosos tipos de cancer* y ha

sido propuesto como gen de riesgo en carcinoma oral de células escamosas*®>13-

Myeloid derived growth factor (MYDGF) esta involucrado en la proliferacion de células
endoteliales y angiogénesis mediante la ruta de sefializacibon MAPK1/3-, STAT3- y
CCND1¥.
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B Cell linker protein (BLNK) codifica una proteina vital en el desarrollo de los linfocitos
B, la cual conecta la activacion de kinasas asociada al receptor de células B con rutas de
sefializacion descendentes, influenciando a varios procesos biolégicos. Previamente su
represion se habia relacionado con mecanismos de invasion perineural en carcinoma oral

de células escamosas!®.

La sobreexpresion de Translocation associated membrane protein 2 (TRAM2) se ha
podido observar tanto en lineas celulares como tumores primarios de carcinoma oral de
células escamosas. La aberrante expression induce la sobreproduccion de MMPs,

aumentando la invasion y migracion transendotelial®°,

El gen Lymphocyte antigen 6 complex, locus E (LY6E) y el oncogén PIK3CA, que se
hallaban sobrexpresados en la leucoplasia oral, regulan la activacién de la ruta
PI3K/AKT, promueven el crecimiento, supervivencia y transformacion celular ademas
de aumentar la resistencia a los tratamientos'#%4!, Watanabe y cols. (2009)# observaron
como la expresion de PI3K estaba aumentada 2.5 y 11 veces mas en tejidos de displasia
oral y cancer oral de la lengua, respectivamente, frente a la del tejido sano. Ademas,
pudimos observar que segun los resultados de la red PPI, tanto PTGER3 como HSP90B1
interactuaban con AKT1, que forma parte de la ruta PI3K/AKT. Esta sobrexpresion del
gen PIK3CA vy la interaccién de varios de los genes encontrados con esta ruta de
sefializacion, sugiere que esta ruta podria tener un rol clave en el desarrollo del cancer
oral* 3 También pudimos observar como en la red PPI, PIK3CA conectaba con otras
proteinas importantes en procesos carcinogénicos, como HRAS o NRAS!#, Ademas, en

nuestras muestras de saliva, NRAS se encontraba desregulada respecto al control.

Segun el estudio de Dikova et al.1*°, la IL-6, la IL-8, el TNF-a, el HCC-1y el PF-4
(citoquinas salivales) pueden discriminar entre el carcinoma oral de células escamosas,
la leucoplasia oral y los controles sanos. La IL-6 y el TNF- & pueden indicar la progresion
del carcinoma oral de células escamosas, siendo distintivos en presencia de metastasis en

el cuello.

Centromere protein A (CENPA) tiene un rol crucial en la estabilidad genémica mediante
el mantenimiento de los centrémeros, y la sobrexpresion de este gen puede desembocar
en procesos cancerigenos mediante el aumento en los errores de segregacion del

cromosomal#®. Su expresion se ha visto aumentada en diversos tipos de cancer, como
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adenocarcinoma de pulmén#” o carcinoma epitelial de ovario'*®, pero no ha sido descrito
en carcinoma oral de células escamosas o leucoplasia oral anteriormente. Puede que una
prolongada sobrexpresion de este gen conduzca a una inestabilidad cromosémica que

transforme una lesién no invasiva a una con esas caracteristicas.

SORBSL fue el Gnico gen que aparecié en los dos tipos de muestras que obtuvimos.
Aunque nunca se ha descrito este gen en carcinoma oral de células escamosas o
leucoplasia oral, si que se ha podido observar como en cancer de mama y cervical su

expresion se encontraba reprimida#®,*0,

Fragmentos de ARN no codificante como los microARN (miRNAs) tienen un rol
relevante sobre la epigenética del cancer, pudiendo modular la expresion de otros
genes™?. Entre los 620 miRNAs involucrados en la regulacion de los genes anteriormente
comentados, vemos que el que mas grados de relacion tuvo fue miR-124-3p, que estaba
relacionado con 12 de nuestros genes. Otros estudios también habian destacado la
importancia de este miRNA en el carcinoma escamoso oral de la lengua'®>*3, Otro
miRNA que destaca entre los hallados es miR-155-5p, que tenia relacion con 11 de los
genes comentados y cuya expresion se ha visto aumentada previamente en carcinoma oral
de células escamosas™®, y en un metaanalisis realizado por Troiano y cols. (2018)%° se

le ha considerado un factor de pronostico para carcinoma oral de células escamosas.

Los DEGs entre un tipo de muestra y otra varian y reflejan la variabilidad del genoma en
funcion del tejido elegido. Como se ha podido ver en estudios previos™,'%¢ %7 los DEGS
son distintos entre los diferentes estudios, incluso en los que tomaron el mismo tipo de
muestra, lo que refleja una dificultad de encontrar una “marca” de biomarcadores de
referencia, por lo que parece que segln el tipo de muestra podriamos esperar encontrar
unos u otros genes alterados. Ademas, nos encontramos con otras limitaciones, como el
bajo nimero de muestras para el estudio y la variabilidad entre la zona de los tejidos de

las muestras.

La evaluacién de los biomarcadores moleculares podria ser una potencial herramienta de
control para filtrar pacientes que tengan riesgo de desarrollar un cancer oral y hacerles un
seguimiento méas exhaustivo. ES necesario hacer mas ensayos con un mayor nimero de
muestras para evaluar la eficacia de estos marcadores y verificar la reproducibilidad de

los experimentos.
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Sobre las lineas de investigacion presentes-futuras para el diagnéstico de la leucoplasia
oral hay varios campos abiertos. En el articulo de Garcia-Polay cols. (2021)°8 se describe
y propone el uso de inteligencia artificial, se estan estudiando los cambios inmunologicos
como el aumento de la infiltracion de macrofagos polarizados M2 en las leucoplasias
orales™®, y se sigue investigando en el campo de la deteccion de genes g se expresan de
manera diferente en la progresion de la leucoplasia oral y la leucoplasia verrugosa
proliferativa a cancer oral'®,%! asi como el estudio de citoquinas salivares para el

diagndstico del carcinoma oral de células escamosas®®.

La ultrasonografia intraoral o ecografia se propone para la evaluacion clinica temprana
de la extension de la mucosa oral de las lesiones potencialmente malignas de la cavidad
oral*®?, tiene potencial en la determinacion preoperatoria de la profundidad de invasion
tumoral y puede proporcionar una guia adicional para la planificacion éptima de la terapia
para los pacientes de carcinoma oral de células escamosas. En el estudio de Li y cols.
(2020)83 también se concluye que las imagenes ecogréaficas pueden definir eficazmente
la leucoplasia oral en la mucosa y medir el grosor de cada capa del epitelio,
proporcionando pruebas de imagen para el diagnéstico clinico, la planificacion del
tratamiento y el seguimiento posterior. Ademas, pueden detectarse cambios adyacentes
especiales como ulceras, infecciones y cambios cancerosos, y contribuir a evitar lesiones
iatrogénicas innecesarias en la mucosa o la reaparicion de la enfermedad después del
tratamiento. Tiene como ventaja que puede realizarse con facilidad, lo que permite a los
clinicos detectar lesiones pequefias, no calcificadas o invisibles que son dificiles de

diagnosticart®4,

En cuanto al tratamiento de la leucoplasia oral, se estdn estudiando tratamientos
alternativos como son la terapia fotodindmica asistida por laser (AFL-PDT) vy el
tratamiento con adenovirus recombinante p-53 (rAD-p53). Yao y cols. (2021)% han
realizado un estudio piloto sobre la AFL-PDT sobre 44 pacientes encontrando una tasa
de recidiva del 17% a los 12 meses después del tratamiento, con lo que concluyen que
puede reducir eficazmente la recidiva con una alta eficacia clinica y buena tolerabilidad,
lo que sugiere que puede ser un tratamiento prometedor. La revision sistematica de
Hosmani y cols. (2021)®8 se centra en los ensayos clinicos aleatorios del tratamiento con
adenovirus recombinante p-53 (rAD-p53) para el tratamiento de la leucoplasia oral y el
cancer oral. Pueden concluir que esta terapia tiene un potencial de efectos terapéuticos

beneficiosos y que los Unicos efectos adversos notificados fueron fiebre, dolor en el lugar
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de la inyeccion, sintomas gripales y disminucién del recuento de glébulos blancos. En
ambas terapias es necesario realizar mas ensayos clinicos con mas pacientes para conocer

mejor sus efectos y aprobarlas como tratamientos seguros y eficaces.
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VIlI. CONCLUSIONES

Tras la revision y el estudio de los parametros asociados a la leucoplasia oral y el
tratamiento con laser de CO: de estas lesiones, podemos concluir con una serie de

premisas:

I.  Los datos actuales de la tasa de trasformacion maligna anual y el porcentaje de
carcinomas orales encontrados en los estudios histologicos de las leucoplasias
orales sugieren que la biopsia y el examen histoldgico son esenciales para un

correcto diagnostico y plan de tratamiento.

Il.  Las complicaciones en los tratamientos quirurgicos con laser son minimas. Las
principales ventajas del uso del laser de CO- que hemos encontrado son la minima
inflamacién, una cicatrizacion muy rapida de las heridas y un dolor

postoperatorio leve.

I1l.  Las intervenciones quirurgicas con el laser de CO: son relativamente sencillas y
rapidas de realizar, pero requieren de un aprendizaje y entrenamiento previos por

parte de los clinicos.

IV.  Eltratamiento de la leucoplasia oral es un verdadero reto por las limitaciones que
Ileva consigo en cuanto a la recurrencia y la trasformacién maligna. Tras analizar
los resultados obtenidos de las tasas de recurrencia en nuestro estudio del
tratamiento con laser de CO-, podemos resaltar como fortaleza el beneficio que

aporta respecto a la leve morbilidad asociada que conlleva.

V.  Los resultados de este estudio evidencian aparentemente que la localizacion de la
lesion no se asocia de forma estadisticamente significativa con la forma clinica.
Ninguna de las variables estudiadas tiene un efecto estadisticamente significativo

en el curso de la recidiva.
VI.  El sequimiento de las leucoplasias orales tratadas es fundamental. Consideramos

que podria ser de gran ayuda la clasificacion de las recidivas para los

seguimientos y protocolos de actuacion futuros frente a esta patologia.
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Probablemente las tasas de recidiva y trasformacion maligna son muy
dependientes al tiempo de seguimiento de las lesiones, lo que hace que los

resultados de los estudios deban interpretarse con precaucion.

VII.  Laprogresion de la leucoplasia oral a carcinoma oral de células escamosas parece
tener un factor genético multifactorial que envuelve a numerosas rutas y genes.
En este estudio hemos identificado genes que varian su expresion en la
leucoplasia oral y que se encuentran también alterados en el carcinoma oral de
celulas escamosas, por lo que una continua alteracion en la expresion de estos
genes podria tener un rol clave en la progresion de lesiones potencialmente
malignas a cancerigenas. Ademas, hemos podido observar la importancia de la

ruta PI3BK/AKT en este proceso.
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IX. ANEXOS

Anexo 1: aprobacion por parte de la Comision de Etica de Investigacion de la Universida de Murcia
(ID: 2225/2018)
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Jaime Peris Riera, Catedratico de Universidad y Secretario de la
Comision de Etica de Investigacion de la Universidad de Murcia,

CERTIFICA:
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trabajo de la Tesis Doctoral titulada "Parametros clinico-
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Anexo 2: aprobacion por parte del Comité de Bioseguridad en Experimentacion de la
Universidad de Murcia (ID: CBE 181/2018)
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Anexo 3: consentimiento informado para tratamiento de leucoplasia oral con laser de CO2.
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UNIVERSIDAD DE

MURCIA | Investio gm—g Etica

= CAMPUS MARE NOSTR

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

,de....anosdeedadycon DNIn®..............coiiinn , manifiesta que ha sido informado/a
sobre los beneficios que podria suponer mi participacion para cubrir los objetivos del Proyecto
de Investigacion titulado “PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS Y TRATAMIENTO DE LA
LEUCOPLASIA ORAL MEDIANTE LASER DE CO2”, dirigido por D. Pia Lopez Jornet (Facultad

de Medicina y Odontologia, Universidad de Murcia. El proyecto cuenta con el certificado del
Comité Etico correspondiente), con el fin de mejorar los resultados clinicos.

He sido informado/a de los posibles perjuicios que la participacién en dicho proyecto puede
tener sobre mi bienestar y salud al haber leido la hoja de informacién al participante sobre el
estudio citado.

He sido también informado/a de que mis datos personales seran sometidos a tratamiento en
virtud de su consentimiento con fines de investigacion cientifica por la Universidad de Murcia.
El plazo de conservacién de los datos sera el minimo indispensable para asegurar la realizacion
del estudio o proyecto. No obstante, mis datos identificativos, para garantizar condiciones
optimas de privacidad, y cuando el procedimiento del estudio lo permita, podrian ser sometidos
a anonimizacién o seudoanonimizacién. En todo caso, la informacion identificativa que se
pudiese recabar sera eliminada cuando no sea necesaria.

He sido informado/a de que para cualquier consulta relativa al tratamiento de sus datos
personales en este estudio o para solicitar el acceso, rectificacion, supresion, limitacion u
oposicion al tratamiento podré dirigirme a la direccion protecciondedatos@um.es. Asimismo
he sido informado/a de mi derecho a presentar un reclamacion ante la Agencia Espanola de
Proteccion de Datos.

He sido también informado que puedo abandonar en cualquier momento mi participacién en
el estudio sin dar explicaciones y sin que ello me suponga perijuicio alguno. Se me ha entregado
una hoja de informacion al participante y una copia de este consentimiento informado, fechado
y firmado. Tomando ello en consideracién, 0torgo mi consentimiento a que el tratamiento
con laser tenga lugar y sea utilizado para cubrir los objetivos especificados en el proyecto.

*Nota: para aquellos casos en los que el sujeto participante sea menor de edad,
persona en situacién de discapacidad, o persona necesitada de especial
proteccioni, se hard constar lo siguiente: “Hago constar que he explicado las
caracteristicas y el objetivo del estudio, sus riesgos y beneficios potenciales a la persona
responsable por la tutela del participante, que dicho participante ha sido informado de acuerdo
a sus capacidades y que no hay oposicion por su parte. El responsable legal3 otorga su

consentimiento por medio de su firma fechada en este documento. Murcia,
- YN « |- S de 20..... Fdo. D/Dna

* En caso de ser menor de edad, deberd acompafiarse en todo caso del consentimiento informado expreso de ambos padres. Con car4cter general,
para el caso de menores, deberad recogerse la firma de ambos padres (o progenitores); en caso de firmar uno solo, indicard expresamente que el
otro también ha sido informado y consiente en la participacién del menor. Art. 25 del Cédigo Penal (Ley Organica 1/2015)
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Anexo 4: hoja de informacion a la persona participante sobre el proyecto.
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UNIVERSIDAD DE

MURCIA | Investig: = Etica

HOJA DE INFORMACION A LA PERSONA PARTICIPANTE sobre el proyecto
PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS Y TRATAMIENTO DE LA LEUCOPLASIA ORAL
MEDIANTE LASER DE CO2

Estimado Sr. o Sra.:

Le invitamos a participar en un estudio de investigacion sobre: PARAMETROS CLINICO-
PATOLOGICOS Y TRATAMIENTO DE LA LEUCOPLASIA ORAL MEDIANTE LASER DE
Co2.
Lugar donde se procesara la muestra o toma de datos: Clinica Odontologica Universitaria.
Unidad de Medicina Bucal Hospital Morales Meseguer
Objetivos y finalidad: La leucoplasia oral (LO) es considerada como la lesién con mas
potencial maligno de la cavidad oral y se asocia con el desarrollo de carcinoma oral de células
escamosas con una tasa de transformacién maligna anual del 2-3% El tratamiento mas
recomendado de la LEUCOPLASIA ORAL es su eliminacién quirurgica mediante el laser de
CO. El proyecto cuenta con el informe favorable de la Comision de Etica de Investigacion de
la Universidad de Murcia
Datos de los investigadores: ante cualquier duda o renuncia que pueda surgir en relacion
con su participacion en la presente investigacion, pueden dirigirse a la persona responsable de
la misma, cuyos datos son los siguientes:

* ADELA RODRIGUEZ LUJAN. Odontoéloga

* PIA LOPEZ JORNET. Medico estomatdlogo

* Hospital Morales Meseguer. Clinica Odontologica. Av Marques Velez s/n Murcia 30008

* Tel 868888588 email: majornet@um.es
Datos referentes al participante:

* Es una oportunidad para la mejora en el tratamiento de su lesion.

* El participante es libre de participar, de modo que se puede negar a participar sin que
ello le suponga ninguna merma en los potenciales beneficios a que tendria derecho en
caso contrario.

* Se valorara los datos clinicos el dia Inicial, a los 15 dias y al mes del tratamiento; y se
realizara un seguimiento a los dos y 6 meses de finalizacion del tratamiento.

* Beneficios potenciales para el sujeto por su participacion: Control y seguimiento de su
enfermedad.

* Beneficios generales de la investigacion: Mejora en la deteccion precoz de recidiva y
transformacion maligna de la leucoplasia oral.

* Es responsabilidad del equipo investigador de proporcionar asistencia sanitaria a los
participantes, en cuanto al tratamiento local de la lesion.

* Alfinal del estudio, el participante podra conocer los resultados generales del estudio y
los resultados individuales que le puedan afectar, si consiente a ello.

* Posibilidad de que la investigacién dé lugar a productos de interés comercial y, en ese
caso, la renuncia del participante a cualquier derecho de naturaleza econdémica,
patrimonial o potestativa sobre los resultados o potenciales beneficios que puedan
derivarse de manera directa o indirecta de las investigaciones que se lleven a cabo con
la muestra que cede para investigacion.
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Riesgos e Inconvenientes para el participante:

*  Descripcion sucinta del procedimiento de obtencién de muestra:
1. Citologia por frotis de la leucoplasia oral: no produce ninguna sintomatologia.
2. Vaporizacion con liser de CO2 de la leucoplasia oral: produce herida superficial de

la mucosa en la zona de la leucoplasia.

* Posibilidad de ser contactado con posterioridad a fin de recabar nuevos datos u obtener
nuevas muestras, para lo que podra solicitarsele informacién sobre el modo de hacerlo.
En todo caso el paciente siempre cuenta con la potestad de negarse a participar en
posteriores requerimientos.

* Extension y duracion de los procedimientos. 40-50minutos

Derecho de los participantes:

* Derecho a la revocacién del consentimiento y sus efectos, incluida la posibilidad de la
destruccion o de la anonimizacion de la muestra y de que tales efectos no se extenderan
a los datos resultantes de las investigaciones que ya se hayan llevado a cabo. El modo en
que el participante puede ejercer el derecho de retracto seria dirigiéndose a cualquiera
de los investigadores de forma formal y escrita.

* Posibilidad de contactar con los investigadores en cualquier momento y, especialmente,
en caso de aparicion de efecto adverso imprevisto.

* Derecho a decidir el destino de sus muestras y datos personales en caso de retirarse
del estudio.

* Derecho a que se vuelva a pedir su consentimiento si se desea utilizar la muestra en
estudios posteriores.

* Los datos de caracter personal solicitados y facilitados por usted, son incorporados
a un fichero de titularidad privada cuyo responsable y Unicos destinatarios son los
investigadores de este estudio arriba mencionados. Los datos que facilita seran
incluidos en el estudio con la finalidad de recopilar datos estadisticos para la mejora
en la deteccion precoz de recidiva y transformacion maligna de la leucoplasia oral. Existe
la posibilidad de ejercitar los derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y
oposicion, indicandolo por escrito a los responsables de este estudio.

Informacion sobre los datos / la muestra donada:

*  El almacenamiento previo estudio de las muestras es por “anonimizacion” (proceso por
el cual no es posible establecer relacion entre un dato o muestra y el sujeto al que se
refiere).

* Las muestras no son almacenadas tras su estudio.

* El donante no tiene la posibilidad de incluir alguna restriccion sobre el uso de sus
muestras.

* Enaquellas investigaciones o estudios en los que se vayan a someter a tratamiento datos
de caracter personal los investigadores podran solicitar, asesoramiento en materia de
cumplimiento del marco juridico de la proteccion de datos dirigiéndose a la direccion
protecciondedatos@um.es.

En consecuencia, le solicitamos que firme y entregue la hoja de consentimiento informado que
se adjunta.

Firmado:
En nombre del equipo investigador

Adela Rodriguez Lujan Odontdloga
Pia Lopez Jornet Medico estomatodlogo
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Anexo 5: historia clinica especifica que incluye una descripcion de la lesion.
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UNIVERSIDAD DE ~ dfea 3 DEPARTAMENTO DE MEDICINA BUCAL

MURCIA

CLINICA ODONTOLOGICA UNIVERSITARIA

TRATAMIENTO DE LEUCOPLASIA CON LASER DE
DIOXIDO DE CARBONO

DATOS GENERALES:
Codigo:

Historia clinica:
Nombre:

Apellidos:

Fecha de nacimiento:
Teléfono:
Enfermedades:
Farmacos:

FACTORES DE RIESGO:

Fumador: No < 10 cigarrillos/dia >10 cigarrilos/dia
Consumo de alcohol: Nada Semanal Diario
Higiene bucal: Buena Aceptable Mala
Diabetes: No Si

Infecciones asociadas: Candida VPH VEB
Proétesis dental fija o removible:

Implantes:

Colutorio:

[ndice de masa corporal:

Parafuncion:

DESCRIPCION DE LA LESION:
Fecha de inicio aproximada:
Forma clinica:

Localizacion:

Tipo de mucosa:

Tamarno:

Fecha de la biopsia:
Histopatologia:

Presencia de otras lesiones orales:
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Anexo 6: registro del tratamiento con laser de CO2 segun la localizacion de la lesion: mucosa de
revestimiento, mucosa masticatoria y mucosa especializada.

112



“Estudio clinico de la leucoplasia oral y el tratamiento con laser de didxido de carbono’

TRATAMIENTO CON LASER DE DIOXIDO DE CARBONO.
Grupo 1: mucosa de revestimiento.

Fecha:

Numero de sesion con laser:
Potencia 5.5

Tratamiento ambulatorio:
Complicaciones en la cirugia:

Revisiéon 1 mes:

Fecha:

Cicatrizacidn: Leve Moderada Completa
Control del dolor: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Control de la inflamacion: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Complicaciones:

Comentarios:

Revision 3 meses:

Fecha:

Descripcion de 1a 1@SION: ......ccociiieiiiiie et e
Recidiva:  NO Leve Moderada  Completa

Necesidad de otra sesién: SI NO

Comentarios:

Revisiéon 6 meses:
Fecha:
Descripcion de 1a 1@SION: ......ccoiiiieiiiiiiee e e e

Recidiva: NO Leve Moderada Completa
Necesidad de otra sesion: SI NO
Comentarios:

Revisién 1 afio:
Fecha:
DescripCion de 1a 1@SION: ......ccoiiiieiii i e

Recidiva: NO Leve Moderada Completa
Necesidad de otra sesion: SI NO
Comentarios:
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TRATAMIENTO CON LASER DE DIOXIDO DE CARBONO.
Grupo 2: mucosa masticatoria.

Fecha:

Numero de sesion con laser:
Potencia 7

Tratamiento ambulatorio:
Complicaciones en la cirugia:

Revisién 1 mes:

Fecha:

Cicatrizacidn: Leve Moderada Completa
Control del dolor: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Control de la inflamacion: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Complicaciones:

Comentarios:

Revision 3 meses:

Fecha:

Descripcion de 1a 1@SION: ......ccociiieiiiiie e e
Recidiva:  NO Leve Moderada  Completa

Necesidad de otra sesién: SI NO

Comentarios:

Revisién 6 meses:
Fecha:
Descripcion de 1a 1@SION: ......ccociiieiiiiiiee e e e e

Recidiva: NO Leve Moderada Completa
Necesidad de otra sesion: SI NO
Comentarios:

Revisién 1 ano:
Fecha:
Descripcion de 1a 1@SION: ......ccoceiieiiiiiee e e e

Recidiva: NO Leve Moderada Completa
Necesidad de otra sesion: SI NO
Comentarios:
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TRATAMIENTO CON LASER DE DIOXIDO DE CARBONO.
Grupo 3: mucosa especializada.

Fecha:

Numero de sesion con laser:
Potencia 6

Tratamiento ambulatorio:
Complicaciones en la cirugia:

Revisiéon 1 mes:

Fecha:

Cicatrizacidn: Leve Moderada Completa
Control del dolor: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Control de la inflamacion: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Complicaciones:

Comentarios:

Revision 3 meses:

Fecha:

Descripcion de 1a 1@SION: ......ccoiiiieiiiiie e e
Recidiva:  NO Leve Moderada  Completa

Necesidad de otra sesién: SI NO

Comentarios:

Revision 6 meses:
Fecha:
DescripCion de 1a 1€SION: ....cuuiicir et e e s e

Recidiva: NO Leve Moderada Completa
Necesidad de otra sesion: SI NO
Comentarios:

Revision 1 afio:
Fecha:
DescripCion de 1a 1€SION: ...icuuvicie et et e

Recidiva: NO Leve Moderada Completa
Necesidad de otra sesion: SI NO
Comentarios:
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Anexo 7: instrucciones postoperatorias en las intervenciones con laser de didxido de
carbono.
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DEPARTAMENTO DE MEDICINA BUCAL

INSTRUCCIONES POSTOPERATORIAS EN INTERVENCIONES CON
LASER DE DIOXIDO DE CARBONO

PARA HOY:

- PRESIONAR LA GASA DURANTE 30 MINUTOS. SI PERSISTE SANGRADO AL RETIRARLA,
COLOQUE OTRA GASA DURANTE 30 MINUTOS MAS.

- HIELO LOCAL SI LA ZONA LO PERMITE, (DOS MINUTOS S|, DOS MINUTOS NO), LAS DOS HORAS
SIGUIENTES A LA INTERVENCION.

- NO ENJUAGARSE NI ESCUPIR HASTA MANANA

- ALIMENTACION: LIQUIDOS FRIOS.

-  NO FUMAR.

PARA MANANA:

- MEDICACION: APLIQUE EL GEL INDICADO 3 VECES/DIA DURANTE 10 DIAS.

- ALIMENTACION BLANDA 5-7 DIAS.

- HIGIENTE ORAL: LA HABITUAL, EVITANDO CEPILLAR LA ZONA OPERADA.

- PUEDE TENER INFLAMACION Y DOLOR EN LA ZONA.

- REGRESAR EL DIA INDICADO PARA REVION DE LAHERIDA: .......cccooiiiiiiiiiiiiiin,
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Anexo 8: DEGs coincidentes entre nuestras muestras de leucoplasias orales y los de

carcinoma oral de células escamosas pertenecientes a las bases GEO Omnibus.
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