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una revision

Nanochips and Nanosensors for Early Oral Cancer Diagnosis: A Review
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Bryan Aldemar Méndez Lépez  RESUMEN

Odontélogo, Universidad Nacional de Antecedentes: El cAncer oral es una de las enfermedades mas agresivas y con mayor proba-
Colombia, Bogota, Colombia bilidad de metéstasis; en estadios iniciales es generalmente indetectable y de baja consulta,
por lo que se dificulta realizar un tratamiento conservador. Existen diversas técnicas de
Claudia Patricia Muiioz Chamorro laboratorio con base en microscopia (como inmunofluorescencia), inmunohistoquimica y
Odontéloga, Universidad Nacional de otras que facilitan el diagnéstico temprano de la enfermedad. Adicionalmente, los avances
Colombia, Bogota, Colombia en nanomedicina brindan nuevas herramientas de deteccién a partir de cambios mole-
culares (biomarcadores) que presentan las células en proceso de malignizacién. Objetivo:
Describir las caracteristicas clinicas y moleculares de lesiones premalignas y cancer oral y
los métodos de diagndstico usando nanotecnologia (nanochips, nanosensores, etc.), como
un método eficaz para la deteccién temprana del cancer. Método: Se buscé literatura sobre
nanotecnologia y diagndstico de céncer oral en bases de datos como Science Direct y
PubMed; la informacidn de cada uno de los articulos se sintetizé con resiimenes individuales
por los investigadores, se agrupé y redacté. Resultados: Se seleccionaron 46 articulos que,
de acuerdo con su contenido, se agruparon segun su tematica principal; toda la informacion
se relaciond en una tabla por subtemas en Excel® 2007. Conclusiones: La literatura revisada
sugiere que las herramientas nanotecnolégicas pueden ser una alternativa Gtil y rapida,
aunque por el momento costosa, para la deteccién puntual de biomarcadores presentes en
estadios iniciales del cancer oral. Cabe mencionar que su aplicacién clinica en paises como
Colombia es limitada por factores como insuficientes recursos asignados a la investigacion

y poca investigacién en esta temética.
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ABSTRACT
Background: Oral cancer is one of the most aggressive diseases with a high likelihood of
metastases; it is undetectable during initial stages with low medical visits, making it difficult
to provide conservative treatment. Several techniques such as microscopy (using for ins-
tance immunofluorescence) and immunohistochemistry make early diagnosis and cancer
detection easier. In addition, advances in nanomedicine offer new tools to detect molecular
changes (biological markers/biomarkers) in cells during a malignant process. Purpose:
Describe molecular and clinic characteristics of premalignant lesions and oral cancer, as
well as techniques involving nanotechnology (lab-on-a-chip devices, nanosensors, etc.) as
effective methods for early cancer diagnosis. Methods: A literature review on nanotechno-
logy and oral cancer using databases such as Science Direct and PubMed was carried out;
data from each article were summarized, grouped, and described. Results: 46 articles were
selected and grouped according to their main topic; data were compiled in an Excel 2007
spreadsheet. Conclusions: The literature reviewed suggests that tools using nanotechnology
can be a useful and a quick alternative, though expensive, to detect specific biomarkers that
o N are present in early stages of oral cancer. It is important to point out that their clinical use
Investigacién de origen institucional por la . R . L e .
asignatura Nanotecnologfa y Medicina, Facultad N countries like Colombia is still limited by factors like the lack of resources allocated for
de Medicina, Universidad Nacional de Colombia,  research and the little research carried out on this subject.
Bogotd, Colombia.
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INTRODUCCION

El cancer oral escamocelular (COEC) es una enfer-
medad mortal y deformante (1-4) que surge en la
capa epitelial de la mucosa de cavidad oral (5), es
el undécimo cancer mas comin (5) y afecta a mas
de 200.000 personas al afio en todo el mundo (1,3).
Més del 90% de los cénceres orales son carcinomas
escamocelulares (5-7), el 10% restante consiste en
tumores malignos de glandulas salivares, melanomas,
sarcomas de tejidos blandos y hueso mandibular, lin-
fomas no Hodgkin, tumores malignos odontogénicos
y metdstasis de canceres primarios de otras partes
del cuerpo (7). En Colombia, el COEC ocupa el quin-
to lugar entre todos los canceres y se diagnostican
aproximadamente 76 casos nuevos al afio, asociados
principalmente al tabaquismo (8).

La incidencia de personas diagnosticadas en Colombia
al 2010 fue de 48 hombres (1,9%) y de 39 mujeres (1,1%),
y se reportaron para este mismo afio 27 muertes por esta
causa (9). La mayor parte del cancer oral esta precedido
por lesiones potencialmente malignas (PML); pero solo el
5% de estas progresan a neoplasia (1). A pesar de que la
cavidad oral es de facil acceso para la inspeccién visual
directa, la mayoria de COEC no se diagnostican hasta
una etapa avanzada, lo que limita la implementacién de
un tratamiento oportuno y genera una tasa de supervi-
vencia reducida (2,5), por lo que la mitad de los pacientes
muere dentro de los cinco primeros afios después del
diagndstico (3). Un diagnéstico precoz y el tratamiento
oportuno del COEC mejoran la tasa de supervivencia en
mas del 90% del total de los casos diagnosticados (10),
lo que genera para el paciente una buena calidad de vida
después del tratamiento (2).

La deteccién y el diagnéstico del cancer oral se basa
actualmente en el examen clinico visual y en el estudio
histopatolégico del material de la biopsia (5,7). Esto se
limita a identificar una lesién de tamafio considerable
(2), lo cual impide un tratamiento conservador y provo-
ca la pérdida de tejidos circunscritos al &rea lesionada
—muscular, ésea, conectiva, nerviosa y circulatoria— y
la disminucién de la calidad de vida del paciente, lo que
trae consigo implicaciones psicosociales. Se requiere,
por lo tanto, que las nuevas herramientas de deteccién
sean exactas, reproducibles y rentables, que permitan
un diagndstico precoz y preciso de las lesiones precan-
cerigenas y cancerigenas (1,2).

Dentro de los Ultimos avances en el campo de las
ciencias de la salud, la nanomedicina aprovecha las

caracteristicas especificas —fisicas, quimicas, electro-
magnéticas y biolégicas— que presentan ciertos ma-
teriales a escala nanométrica, y ha desarrollado varios
dispositivos integrados como nanochips y nanosenso-
res que, utilizando técnicas de laboratorio convencio-
nales —desnaturalizacién de proteinas, deteccién de
biomarcadores por fluorometria, reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), Elisa, microarreglos, etc— en
un area de dimensiones reducidas —casetes y chips—,
son de gran utilidad, facil uso e interpretacién para el
clinico dentro de la consulta odontolégica (11).

La finalidad de esta revisiéon de literatura fue recopilar
la informacién disponible sobre las aplicaciones de la
nanomedicina para el diagnéstico temprano de can-
cer oral, en términos de mejorar e incluso superar las
técnicas clinicas y de laboratorio convencionales, a
fin de agilizar la deteccién de estas lesiones, disminuir
la cantidad de falsos positivos y falsos negativos, asi
como aumentar la especificidad por la utilizacién de
biomarcadores genéticos y proteicos particulares. Se
espera que la informacién recopilada permita que
tanto estudiantes como profesionales en areas de
la ciencia de la salud conozcan esta alternativa de
diagnédstico aplicable en el consultorio, sus venta-
jas y utilidades, al igual que incentivar una mayor
investigacién en este campo, complementando los
vacios técnicos encontrados en la literatura revisa-
da. Adicionalmente, genera a los hispanoleyentes,
que inician un acercamiento a las nuevas tecnolo-
gfas, la oportunidad de encontrar una revisiéon en
espafiol de una temdtica que tiene casi que con
exclusividad publicaciones en idioma inglés. Es la
primera revision que se hace sobre los avances na-
notecnolégicos en una enfermedad de importancia
en salud publica y patologia oral.

MATERIALES Y METODOS

El presente articulo se ubica en la categoria de revi-
sién sistemética de literatura. Se realizé una busqueda
exhaustiva de articulos cientificos, entre agosto y
diciembre del 2011, en la base de datos de la Univer-
sidad Nacional de Colombia, del Sistema Nacional de
Bibliotecas (Sinab), teniendo en cuenta el tema que
se iba a tratar y nuestro problema de investigacion.

Criterios de inclusién y exclusién

de los estudios

Para seleccionar los articulos se tuvieron en cuenta los
criterios de inclusion y exclusién incluidos en la tabla 1.



TABLA 1
CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION DE LOS ESTUDIOS

Criterios de

Criterios de inclusion s,
exclusion

Estudios experimentales, revisiones sistematicas Estudios en animales
y de literatura, estudios transversales y
longitudinales y notas de autor

Publicados desde 1995 hasta el 2012 Publicaciones anteriores
a 1995

Texto completo Articulos en revistas no
indexadas en el Sinab

Idiomas: espafiol e inglés Idiomas diferentes a
espariol e inglés

Tematica: diagndstico y deteccién de cancer Temética: tratamiento
de cancer

Estrategia de biisqueda y seleccién de articulos

La revisién se llevd a cabo utilizando solo los siguientes motores de bUs-
queda: PubMed, ScienceDirect, Medline, Nature.com, Springer Journal y
SciELQ, y los siguientes filtros de blsqueda: idiomas inglés y espafiol, en el
periodo 1995-2011, con vinculos para texto completo; no hubo restriccion
en cuanto a edad, sexo o zona geogréfica. Las palabras utilizadas para
realizar la blsqueda fueron: mouth neoplasm, oral cancer, lab-on-a-chip,
oral diagnosis, nanosensor, early diagnosis, squamous celular carcinoma,
oral cancer biomarker, nanotecnologia, cdncer oral, prevalencia de cdn-
cer oral, y para las blsquedas se combinaron dos o méas palabras clave,
usando los respectivos conectores légicos como AND/OR o Y/O. Aquellos
articulos que mostraban restricciéon para descargarlos de manera directa
desde el buscador, se buscaron desde la revista, en la pagina de Sinab, en la
seccion “revistas electrénicas”, donde se encontraba indexado el articulo.

Se obtuvieron 82 articulos a partir de esta busqueda electrénica, 28 de
los cuales fueron excluidos por ser estudios de tratamiento y terapia del
cancer, con nanoelementos y nanodispositivos, y por ser estudios experi-
mentales con modelos exclusivamente en animales y disefio de dispositivos
nanométricos. De los 54 restantes, y dada la extensién de la revisién se
procedié a disminuir a 45 articulos, los cuales dieron en definitiva el cuerpo
a este documento. En una reunién de consenso se agruparon (segdn titulo
y resumen), por el disefio metodoldgico y el drea temética, de la siguiente
manera: a) generalidades del cancer oral y biomarcadores, b) métodos
para el diagnéstico del cancer oral, ¢) generalidades de nanomedicina y d)
nanodispositivos aplicados al diagnéstico del cancer oral.

RESULTADOS

Luego de obtener los 45 articulos, cada investigador los analizé y agrupé con
base en el resumen, mediante un compendio objetivo de cada uno de ellos,
previa lectura completa. Ello permitié dar el sustento teérico al articulo. Luego,
en una reunién con lista de chequeo, se compilaron los apartados, se redacté
y se construyd la revisién. Toda la informacién se relacioné en una tabla por
subtema utilizando software Excel® 2007 (tabla 2).
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TABLA 2

ORGANIZACION METODOLOGICA Y TEMATICA DE LOS ESTUDIOS SELECCIONADOS

Univ Odontol. 2012 Jul-Dic; 31(67): 131-147. ISSN 0120-4319

Subtema To'Eal de Titulo Autores Revista Afio Tipo qe
articulos estudio
Generalidades 7 1. Disease mechanism Brinkman BM, Currrent Opinion 2006 Revisién de
de cancer and biomarkers of oral Wong DT in Oncology literatura
oraly squamous cell carcinoma
biomarcadores
2. Caracteristicas clinico  Alvarez E, Revista Cubana de 2010 Estudio res-
histopatolédgicas del Preciado A, Estomatologia trospectivo
carcinoma escamocelular Montoya SA, longitudinal
bucal, Colombia Jiménez R,
Posada A
3. Anuario estadistico de Instituto Ministerio de Sa- 2011 Estudio
2010 Nacional de lud y Proteccion descriptivo
Cancerologia,  Social transversal
Ministerio de
Salud y Protec-
cién Social
4. Defining salivary Al-Tarawneh OMICS 2011 Revisién sis-
biomarkers using mass SK, Border tematica de
spectrometry-based MB, Dibble CF, la literatura
proteomics: a systematic Bencharit S
review
5. Genetics/epigenetics Lingen MW, Oral Diseases 2011 Revisién de
of oral premalignancy: Pinto A, literatura
current status and future  Mendes RA,
research Franchini R,
Czerninski R,
Tilakaratne WM
et al.
6. Eucaryotic endonu- Grin IR, Zharkov Biochemistry 2011 Revisién de
clease Vlll-like proteins: DO (Moscow) la literatura
new components of the
base excision DNA repair
system
7. Epigenetic disregula- Mascolo M, International 2012 Revisién de
tion in oral cancer Siano M, llardi  Journal of Mole- la literatura
G, Russo D, cular Science
Merolla F, De
Rosa G et al.
Métodos de 6 1. Visualization and other Rosin MP, Poh  Annals of the New 2007 Estudio lon-
diagnéstico en emerging technologies as CF, Guillard York Academy of gitudinal
cancer oral change makers for oral M, Williams Sciences
cancer prevention PM, Zhang L,
MacaUlay C
2. Advances in diagnostic Cheng YSL, Open Pathology 2011 Revisién de
adjuncts for oral squa- Wright J Journal literatura
mous cell carcinoma
3. Role of angiogenesis in Shivamallappa International 2011 Estudio
oral squamous cell car- SM, Venka- Journal of Oral clinico
cinoma development and traman NT, Science experimental
metastasis: an immuno-  Shreedhar B, retrospectivo
histochemical study Mohanty L,
Shenoy S

Continta



Subtema ToEal de Titulo Autores Revista Ao Tipo c!e
articulos estudio
4. Implications for diag- ~ Amerongen AN, Annals of the New 2007 Revisién de
nostics in the bioche- Ligtenberg AJ,  York Academy of la literatura
mistry and physiology of ~ Veerman ECI Sciences
saliva
5. Early diagnosis of Mashberg A, CA: Cancer Jour- 1995 Revision de
asymptomatic oral and Samit A nal for Clinicians la literatura
oropharyngeal squamous
cancers
6. Early diagnosis in Van der Waall, Medicina Oral, 2011 Revisién de
primary oral cancer:isit Bree R, Brak- Patologia Oral y la literatura
possible? enhoff R Cirugia Bucal
Generalidades 1. Emerging implications Quenca A, Cancer 2006 Re\{isi(’)n de
en 18 of nanotgchnology on Jiang, H, la literatura
nanomedicina cancer d|a}gnost|cs and Hochwald S,
therapeutics Delano M
2. DNA diagnostics: na- Wei F, Lillehoj  Pediatric Research 2010 Revisién de
notechnology-enhanced  PB, Ho CM la literatura
electrochemical detection
of nucleic acids
3. Detecting and treating  Hartman KB, Molecular Diag- 2008 Revisién de
cancer with nano tech- Wilson LJ, Ro-  nosis and Therapy la literatura
nology senblum MG
4. “Nano”: the new neme- Hede S, Huilgol Journal of Cancer 2006 Revisién de
sis of cancer N Research and la literatura
Therapeuthics
5. Going small for big ad-  Cancer Nano- National Insti- 2004 Anuario
vances. Using nanotech-  technology. US. tutes of Health,
nology to advance cancer Department National Cancer
diagnosis, prevention and of Health and Institute
treatment Human Services.
National Insti-
tutes of Health,
National Cancer
Institute
6. Nanomedicine: detec-  Zemp RJ Nature Nanotech- 2009 Revisién de
ting rare cancer cells nology la literatura
7. Biosensing: new probes Sandhu A Nature Nanotech- 2007 Revisién de
offer much faster results nology la literatura
8. Detection of lung, Peng G, Hakim  British Journal of 2010 Ensayo
breast, colorectal, and M, Broza Cancer clinico
prostate cancers from YY, Billan S,
exhaled breath using a Abdah-Bort-
single array of nanosen-  nyak R, Kuten
sors A, Tisch U,
Haick H
9. Micro- and nanote- Panchapake- Cancer Nanote- 2010 Revisién de
chnology approaches san B, Caprara chnology la literatura
for capturing circulating R, Velasco V,
tumor cells Loomis J, King
B, Xu P et al.

Continta
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Subtema To'Eal de Titulo Autores Revista Afo Tipo c!e
articulos estudio
10. Nanotechnologies Brambilla D, Le Nanomedicine 2011 Revisién de
for Alzheimer’s disease: Droumaguet la literatura
diagnosis, therapy, and B, Nicolas J,
safety issues Hashemi SH,
Wu LP, Moghimi
SM, Couvreur P,
Andrieux K
11. Hyperthermic effects  Huff TB, Tong ~ Nanomedicine 2007 Experimental
of gold nanorods on L, Zhao Y, Han- instrumental
tumor cells sen MN, Cheng
JX, Wei A
12. Studying copy number Qin J, Jones Nucleic Acid 2008 Experimental
variations using a na- RC, Ramakrish- Research instrumental
nofluidic platform nan R
13. Nanoparticles for the  Funovics M, Neoplasia 2005 Experimental
optical imaging of tumor  Montet X, clinico
E-selectin Reynolds F,
Weissleder R,
Josephson L
14. Nanosensing at the Vo-Dinh T Spectrochimica 2008 Revisién de
single cell level Acta Part B: Ato- la literatura
mic Spectroscopy
15. Biochips: technologies Pasquarelli A Material Science 2008 Revision de
and applications and Engineering la literatura
16. Electrochemical Wei F, Patel P,  Clinical Cancer 2009 Experimental
sensor for multiplex bio-  Liao W, Chaud- Research
markers detection hry K, Zhang L,
Arellano-Garcia
M, Hu S, Elas-
hoff D et al.
17. Biosensors for cancer Tothill IE Seminars in Cell 2009 Revisién de
markers diagnosis & Developmental la literatura
Biology
18. Nano technology in Ravindran R Oral & Maxillo- 2011 Revisién de
cancer diagnosis and facial Pathology la literatura
treatment: an overview Journal
Nanodispositi- 14 1. Nano-bio-chip sensor ~ Weigum SE, Cancer Prevention 2010 Experimental
vos aplicados platform for examina- Floriano Research (Phila- clinico
al diagnéstico tion of oral exfoliative PN, Redding delphia)
oral y cancer cytology SW, Yeh CK,
oral Westbrook
SD, McGuff HS
et al.
2. A new bio-nanochip McDevitt J, SPIE Newsroom 2011 Experimental
sensor aids oral cancer Weigum SE, clinico
detection Floriano PN,
Christodoulides
N, Redding SW,
Yeh CK et al.
3. Lab-on-a-chip for oral  Zlober B, Mauk Head & Neck 2007 Revisién de
cancer screening and M, Falls E, Chen la literatura
diagnosis Z, Ziober AF,
Bau HH

Continta



Subtema ToEal de Titulo Autores Revista AR Tipo ‘!e
articulos estudio
4. Chip developed to Dental News British Dental 2010 Nota de
diagnose oral cancer in Journal revista
ten minutes
5. Research advance- De-Hong H, Chinese Journal ~ 2009 Revisién de
ment and prospects of Ping G, Yi-Fan  of Cancer la literatura
nanotechnology in early M, Lin-Tao C
diagnosis and treatment
of cancer
6. Nanosensors and Dinh TV, Cullum Sensors and 2001 Revisién de
biochips: frontiers in bio- BM, Stokes DL actuators B: la literatura
molecular diagnostics Chemical
7. Oral Fluid Nanosensor  Gau V, Wong D Annals of the New 2007 Experimental
Test (OFNASET) with Ad- York Academy of
vanced Electrochemical- Science
Based Molecular Analysis
Platform
8. Salivary diagnostics Wong DT Journal of 2006 Revisién de
powered by nanotech- American Dental la literatura
nologies, proteomics and Association
genomics
9. Implication for diag- Amerongen AN, Annals of the New 2007 Revision de
nostics in the bioche- Ligtenberg AJ,  York Academy of la literatura
mistry and physiology of  Veerman ECI Science
saliva
10. Lab-on-a-chip tech- Mauk MG, Zio-  Annals of the New 2007 Revisién de
nologies for oral-based ber BL, Chen Z, York Academy of la literatura
cancer screening and Thompson JA,  Science
diagnostics capabilities,  Bau HH
issues, and prospects
11. Early diagnosis of oral Kah JC, Kho International 2007 Experimental
cancer based on the sur- KW, Lee CG, Journal of Nano-
face plasmon resonance  James C, medicine
of gold nanoparticles Sheppard R,
Shen ZX, et al.
12. Optical protein sensor Tan W, Sabet Biosensors and 2008 Experimental
for detecting cancer LLIY,YuT, Bioelectronics
markers in saliva Klokkevold
PR,Wong DT,
Ho Ch M
13. Study on effect of Sun D, Yang K, International 2010 Experimental
peptide-conjugated Zheng G, LiZ,  Journal of Nano-
near-infrared fluorescent Cao Y medicine
quantum dots on the
clone formation, proli-
feration, apoptosis, and
tumorigenicity ability of
human buccal squamous
cell carcinoma cell line
BcaCD885
14. Application of an Witt K, Inhes- Biomedizinische 2012 Experimental
electronic nose to detect tern J, Gunti- Technik. Biomedi-

head and neck cancer
from exhaled breath

nas-Lichius O,
Voss A

cal engineering
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En esta blsqueda de literatura sobre el tema se encontraron veintiséis
articulos de revisién de literatura, catorce experimentales, una nota de
revista, tres descriptivos, una revision sistematica y un anuario estatal,
lo que para nuestra revisién resultaria como un articulo con material
descriptivo, sustentado con una cantidad proporcionada de estudios
experimentales, que le brinda al lector no solo descripcién teérica, sino
informaciéon comprobada por método cientifico. Consideramos que no
todos los articulos, aunque estaban indexados en las bases de datos con-
sultadas y publicados en revistas cientificas, resultaron suficientemente
confiables con la informacién suministrada. Se encontraron articulos que
se circunscribieron en el sensacionalismo y no contaron con los respaldos
experimentales suficientes. Estos fueron, a su vez, excluidos del estudio.
Son pocos los articulos publicados en América Latina sobre nanotecno-
logia y cancer oral; en nuestro caso solamente dos de los 45 articulos
recopilados pertenecen a revistas latinoamericanas. La posible explicacion
radica en la dificultad de acceso a la informacion; ademas, la tematica
aln no esta lo suficientemente arraigada en el &mbito médico, por ser una
ciencia en proceso de desarrollo, con diversos prejuicios, vacios técnicos y
tedricos que la misma ciencia no ha logrado aclarar, como la citotoxicidad
de los elementos nanotecnoldgicos, su metabolismo o degradacién en
el organismo, entre muchos otros elementos de valor, que han limitado
las aplicaciones en humanos, especialmente en el area de farmacos con
liberacién controlada, como dendrimeros ya aprobados por la Federacion
de Alimentos y Medicamentos (FDA).

La informacién recopilada a continuacién describe la etiopatogenia, las ca-
racteristicas clinicas en estadios de premalignidad y malignidad, asi como el
comportamiento biolégico y molecular del cdncer oral y cémo este facilita
la identificacion de células en proceso de malignizacion, describiendo los
marcadores bioldgicos especificos de cancer oral. Luego, y para introducir-
nos en nuestro problema de investigacién, se define la nanotecnologia te-
niendo en cuenta su participacion en la medicina y detallando las diferentes
herramientas aplicables en la deteccién de diferentes enfermedades, y para
nuestro caso el cdncer oral. Para terminar se mencionan las caracteristicas
de nanodipositivos como lab-on-a-chip, nanochips y nanosensores como
métodos Utiles, rapidos y efectivos en la deteccién temprana del cancer oral.

Generalidades del cancer oral

El cancer de cavidad oral representa el 40% de los c&nceres de cabeza y cuello
e incluye los carcinomas escamocelulares de lengua, piso de boca, mucosa
bucal, labios, encias, paladar duro y blando (2). El cancer oral estéd precedido
por lesiones premalignas (PML), pero solo el 5% de estas progresan a carcinoma
propiamente dicho (1). Las PML se observan como manchas blancas o rojas
(leucoplasia/eritroplasia) en la mucosa oral, y atin no existe un indicador defi-
nitivo para determinar su transicién a cancer (1). Los estudios han demostrado
que algunas de las lesiones con displasia leve pueden sufrir una transformacién
maligna y que lesiones con displasia grave pueden permanecer en silencio (6).
En general, para la deteccién, identificacion y palpacién, los tumores malignos
necesitan alrededor de treinta duplicaciones (109 células) para alcanzar un
volumen de un centimetro clbico (7).



El COEC se desarrolla de acuerdo con una serie de
etapas histopatolédgicas de hiperplasia y displasia, en
mayor o menor grado. Es un tipo de cancer de proli-
feracion relativamente rapida (6). En la fase inicial, las
células madre localizadas en la capa basal de la mucosa
adquieren una alteracién genética; posteriormente, una
unidad compuesta por clones de las células madres con
sus células hijas, que comparten la alteracién del ADN,
proliferan, por lo cual la lesién aumenta de tamario. La
seleccion clonal da lugar al desarrollo del carcinoma,
dentro de este campo de células preneoplasicas; en
este momento, la lesién puede ser macroscépicamente
invisible o evidenciarse como manchas orales (6).

La exposicién a carcindgenos como el tabaco o el alco-
hol determina la evolucién del COEC, y genera inestabi-
lidad génica, epigenética y metabdlica (6,12), reflejada
en la susceptibilidad del genoma a adquirir multiples
alteraciones, como las aneuploidias, muy comunes en
el cancer oral (6). Al igual que en otros tipos de cancer,
la proliferacién celular tiene cierto valor predictivo en
el COEC, que relaciona una alta actividad proliferativa
con un mal prondstico (6). Los componentes génicos,
proteicos y enzimaticos resultantes de las alteraciones
genéticas pueden utilizarse como biomarcadores que
ayudan en la deteccién del cancer, predecir el resul-
tado de la enfermedad o la respuesta al tratamiento,
factores actualmente no investigados.

Biomarcadores del cancer oral

Un biomarcador es una molécula especifica con una
caracteristica especial que lo hace fundamental para
medir el progreso de la enfermedad o los efectos del
tratamiento. Por ende, se convierte en una nueva herra-
mienta para el diagndstico, solo o en combinacién con
métodos tradicionales (6). Las caracteristicas ideales de
un biomarcador son: ser especifico, sensible, predictivo
y Gtil en los ensayos preclinicos y clinicos (6). Algunos de
los genes asociados al cancer oral son: RAR+ (13), p16,
p53, FHIT, ciclina D1, p14 (6), el genotipo g.4102971CC
del gen NEIL2 (14), el factor de necrosis tumoral (TNF),
interleucina-8, antigeno del cancer-125, entre muchas
otras; sin embargo, muchos de estos marcadores pro-
porcionan poca o ninguna informacién predictiva que
pueda ser utilizada en la clinica (6).

Los biomarcadores se podrian categorizar de la si-
guiente manera: a) aquellos especificos para una
enfermedad, b) los que no son especificos de la
enfermedad pero demuestran una condicién anéma-
la y ¢) aquellos encontrados aleatoriamente como

resultado de diversidad o variacién en las muestras
de caso-control, en los protocolos de tratamiento y
en las plataformas de espectrometria de masa (15).

Un biomarcador, por si mismo, no es suficiente para la
deteccién con alta especificidad; por lo tanto, al com-
binar varios biomarcadores, la exactitud diagnéstica
puede mejorar (16). Una molécula biomarcadora es un
factor determinante en la identificacién de tumores;
existen diversas técnicas (tiles para la identificacion
de varias macromoléculas especificas que pueden ser
proteinas, genes, entre otros (17). Existen tres factores
clave para determinar la progresion (riesgo predictivo)
de una lesién preneoplasica, como la localizacién en
cavidad oral, sus caracteristicas clinicas y la presencia
de displasia (18). La disponibilidad bibliogréafica en la
tematica de biomarcadores es extensa, pero alin no
se ha logrado un consenso sobre cuél seria el biomar-
cador universal para cancer oral, dada la diversidad
de proteinas expresadas y la heterogeneidad celular
en carcinomas in situ y LPM.

Técnicas proteémicas en deteccion de cancer

Este enfoque se orienta hacia la determinacién de la
secuencia, la cantidad y las modificaciones postraduc-
cionales, asi como la interaccién y estructura de las
proteinas (6). Las técnicas convencionales de deter-
minacién proteica son las realizadas por electroforesis
en gel y Western Blot. Entre las técnicas actuales se
encuentran la espectrometria de masas con uso de
laser matriz asistido desorcién/ionizacién e ionizacién
por electrospray (ESI) y la aplicacién de sistemas de an-
ticuerpos, para la deteccion de cambios en los patrones
de expresién de las proteinas (6). Ademas, se ha utilizado
la cromatografia liquida acoplada con espectrometria de
masas y espectrometria de masas-sol, para determinar
ciertas proteinas. Otras técnicas disponibles, aunque
mas complejas y costosas, son la cromatografia liquida
de fase reversa, electroforesis diferencial en gel, arreglo
de intercambio anidnico, entre otras (15).

La expresién de proteinas de membrana especificas
del cancer puede utilizarse para discriminar las célu-
las cancerosas de las células normales, y facilitar su
identificacién, captura y cuantificacién (2,15). Los an-
ticuerpos frente a proteinas especificas de membrana
de células cancerosas se conjugan con anticuerpos
fluorescentes y puntos cuanticos o beads (magnéticos
o metalicos) que pueden marcarlas en una muestra. La
evidencia ha mostrado que las lesiones premalignas
orales en estado displasico y las células cancerosas
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expresan dos glicoproteinas de membrana, que estan ausentes o minima-
mente expresadas, en las membranas de las células normales (2), como la
HSP-47 (Heat Shock Protein 47) y EpCAM (Epithelial cell adhesién molecule),
esta Ultima es expresada en colon, préstata, eséfago, pulmén o mama, y a
mayor expresién, mayor grado displésico (2). La tabla 3 presenta las diversas
proteinas utilizadas y citadas como biomarcadores.

TABLA 3

ProOTEINAS EN EL COEC

Univ Odontol. 2012 Jul-Dic; 31(67): 131-147. ISSN 0120-4319

CA-125 (antigeno
de cancer 125)

Ciclina D1

EGFR (receptor
del factor de
crecimiento
epidérmico)
EpCAM (Molécula
de adhesién
celular epitelial)

HSP-47 (protei-
na de choque
térmico 47)

IL-8 (interleuci-
na 8)

MCM2 (minichro-
mosome main-
tenance complex
component 2)
PCNA (prolifera-
ting cell nuclear
antigen)

Telomerasa

TNF? (factor de
necrosis tumoral
alfa)

vWF (factor von  FGF (Factor de  Ki-67 (antigen PDGF (factor  SOD (su-
Willebrand) crecimiento identified by de crecimien- peréxido
fibroblastico) monoclonal anti- to derivado  dismutasa)
body Ki-67) de plaquetas)
8-OHdG (8 FHIT (Fragile miRNA (mi- TGF-a (Factor
hidroxideogua-  histidine triad)  croARN) de crecimien-

nosina) to tumoral
alfa)
DUSP1 (fosfatasa GST (Glutathio- NF«B (nuclear ROS (reac-
de especificidad ne S-transfe- factor kappa B)  tive oxygen
dual 1) rase) species)
VEGF (factor H3F3A (H3 his-  NGF (neural S100P (cla-

de crecimiento
endotelial-vas-
cular)

tone, family 3A)

growth factor)

granulina A9)

ETPAL (antigeno IL-6 (interleuci- OAZ1 (ornithine  SAT (spermi-

tisular polipep-  na 6) decarboxylase dine/spermi-

tidico de endo- antizyme 1) ne N1-ace-

telina) tyltransferase
EST)

Técnicas gendémicas en la deteccion del cdncer

La expresion genética presenta correlaciones con el desarrollo y progresion
de un tumor, invasién a ganglios linfaticos, enfermedad recurrente y evolucion
del paciente (2,6). Por lo general, los cambios genéticos en las células cance-
rigenas alteran los patrones de expresién genética y determinan mucho mas
temprano las alteraciones que el fenotipo no ha establecido (2,16). Diversas
tecnologias de punta en ingenieria genética, como la tecnologia de microa-
rreglos, permiten determinar el footprinting de los estados bioldgicos (6).

Se han identificado diversos genes asociados con la progresion del COEC,
como: pl6 (regulador del ciclo celular ciclina DCDK4/6), p53, ciclina D1 y el
gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR); sin embargo,
el diagnéstico depende de la influencia combinada de varios de estos genes
(2,18). La interregulacién estricta entre de las proteinas p63, p73, p2l y p27,
y muchas otras, no permite identificar, aunque exista la evidencia experi-
mental y descriptiva sin consenso, de cual seria la desregulacion genética
y epigenética, que pudiera establecer el diagnéstico no solo de COEC, sino
de otros tipos de cancer (19); por ejemplo, el grado de expresion de p53,
que se correlaciona con el grado de displasia, sin aln determinarse su valor
predictivo, caso contrario que ocurre con p63 'y p73, con los que no se puede
determinar su valor predictivo por la baja cantidad de evidencia cientifica. La
expresion de p21 se pierde en el progreso a cancer y p27 disminuye con ma-



yores grados de displasia (19). Otros marcadores como los miARN de la familia
let-7, miR-211, miR-181b, mutaciones en la regién 3p y 9p, hipermetilacién de
pl6y p15, hiperfuncién de la telomerasa, desregulacion en PCNA (proliferating
cell nuclear antigen), MCM2 (minichromosome-maintenance protein 2), entre
muchos otros, se han utilizado para determinar progresion a COEC (13,20). Los
genes mas utilizados y sus diferentes alteraciones se resumen en la tabla 4.

Técnicas convencionales para la deteccién del cancer oral

Existen técnicas muy variadas de diagndstico definitivo para cancer oral.
La principal técnica de laboratorio es la histopatologia del espécimen
biopsiado (21,22), utilizando inmunohistoquimica y otras técnicas como
la autofluorescencia de tejidos, quimioluminiscencia (1) y otras aplicadas
en la clinica a base de tintes —azul de toluidina, rosa de Bengal o cloruro
de tolonio (13)— directamente sobre los tejidos, y que ayudan a visualizar
las PML; sin embargo, estas son insuficientes en cuanto a su sensibilidad y
especificidad para usarlas en el diagndstico definitivo (1). Existe una amplia
evidencia experimental y descriptiva de la sensibilidad y especificidad de
estas técnicas, sus formas de aplicacién y complementos de estas técnicas
de deteccién visual (23).

TABLA 4
GENES ASOCIADOS EN EL COEC

Gen Denominacién Funcién Alteracion en COEC
Bel-1 NA Supresién tumoral Mutacién, amplificacion, sobrexpesién
BIM BCL2-like 11 (apoptosis facilitator) ~ Oncogen
CDH1 Cadherina 1 tipo 1 Cadherina E, traduccién de la sefial ~ Hipermetilacién

(adhesién)
CDK4-6 Cyclin-dependent kinase 4-6 Regulador en ciclo celular Hipermetilacién
DAPK1 Death associated protein kinase 1 Apoptosis Hipermetilacién
g.4102971CC/ NA Reparacién génica ADN Polimorfismo
NEIL2
HMCA2 High mobility group AT-hook 2 Supresor tumoral, regulador Mutaciones, modificaciones
transcripcional, estructura genética (no  epigenéticas por miRNA
histénico)
MGMT O6-metilguanina DNA Enzima de reparacién del ADN Hipermetilacion
MetilTransferasa
Myc Myelocytomatosis viral oncogene Supresor tumoral, ciclo celular, Mutaciones, modificaciones
homolog apoptosis, transformacién celular epigenéticas por miRNA
pl4 Apoptosis Hipermetilacién
plé Supresor tumoral Regula actividad de ciclina D/CDK4/6 Hipermetilacién, delecién, mutacién
PTEN Phosphatase and tensin homolog Supresor tumoral, diferenciacion, Mutacién, hipermetilacion
deleted on chromosome 10 proliferacién, apoptosis e invasién
RARB2 Gene del receptor B2 para acido Proliferacién, supresion de Hipermetilacion
retinoico transcripcién, diferenciacién
escamosa
ras Supresor tumoral, efecto mitogénico, Hipermetilacién
diferenciacion, migracion celular,
apoptosis
TIMP3 Tissue metallopeptidase inhibitor 3 Oncogen, interaccién epitelio Hipermetilacién

mesénquima, inhibidores de las
metaloproteinasa de matriz

Fuente: Lingen MW, Pinto A, Mendes RA, Franchini R, Czerninski R, Tilakaratne WM, Partridge M, Peterson DE, Woo S-B. Genetics /epige-
netics of oral premalignancy: current status and future research. Oral Diseases. 2011; 17 (Suppl 1): 7-22. Mascolo M, Siano M, Ilardi G,
Russo D, Merolla F, De Rosa G, Staibano S. Epigenetic disregulation in oral cancer. Int J Mol Sci. 2012, 13; 2331-53.
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Técnicas diagnésticas actuales basadas

en nanotecnologia

La nanotecnologia es un campo multidisciplinario que
implica la creacién, la manipulacién, el disefio, la inge-
nieria y el estudio de materiales con tamafio a escala
nanométrica (esto es, billonésima de un metro), y que
posean algunas propiedades nuevas, a niveles peque-
fios (quantums) y grandes (macromoléculas) (17). La
dimensién acordada para reconocer que los objetos
y herramientas estan a nanoescala oscila entre 10 y
100 nm (11,17,24,25). Las estructuras a nanoescala
permiten una mayor posibilidad de controlar las ca-
racteristicas del material, como su punto de fusién,
las propiedades magnéticas y el color, sin cambiar
la composicién quimica del material (25); asimismo,
puede mejorar las propiedades 6pticas y magnéticas
de algunos elementos (nanoparticulas de oro, elec-
trodos a partir de nanotubos de carbono, etc.) (17).

La nanomedicina se ha encaminado al estudio de siste-
mas de liberacién controlada de farmacos (liposomas,
nanoparticulas de gelatina y micelas) (11,24) y al de-
sarrollo de nuevas plataformas a escala nanométrica
(puntos cudnticos, nanocépsulas, nanoparticulas de oro,
nanoparticulas paramagnéticas y nanotubos de carbo-
no) que adicionan ventajas en las técnicas tradicionales
de deteccién proteica o génica de patologias (5,11).

Es posible utilizar las nanoherramientas para una
amplia variedad de aplicaciones, como la deteccién
localizada y temprana de los cambios genéticos y
proteicos celulares, la liberacién y administracién de
medicamentos en sitios y células especificas, como la
localizacién de eventos apoptéticos a través de iméa-
genes por resonancia magnética (MRI), la cartografia
del ganglio linfatico centinela, la ablacién fototérmica
de los tumores, entre otros (11,26). Algunas de las na-
noherramientas descritas en la literatura que brindan
beneficios en la deteccién o diagnéstico del cancer se
definen a continuacién.

NANOTUBOS DE CARBONO. Son estructuras de configu-
racién cilindrica, de tamafio nanométrico, compuestos
Unicamente por carbono. Pueden estar recubiertos por
oro, lo que les permite unirse a los receptores de
folato presentes en la superficie de las células cance-
rosas. El tejido estudiado es iluminado con luz laser,
la cual es absorbida por las nanoparticulas acopladas
a los nanotubos de carbono; la energia de la luz que
se convierte en calor provoca una rapida expansién
termoeléstica, lo que resulta en ondas de ultrasonido
que se detectan por un sistema de fotoacUstica, que
identifican células cancerosas de un tumor o libres en el

torrente sanguineo (metdstasis), aun cuando este mé-
todo no ha sido aprobado para su uso en humanos (27).

NANOPARTiCULAS. Son particulas tridimensionales a
escala nano de aproximadamente 1 a 100 nm. En esta
categoria se incluyen los nanocristales, las nanocap-
sulas, las nanoparticulas metélicas o magnéticas, los
dendrimeros y los puntos cuanticos (28).

Son una plataforma (til para el diagnéstico y terapia
del cancer. Su aplicacion en el sitio del tumor se rea-
liza por medio de dos modalidades: un enfoque activo
y otro pasivo (11). El primero consiste en vincular a las
nanoparticulas unos ligandos especificos del tumor.
Se ha reportado el uso de varios anticuerpos conju-
gados con nanoparticulas para localizar proteinas de
superficie celular (11). Entre tanto, el enfoque pasivo
usa el tamafio nano y las propiedades inherentes de la
neovasculatura del tumor. Las células endoteliales po-
seen fenestraciones que van desde 200 nma 1,2 pm de
ancho, lo que permite el paso de las nanoparticulas a
los espacios extracelulares y la acumulacién de estas
dentro de los tumores (11).

NANOPARTICULAS PARAMAGNETICAS. Estos agentes de
contraste de tamafio nanométrico se estan desa-
rrollando para mejorar la utilidad de la resonancia
magnética y la tomografia axial computarizada (TAC)
en las imagenes del cancer (11,29). Las particulas
de 6xido de hierro superparamagnéticas tienen una
adecuada susceptibilidad y son de rapida absorcién
hepatica tras su administracién intravenosa, lo que
los hace (tiles para la caracterizacién de los tumores
hepéaticos. También se han usado como ayuda diag-
néstica, para caracterizar el estado de los ganglios
linfaticos en pacientes con cancer de mama, pulmén,
préstata, cuello uterino y medula 6sea (11,30). Otra
particula usada por sus propiedades nanométricas y
multifuncionales es el gadolinio (G6) (24).

PUNTOS CUANTICOS. Son nanocristales semiconducto-
res, con un amplio potencial para su uso en diversas
aplicaciones. Estan compuestos de un nlcleo ele-
mental inorganico, con una carcasa de metal circun-
dante (11). Tienen propiedades épticas Unicas, como
un alto nivel de fotoluminiscencia, alta intensidad de
fluorescencia, gran fotoestabilidad, alta resistencia
al fotoblanqueo y fotodegradacion (31). Emiten una
longitud de onda de fluorescencia intrinseca de 400 a
2000 nm, dependiendo del tamafio y composicién (11).

Su uso en seres humanos esta limitado por el grado de ci-
totoxicidad, debido a su composicién de metales pesados.



Actualmente, los puntos cudnticos se utilizan junto con los
otros nanocristales, para medir niveles de marcadores de
cancer como el Her-2 en cancer de mama, actina, protei-
nas microfilamentosas y antigenos nucleares (32).

NanocApsuLAs. Tienen aproximadamente 10-300 nm
de dimensién, y se componen de un ndcleo dieléctrico,
generalmente de silice, rodeado por una capa fina de
metal (oro) (11). Las propiedades dpticas se basan en la
conversiéon de energia eléctrica en luz; tienen la capa-
cidad de ser ajustables épticamente y sus propiedades
de emisién/absorcién van desde el ultravioleta hasta
el infrarrojo, sin presentar el potencial de toxicidad por
metales pesados como si lo tienen los puntos cuanticos
(11). Su limitacién radica en su tamafio relativamente
grande (11). Las nanocapsulas se han utilizado in vivo
como agentes de contraste positivo para la obtencién de
imégenes con tomografia de coherencia dptica y tomo-
grafia fotoacUstica, dado que se pueden conjugar con
particulas funcionalizadas especificas para tumor (11).

NANOSENSORES. Es un dispositivo que consta de un
agente biolégico como elemento de reconocimiento
o biorreceptor (por ejemplo, un anticuerpo, una enzi-
ma, una proteina, un acido nucleico, células enteras,
tejidos o todo el organismo) y un transductor de la
sefial (33). Cuando el analito interactta con el bio-
rreceptor, el complejo resultante produce un cambio
(por ejemplo, cambios de conformacién, etc.) que se
convierten en un registro medible (por ejemplo, una
sefial eléctrica) por el transductor (33,34).

Los tipos mas comunes de complejos biorreceptor/
analito se basan en: a) interacciones anticuerpo/an-
tigeno, b) las interacciones de 4cidos nucleicos, ¢) las
interacciones enziméticas, d) interacciones celulares
(por ejemplo, microrganismos o proteinas) y d) inte-
racciones con materiales biomiméticos (por ejemplo,
biorreceptores sintéticos) (33).

Las ventajas de los nanosensores radican en que el
tiempo de deteccién es relativamente rapido; requiere
un tamarfio de muestra pequefo (microlitros a nanolitros)
y menor cantidad de reactivos y son de bajo costo (16).

OTROS SISTEMAS DE DETECCION NANOMETRICA. La de-
teccion de céncer a partir de dendrimeros, por su
multiple funcionalidad estructural, se ha encontrado
Gtil en entrega de medicamentos y unién de particulas
marcadoras, y entre sus generalidades presentan difi-
cultades en su biodistribucién, dado que no cruzan la
barrera hematoencefélica, aun cuando esto no influye
en la eficacia de diagnéstico del COEC.

Los nanocables son materiales de carbono o silice,
que son especificos y selectivos dado que reconocen
las caracteristicas moleculares de las particulas y
envian informacién a través de una red conectada de
electrodos, que permite detectar genes alterados (8).
Los resultados se interpretan dependiendo de la unién
o no del sustrato a las proteinas funcionalizadas y se
genera un cambio en la conductancia del cable (35).

Los cantilévers son un tipo de sensores con caracte-
risticas mecénicas de balanza. Se construyen a partir
de técnicas litograficas semiconductoras, micrométri-
cas y flexibles, que estan funcionalizadas y permiten
una deteccién rapida y sensible de moléculas relacio-
nadas con el cancer (18,36).

Bio-MEMS/NEMS (micro/nano electromecanicos) e
impresién molecular (molecular imprinting) son nano-
dispositivos multifuncionales y compactos con diver-
sas nanoherramientas intrinsecas (17,34,37).

Estas nanoherramientas son altamente eficientes,
sensibles, de facil manipulacién y especificas para
detectar biomoléculas con aplicaciones en medicina
para el diagndstico de enfermedades (16,38).

Nanosensores y nanochips aplicados

al diagnostico del cancer oral

Diagnéstico por aliento

Este método consiste en separar los compuestos or-
ganicos volatiles —que funcionan como biomarcado-
res generados por la peroxidacién de la membrana de
la superficie de las células— de la respiracién endé-
gena (generados por procesos celulares bioquimicos
en el cuerpo), de compuestos orgénicos volatiles ex6-
genos (absorbidos del medio ambiente). La literatura
reporta un dispositivo que consiste en sensores de
nanoparticulas de oro funcionalizadas, que se en-
cargan de rastrear las huellas de los biomarcadores
presentes en el aliento y las concentraciones de cada
uno de ellos (39).

El dispositivo ha permitido identificar diversos grupos
de compuestos orgdanicos volatiles especificos para
diferentes tipos de canceres: cdncer de pulmén: ben-
ceno, tolueno, dodecano, dimetil pentano y trimetil
hexano; cdncer de colon: benceno, dimetil benceno,
&cido acético y esteres de acido benzoico; cdncer de
mama: dimetil pentano, trimetil decano y esteres de
acido benzoico, y cdncer de préstata: tolueno, xilano y
dimetil decano (40). En la aplicacién para diagnéstico
de cancer de cabeza y cuello se logré identificar en la
literatura un biosensor a base de gas de metal-6xido,
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con una exactitud (accuracy) del 82,3%, en una mues-
tra de 23 pacientes (40), aun cuando no se detectaron
los compuestos organicos volatiles y no hubo muestras
especificas para el diagndstico especifico de COEC.

Los resultados no se ven afectados por factores como
sexo, edad, origen étnico, antecedentes familiares de
cancer, consumo de aditivos alimentarios, tratamien-
to con medicamentos, exposicién a toxinas ambien-
tales o tabaquismo (39).

Diagnéstico salivar

La saliva es un fluido de origen plasmatico originado
en las glandulas salivares, principalmente parétidas,
submandibulares y sublinguales, ademéas de glandu-
las secundarias. Gracias a su composiciéon celular, a
su accesibilidad, la posibilidad de una recoleccién no
invasiva (2) y también por su contenido de proteinas,
ARNm, enzimas y productos quimicos (potenciales bio-
marcadores), permite identificar enfermedades como
periodontitis, epilepsia, sindrome de Sjogren, lesiones
premalignas y malignas (5,13,41,42).

Uno de los principales problemas que se presentan
al implementar medidas tecnoldgicas en el reconoci-
miento de biomarcadores en saliva es que estas deben
ser altamente sensibles y especificas, de tamafios
miniatura; tener capacidad de identificar multiples
marcadores en una sola muestra; ser automatizables,
portables y de bajo costo, y poseer alta funcionalidad
y rapidez. Uno de los inconvenientes encontrados fue
que bajas cantidades de analitos en saliva podrian
variar de una u otra manera los resultados (14).

En la actualidad, las técnicas proteémicas y genémi-
cas se convierten en un area de desarrollo e inves-
tigacién importante para el disefio de métodos no
invasivos para la deteccién precoz y seguimiento del
cancer oral (13). Aunque es necesaria mayor evidencia
experimental para utilizarlos tanto en el diagnéstico
como en la prediccién de cancer oral, algunas de las
moléculas presentes en la saliva y que pueden ser
potenciales biomarcadores son:

a) Factor nuclear kappa (NF«B), citocinas como factor
de necrosis tumoral (TNF), interleucina-6, interleu-
cina-8 (IL-6, IL-8), factor de crecimiento fibroblasti-
co (FGF), antigeno del cancer-125 (CA-125) y anti-
geno tisular polipeptidico de endotelina (ETPA1) (5).

b) ARNm de interleucina-8 interleucina-1, DUSP1 (fos-
fatasa de especificidad dual 1), H3F3A (histona H3

familia A3), OAZ1 (descarboxilasa ornitinantizima 1),
S100 (proteina de unién célcica P o calgranulina A9),
SAT (espermidina/espermina N1-acetil-EST) (5).

c) Especies reactivas de nitrégeno (oxido nitrico y ni-
tratos), GST (glutatiéon S-transferasa), SOD (supe-
réxido dismutasa) y 8-OHdG (8-hidroxideoxiguano-
sina) (5).

d) C-erbB-2 de forma soluble, marcador tumoral del
cancer de mama (13,43).

En saliva se han encontrado dos miARN (miR-125a y
miR200a), en concentraciones significativamente mas
bajas en pacientes con COEC, en comparacién con
pacientes sanos (5).

El diagnéstico de COEC con base en muestras de saliva
ha sido para el Instituto Nacional de Investigacién Den-
tal y Craneofacial (NIDCR) uno de sus temas de mayor
interés en investigacion, en los Ultimos afios. Para el
2002, el NIDCR se interesé en el desarrollo de sistemas
de microfluidos y microeléctrico-mecanicos (MEMS) para
el diagndstico en saliva y su pronta comercializacion (5).

Un equipo de investigacion en la Universidad de California
en Los Angeles (UCLA) se encuentra desarrollando un
dispositivo manual y automatizado para la rapida me-
dicién de mudiltiples biomarcadores salivales especificos
para cancer oral. Se prevé que esté disponible para su
aplicacién en humanos en uno o dos afios (5). Algunas
técnicas nuevas, incluyendo el diagnéstico salivar y mi-
croscopia confocal in vivo, estan en la etapa de desarrollo.

Los sistemas de micronanofluidica y microelectro-
mecanica para diagnéstico salivar se componen de
elementos mecanicos, tipo sensores, y electrénicos,
contenidos sobre un sustrato microscépico de silice,
cuarzo, vidrio o materiales compuestos. La detecciéon
de macromoléculas en saliva permitiria crear una base
de datos proteica y génica, que proporcionaria facili-
dades en la purificacién, caracterizacién e identifica-
cién de las modificaciones postransduccionales de las
proteinas, mutaciones génicas y el grado de interac-
cién con los otros componentes salivares (14,28,43).

A pesar de la poca acogida y aplicacién actual de los
biosensores en el diagndstico clinico del cancer, por
su dificultad de manufactura e implantacién, se han
utilizado en muestras fluidicas o sélidas, por ejemplo,
a partir de un sensor proteico éptico de superficie in-
movilizada, con muestra salival, que logra compararse
con el examen ELISA. Pueden detectar hasta 1,1 pM,



sin la necesidad de técnicas de amplificacién enzima-
tica, ademas disminuyen el ruido en los resultados y
permiten detectar hasta 4 fM, dandole caracteristicas
de alta especificidad y sensibilidad al método de bio-
sensores 6pticos, dado que funciona con uno o méas
biomarcadores en una misma muestra (43). Otro tipo
de sensor electroquimico es la deteccién de proteinas
y acidos nucleicos, en los que se obtuvo una alta es-
pecificidad y sensibilidad en los datos. Los limites de
deteccion fueron de 3,9 fM para el mARN, y de 7,4 pg/
mL para la proteina IL-8 en saliva (36).

Los biochips, en general, son parte de los biosenso-
res. Se consideran las unidades funcionales en los
ensayos bioquimicos. Como dispositivos integrados,
tienen la capacidad de analizar diferentes analitos y
utilizar la genémica y proteémica como las principa-
les formas de deteccién. Se ha podido encontrar un
gran desarrollo de estos biochips, especialmente en la
identificaciéon de genes especificos a partir de hibridi-
zaciones (microarreglos de ADN) similares a PCR que
mejoran otros examenes diagnésticos como el ELISA
(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), a los cuales
se pueden acoplar sistemas de deteccién de imégenes
con técnicas fotograficas, placas de rayos X, cAmaras
CCD (Charge-Coupled Device) y fotodiodos (44). Estos
pueden estar acoplados a cultivos celulares o en im-
plantes, no solo con el objetivo de detectar, sino con el
de mejorar la respuesta celular en diversas enferme-
dades como Parkinson, esclerosis lateral amniotréfica,
enfermedades acUsticas o en dafios medulares (44).
Sus aplicaciones en identificacién de cancer oral tie-
nen un futuro promisorio, a partir de desarrollo del
laboratorio en un chip.

Lab-on-a-Chip

La tecnologia de laboratorio en un chip podria susti-
tuir las técnicas actuales con dispositivos miniaturi-
zados, integrados y automatizados de diagnéstico de
bajo costo (2), a partir de distintos fluidos como san-
gre, suero, orina, fluido intraductal de mama, lavados
bronquiales o aspiraciones pulmonares (20).

Las ventajas de procesamiento y requerimiento de un
pequefio volumen de muestra, la facilidad y rapidez
en la lectura, la automatizacién de la operacién, los
cortos tiempos de procesamiento, la reduccién en el
consumo de reactivos, la baja exposicion a materiales
peligrosos, el minimo riesgo de contaminacién de la
muestra, la accesibilidad econémica, su biocompati-
bilidad (20) y el no requerir personal capacitado para
su manipulacién son caracteristicas que evidencian
las mltiples ventajas de aplicacion (2).

El mecanismo base de la tecnologia de lab-on-a-chip
es el flujo lateral de microfluidos (2,20). La plataforma
de flujo lateral consta de una membrana de nitro-
celulosa porosa o de una red capilar, con zonas de
captura de anticuerpos inmovilizados que se unen
especificamente a las moléculas objetivo, las cuales
son etiquetadas mediante particulas de carbén, oro o
fluorescentes, y posteriormente detectadas mediante
electroquimica o un detector éptico (2). El disefio
actual de bajo costo y de facil aplicacién consiste en
un casete de microfluidos, disefiado para acoplarse
a un instrumento portatil, que proporciona energia
y calefaccién a los fluidos, detecta las moléculas y
procesa los datos (2).

El proceso de diagndstico con lab-on-a-chip es el
siguiente: el paciente proporciona un mililitro de sa-
liva, mediante una esponja desechable. El colector se
inserta en el casete introduciendo la muestra en el
punto de entrada, dentro del chip. Los anticuerpos
conjugados a particulas magnéticas (anti-CD45) con-
tribuyen a eliminar linfocitos (2,20). A continuacion
hay un aislamiento de células epiteliales a partir de
anticuerpos anti-EpCAM (expresada aberrantemente
en el COEC). Luego, se capturan las células canceri-
genas y precancerigenas, y con ayuda de particulas
magnéticas funcionalizadas con anticuerpos especi-
ficos para estas células (HSP-47, pancitoqueratina) se
detectan, se aislan y se cuantifican (2,20).

Posteriormente, las células se lisan por medio de
un choque térmico u osmético y se aisla su conte-
nido nuclear. El ARN se puede hibridar con perlas
magnéticas, empleando técnicas enzimaticas y de
deteccién por PCR para amplificar las secuencias de
expresion de los genes. Estos productos son marcados
y detectados por fluorescencia, quimiofluorescencia,
fosforescencia o deteccién electroquimica, y es po-
sible usar biosensores épticos. A partir de técnicas
bioinformaticas, se comparan resultados del proceso
con bases de datos, lo que permite identificar el tipo
de cancer. Este método tarda entre 10 y 60 min para
diagnosticar una muestra (2,20).

La nanotecnologia aplicada en la deteccién de cancer
ha demostrado ofrecer una alta sensibilidad, precision,
rapidezy sencillez. A pesar de los logros en el diagnéstico
de COEC por medio de nanotecnologias en los Gltimos
afos, la literatura cita que la mayoria de estos dispositi-
vos se encuentran bajo investigacién de laboratorio, en
pruebas piloto y apenas listos para su aplicacién clinica;
sin embargo, los investigadores afirman que para los
proximos afios serd posible encontrar en el mercado
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estos sistemas de deteccién temprana a bajo costo,
de un solo uso, desechables y portatiles (1,2,4,37,45).

El poco conocimiento de este tema de revisién y lo ac-
tual de las investigaciones en este campo se evidencia
en la limitada disponibilidad de literatura, en cuanto a
la aplicacién de procesos y dispositivos nanotecnolé-
gicos en odontologia con énfasis en cancer oral. A su
vez, las revistas latinoamericanas no citan informacién
ni estudios realizados sobre nanotecnologia. Todo esto
nos permite afirmar que muy pocos articulos de re-
vision de literatura se enmarcan en la tematica y no
permiten generar informacién que pueda ser compi-
lada, oportuna, actualizada e impactante, aun cuando
el tema por si solo se muestra prometedor y aplicable.

Por ahora, esperamos que esta revision incentive e im-
pulse a otros investigadores para ahondar en el tema,
no exclusivamente en el disefio y aplicacién de nanodis-
positivos en el diagndstico del cancer oral, sino también
en otras patologias, que pueden detectarse con base en
muestras de saliva o fluido crevicular, teniendo en cuen-
ta una adecuada base de datos génica y proteica, que
permita cotejar un diagnéstico fiable molecularmente.

CONCLUSIONES

La nanotecnologia es un campo en desarrollo que
brinda una alternativa prometedora y efectiva para el
diagnéstico, tratamiento y seguimiento de patologias
como el cancer oral. Las caracteristicas de los ma-
teriales a escala nanométrica varian con referencia
a la escala micrométrica, lo que permite anélisis mas
especificos con base en epigenética, genética y pro-
teinas. Aunque podrian pasar varios afios para que
estas técnicas puedan ser aplicadas rutinariamente en
la clinica, la investigacién debe darse desde diversos
campos del conocimiento, como la ingenieria, la medi-
cina y la biologia molecular, para llegar al desarrollo de
un dispositivo eficaz, eficiente, econdémico, especifico,
altamente sensible, portatil y rapido, que permita un
diagnéstico adecuado y temprano y el desarrollo de los
regimenes de tratamiento especificos basados en las
caracteristicas clinicas y biolégicas que presentan los
pacientes (6) y para evitar las consecuencias mortales
de la deteccién del cancer en estadios avanzados. Ac-
tualmente la disponibilidad bibliogréfica de esta area
investigativa es reducida.

Aunque hoy en dia se han utilizado métodos de tincién
clasicos —mejorados por los sistemas de iluminacién, a

partir de la autofluorescencia del tejido—, no deben uti-
lizarse como el patrén de referencia (gold standard) para
“diagnosticar” displasias, por su baja especificidad y por el
abismo de informacién sobre su sensibilidad (16). Por eso
es importante fortalecer la creacién de una base de datos
de biomarcadores de lesiones premalignas y neoplasicas,
para complementar no solo de manera clinica, sino en
el ambito inmunohistopatoldgico, las transformaciones
proteinicas y nucleares de las células en estas lesiones.
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