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RESUMEN

Esta revision muestra los principales biomarcadores de céncer oral en saliva. El aspecto clinico y el grado de
displasia de las lesiones precancerosas de la cavidad bucal sugieren su capacidad de malignidad; sin embargo,
éstas generalmente son diagnosticadas en estadios avanzados, disminuyendo la probabilidad de supervivencia,
lo que justifica el disefio de nuevas pruebas diagnosticas que determinen el grado de alteracion celular, permitan
comprender el proceso degenerativo en el cdncer y establezcan diagnésticos precoz. Esta busqueda para mejorar
los métodos diagnésticos, apunta a que sean sensibles, especificos y menos invasivos, por lo cual el estudio de
diferentes biomarcadores en saliva que desde una perspectiva molecular proporcionan informacién adicional al
examen clinico e histopatoldgico, es considerada como una alternativa eficaz y més cémoda con respecto a los
ensayos en sangre. Los biomarcadores que se han descrito en saliva algunos mostrando mayor relaciéon con la
carcinogénesis oral son: Ciclina D1, cyfra 21-1, endotelina-1, galectinas 1, 3 y 7, Ki67, lactato deshidrogenasa,
metaloproteinasas 2 y 9, proteina p53, proteina de unién a calcio (S100P) y telomerasa.
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SUMMARY

This review shows the main oral cancer biomarkers in saliva. The clinical appearance and the degree of
dysplasia, precancerous lesions of the oral cavity suggests its ability to malignancy, but these are usually
diagnosed in advanced stages, decreasing the likelihood of survival, justifying the design of new diagnostic
tests to determine the degree of cell alteration as to understand the degenerative process in cancer diagnosis
and establish early. This search for improved diagnostic methods, aims to be sensitive, specific and less
invasive, so the study of biomarkers in saliva from a molecular perspective provide additional information to
clinical and histopathological examination is considered as a more comfortable and effective to establish a
diagnosis. Biomarkers that have been described in saliva some showing more related to oral carcinogenesis
are cyclin D1, Cyfra 21-1, Endothelin-1, Galectins 1, 3 and 7, Ki67, Lactate dehydrogenase, Metalloproteinases
2 and 9, p53 protein, protein calcium-binding (S100P) and Telomerase.
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INTRODUCCION multiples factores: ambientales, inmunolégicos, nu-
tricionales, hébitos y estilos de vida (1). A nivel celu-
El cancer oral es una enfermedad en donde las cé-  lar surge como consecuencia de trastornos genémi-

lulas de la cavidad bucal se dividen sin control y = cos dgenerados por aberraciones cromosémicas,
pueden invadir otros tejidos; este se desarrolla por  activacién de oncogenes e inactivacion de genes su-
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presores tumorales, originando células con caracte-
risticas proliferativas e invasivas (2, 3).

En los ultimos anos la prevalencia de cancer oral ha
aumentado, se estima que en total 350.000 nuevos
casos se registran anualmente en todo el mundo, de
estos el 10% ocurren en los Estados Unidos (4); el
riesgo es més alto en hombres, en mayores de 40 anos,
fumadores, consumidores de alcohol y en personas
con antecedentes de céancer de cabeza y cuello (5, 6).

El cancer oral mas frecuente es el carcinoma de célu-
las escamosas presentdndose comunmente en los
labios, lengua, orofaringe, paladar, mucosas ytgales
y piso de boca (7). El diagndstico de estas lesiones
empieza con el examen clinico y es confirmado con el
estudio histopatolégico que muestra la presencia y
grado de displasia; sin embargo, no permiten determi-
nar el grado de invasién y el potencial metastésico (8).

Generalmente, este tipo de cancer puede iniciar con
una lesién de mancha blanca o una ulcera, que no
tiene un factor etiolégico claro asociado ni resolu-
cién satisfactoria a corto plazo, hay aumento del
volumen de la lesién, cronicidad, cambios morfolo-
gicos y linfadenopatias (9). Histol6gicamente la se-
veridad se establece basada en el grado de diferen-
ciacion, en donde se tiene en cuenta el nivel de
queratinizacién, pleomorfismo celular y nuclear y la
actividad mitética (10).

Se ha establecido que la vida media de supervivencia
de estos pacientes es de 5 anos tras el diagnéstico
que generalmente se realiza sobre lesiones de fase
avanzada (2). Esto hace necesario buscar pruebas que
establezcan de manera precoz el riesgo de padecer
esta enfermedad o identifiquen lesiones precancero-
sas; en este sentido, se deben emplear de forma selec-
tiva, otros exdmenes mas especificos, que permitan
valorar las alteraciones celulares y establecer un diag-
néstico precoz de esta patologia. Para la realizacion de
estos examenes existen diferentes biomarcadores celu-
lares y tisulares que desde una perspectiva molecular,
proporcionan informacién adicional a la obtenida en el
examen clinico y el estudio histopatoldgico (11-14).

Aunque existe un creciente esfuerzo dedicado a la

investigacion del cancer oral, centrandose en la iden-
tificacion de indicadores biolégicos para el diagnésti-
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co y la agresividad bioldgica, son pocos los estudios
que han examinado biomarcadores tumorales en la
saliva. En el presente trabajo de revisién se muestran
los principales marcadores de céncer oral en saliva.

SALIVA

La saliva es un fluido corporal de la cavidad oral for-
mado por una mezcla compleja de proteinas y otras
moléculas que se originan a partir de varias fuentes
(15). Las propiedades bioquimicas y fisicoquimicas
de la saliva contribuyen a sus numerosas funciones
entre las cuales estan lubricacién, capacidad tam-
pon, proteccién antimicrobiana, digestion de alimen-
tos, mantenimiento de la integridad de la mucosa,
sostenimiento de la salud oral y general (16, 17).

Esta se ha utilizado como un medio de investigacion
durante décadas en los pacientes con enfermedades
locales y sistémicas, debido a que estéd en contacto
directamente con la mucosa oral, la descamacién
de las células y sus productos pueden ser detecta-
dos, lo que hace posible estudiar marcadores tumo-
rales en saliva de pacientes con céncer oral (18-23).
Entre las ventajas en comparacién con las muestras
de sangre se han propuesto que el método de reco-
leccién es seguro, indoloro y no traumético, la técni-
ca de recoleccioén es facil de manipular, el equipo de
recoleccion es simple y la muestra de saliva puede
ser tomada varias veces sin causarle incomodidad al
paciente (24, 25). Hu (26) sostiene que la utilizacion
de la saliva en comparacién con la sangre puede
demostrar marcadores mas sensible y especificos
para las enfermedades orales tales como carcinoma
oral de células escamosas.

La utilizacién de la saliva se considera una alternati-
va no invasiva con relacién a las muestras de sangre
o biopsias, convirtiéndose en una efectiva modali-
dad para el diagndstico y prediccion del pronéstico
de céncer oral a través de un monitoreo a pacientes
en tratamiento (27, 28).

BIOMARCADORES EN SALIVA

Un biomarcador es una caracteristica que es medida
y evaluada objetivamente como un indicador de pro-



cesos biolégicos normales, patoldgicos o respues-
tas farmacéuticas a una intervencién terapéutica (29).
En su forma maés precisa, el término debe hacer re-
ferencia a una sola especie molecular que esté pre-
sente en las muestras de un sujeto con una determi-
nada enfermedad o condicion (25).

Basados en el proceso carcinogénico segin
Chimenos (8) estos se pueden agrupar por familia
en biomarcadores decrecimiento tumoral, supresién
tumoral, angiogénesis, Invasiéon tumoral, celulares
de superficie, intracelulares, enzimaticos y derivados
del acido araquidénico.

Entre los biomarcadores de cancer que se han des-
crito en saliva estan: 8-oxoguanina ADN glicosilada,
acido hidroxieicosatetraenoico, carbonilos, ciclina
D1, cistatina truncada SA-I, Cyfra 21-1. La proteina
fosfatasa dual especifica 1 (DUSP1), endotelina-1,
fosfato sérico, galectinas 1, 3 y 7, inhibidor de la
proteasa serina mamaria (Maspin), interleuquina 1
beta, interleuquina 8, Ki67, lactato deshidrogenasa,
proteina M2BP, metaloproteinasas 2y 9, proteina p53,
proteina de unién a calcio (S100P), proteina auto-
trasportadora 1 (SAT1), telomerasa y transferrinas
(4, 20, 28, 30-42) (tabla 1).

Teniendo en cuenta que el diagnéstico de céancer
oral se realiza en estadios avanzados, se hace nece-
sario el estudio de biomarcadores que se expresen
en estadios iniciales de la enfermedad para que pue-
dan ser utiles en el diagndstico precoz, en este sen-
tido conociendo que el proceso cancerigeno se ini-
cia con cambios a nivel celular es pertinente evaluar
aquellos que se han reportado en saliva y estan invo-
lucrados en el ciclo celular, apoptosis o procesos
relacionados; entre los més reportados se encuen-
tran los siguientes:

MARCADORES DE CRECIMIENTO TUMORAL
Telomerasa

En varios céanceres, la habilidad de dividirse sin limi-
te es logrado por la produccién de una enzima lla-
mada telomerasa, la cual ayuda a los cromosomas
para que no se acorten. Esta es una proteina normal
que esté presente en las células durante el desarrollo
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del feto. En la mayoria de células de un adulto, la
telomerasa no estad presente ya que la enzima no
estéd siendo expresada. Sin embargo, en algunas
células cancerosas esta funcién es necesaria reacti-
vando el gen que codifica la telomerasa (43).

Las investigaciones sobre el carcinoma escamoso
celular de cabeza y cuello mostraron que la actividad
de la telomerasa se expres6 en el 75% de los tejidos
tumorales relacionada con el prondstico, asi que la
deteccién de la actividad de la telomerasa podria
ser de potencial valor diagnéstico del cancer oral
(44); sin embargo, para autores como Zhong (40)
aunque la expresion positiva de la actividad de la
telomerasa en la saliva fue del 75%, no existe dife-
rencia entre los pacientes en estadios iniciales y fina-
les de la lesién, asi como entre los pacientes con y
sin metéastasis a los ganglios linfaticos, por lo tanto,
el valor diagnéstico es limitado, considerandose solo
como un marcador coadyuvante para el diagndstico
de cancer oral.

Endotelina-1 (ET-1)

La ET-1 pertenece a la familia de endotelinas, poten-
tes vasoconstrictores que participan no sélo en la
biologia vascular, sino también en diversos procesos
incluyendo la inflamacién, la cicatrizacién de heridas
y la carcinogénesis. Los niveles elevados de ET-1
mRNA y proteina de ET-1 han sido reportados en el
cancer oral (45).

La expresion de endotelinas y sus receptores se aso-
cia con un alto grado de agresividad, invasién y
metéastasis. Hay aumento de los niveles sistémicos
de las endotelinas en los pacientes con metéstasis
en los ganglios linfaticos. Los mecanismos por los
cuales las endotelinas inducen un fenotipo invasivo
incluyen la interaccién entre las células tumorales,
los macréfagos infiltrantes y el microambiente del
tumor. Esta compleja interaccién conduce a la mo-
dulacién de las metaloproteinasas de matriz, la ex-
presion de citoquinas, se infiltran en la activaciéon
inmune, la apoptosis y la expresiéon de las mismas
endotelinas (46).

Autores han reportado una elevacién significativa de
ET-1 en los carcinomas orales (35); sin embargo,
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TABLA 1.- BIOMARCADORES SALIVALES Y TECNICAS EMPLEADAS PARA SU ANALISIS

Biomarcador Técnica Observaciones Autor y ano
8-Oxoguanina ADN
glicosilada ELISA Disminuye. Shpitzer, 2009

Acido
hidroxieicosatetraenoico

Cromatografia de gases,
espectrometria de masas
y la dilucién de is6étopos
estables.

Aumentan, estan involucrados en los
procesos de metastasis e invasiéon tumoral.

Metzger, 1995

inmunohistoquimico

del tumor.

Carbonilos Oxidacién de proteinas | Aumentados, indica dafo oxidativo de

proteinas. Shpitzer, 2009
Ciclina D1 ELISA Aumenta, se relaciona con la progresion

celular y mal pronostico. Shpitzer, 2009
Cistatinatruncada SA-1 | SELDITOF Aumenta, se relaciona con estadios de tumor. | Shintani, 2010
Cyfra 21-1 ELISA Se relacionada con la recurrencia. Zhong, 2007
DUSP1 PCR Se aumentan en el cancer oral. Brinkmann, 2012
Endotelina-1 ELISA Buen marcador para diagnosticar liquen plano. | Cheng, 2011
Fosfato sérico ELISA Disminuye. Shpitzer, 2009
Galectinas 1, 3y 7 Analisis Aumentada, relacionadas con la progresion

Alves, 2011

Maspin

ELISA

Su disminucién se relaciona con el
crecimiento, progresiéon y metéstasis.

Shpitzer, 2009

Interleuquina 1 beta ELISA- PCR Se aumentan en el cancer oral. Brinkmann, 2012
Elashoff, 2012
Interleuquina 8 ELISA- PCR Se aumentan en el cancer oral. Brinkmann, 2012
Elashoff, 2012
Ki67 ELISA Aumentan, relacionadas con la progresion
celular y mal pronostico Shpitzer, 2009
Lactato deshidrogenasa | Espectrofotometria Indicador de necrosis celular, se relaciona
con el mal pronéstico y la recurrencia. Shpitzer, 2009
M2BP ELISA Se eleva principalmente en estadios Brinkmann, 2012
iniciales del cancer oral. Elashoff, 2012
Metaloproteinasas 2 y 9 | ELISA Aumentan, relacionada con la metéastasis. Shpitzer, 2007,
2009
p53 PCR Su disminucién se asocia a la capacidad
de aberraciones celulares. Liao, 2000
S100P Western Blot Se aumenta en el cancer oral, se relaciona
Espectrometria de masas | con la progresion, metéstasis y angiogénesis. Dowling, 2008
SAT1 PCR Se aumentan en el cancer oral. Brinkmann, 2012
Elashoff, 2012
Telomerasa PCR Biomarcador de céncer pero no diferencia
ELISA estadio de la lesion. Zhong, 2005
Transferrina Eco-2D El aumento de los niveles salivales de
MALDI-TOF transferrina se correlaciona con el tamano
Western Blot y ELISA. y etapa del tumor. Jou, 2010

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas, PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa; SELDITOF: Espectrometria de masas con ldser
de superficies de una mayor desorcion/ionizacion tiempo de vuelo; Maspin: Inhibidor de la proteasa serina mamaria; S100P: Proteina de union al
calcio; Eco-2D: Electroforesis bidimensional en gel; MALDI-TOF: desorcion/ionizacion laser asistida por matriz.
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Hoffmann (47) afirma que a pesar de que la ET-1
podria mostrar un papel importante en el cancer oral,
sus niveles en la saliva no parecen ser un buen mar-
cador de transformacién de neoplasias a un grado
maligno.

Ciclina D

Las ciclinas son una familia de proteinas involucra-
das en la regulacion del ciclo celular. Estas forman
complejos con enzimas quinasas dependientes de
ciclinas (Cdks) activando en estas ultimas su funcién
quinasa. La concentracién de las ciclinas varia a lo
largo del ciclo celular; cuando su concentracion es
baja la funcién de su correspondiente quinasa de-
pendiente de ciclina es inhibida (48).

Durante la fase del ciclo celular G1 temprana la
ciclina D se une a las quinasas dependientes de
ciclinas 4 o 6 (Cdk4 o Cdk6) y el complejo resultan-
te libera el freno que impedia la progresién hacia la
G1 tardiay, por lo tanto, el paso a la fase S. El com-
plejo ciclina D-Cdk4/6 desarma un potente inhibidor
de la progresién del ciclo celular: el formado por la
proteina pRB y los factores de transcripcién inacti-
vos (49).

Dada la participacion de la ciclina D en el proceso de
divisién celular, se ha sugerido que esta proteina
podria participar en el desarrollo de distintos tipos
de céncer. La amplificacién y sobreexpresién de la
ciclina D1 es importante en el desarrollo de diversos
tipos de céncer, en el oral se correlaciona con la
progresion celular de la proliferacién tumoral, la
metastasis y los pobres pronésticos (50, 51).

Ki-67

Es una proteina nuclear no histénica expresada en
las células durante las fases activas del ciclo celular
(G1, S, G2, M), y ausente en las células en estado
de reposo (GO). Por lo tanto, Ki-67 puede ser em-
pleada para medir crecimiento en los tejidos nor-
males y en las neoplasias malignas. Estudios han
demostrado que los altos indices de Ki-67 observa-
dos en saliva en pacientes con carcinomas orales
de células escamosas estaban correlacionados con
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la gravedad de la enfermedad y con un mal pronds-
tico (20).

Galectinas

Las galectinas constituyen una familia de proteinas
extremadamente conservadas a través de la evolu-
cién. En funcién de su propiedad de descifrar
glicocédigos especificos, estas proteinas han sido
involucradas en un amplio espectro de eventos bio-
légicos. Recientes avances han demostrado que es-
tas proteinas juegan un rol fundamental en procesos
relacionados a la regulacién de la respuesta inmune,
tales como adhesion linfocitaria, crecimiento celular,
produccién de citoquinas y regulaciéon de la muerte
celular programada (52). La intensa inmunoexpre-
sién de galectinas 1, 3, y 7 sugiere la participacién
de estas proteinas en la carcinogénesis oral y su uso
como biomarcadores de comportamiento bioldgico
y progresién del tumor en el carcinoma de células
escamosas (36, 53).

MARCADORES DE SUPRESION TUMORAL
p53

El gen p53 se encuentra en el brazo corto del cro-
mosoma 17 y codifica un factor de transcripcién
nuclear de 43.7 KDa. Resulta esencial para inducir la
respuesta de la célula ante el dano del ADN, dete-
niendo el ciclo celular en caso de mutacién. Este es
un gen supresor tumoral que desempefna un papel
importante en apoptosis y control del ciclo celular.
Un p53 defectuoso podria permitir que las células
proliferen dando por resultado céancer; alrededor de
un 50% de todos los tumores humanos contienen
mutaciones en p53 (54, 55).

La inactivacién del gen supresor de tumores es im-
portante durante varias etapas de carcinogénesis. La
proteina p53 esté frecuentemente mutada en los car-
cinomas orales de células escamosas (56, 57), estas
mutaciones pueden servir como biomarcadores muy
especificos para la presencia de células tumorales (58).
Autores, como Liao (38), indican que la mutacién del
codén 63 de p53 en la saliva podria ser un biomarca-
dor molecular de los carcinomas orales de células
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escamosas. Ademas, la cantidad de ADN recuperado
de la saliva en la mayoria de los casos es suficiente-
mente grande y su calidad tal que permite la amplifi-
cacion por PCR (reaccién en cadena de la polimera-
sa), considerando este protocolo como réapido,
econdémico y facil de realizar, y puede ser util para
estudios epidemiolégicos de la carcinogénesis oral.

MARCADORES DE INVASION TUMORAL
Metaloproteinasas de matriz (MMP)

Las MMP-2 y MMP-9 son metaloproteinasas que se
han demostrado participar en la patogénesis del
cancer, ellas degradan el colageno tipo IV, el compo-
nente principal de la membrana basal, asi como otros
tipos de colagenos (V, VIl y X), elastina y fibronectina;
son altamente expresadas en las células del estroma
que rodean la frontera de invasién en metéastasis de
tumores y sus niveles se elevan en el endotelio del
tumor y en la orina de pacientes con cancer (59-61)
.Teniendo en cuenta que las MMPs estéan involucra-
das en el proceso de metéstasis y se asocian a los
estadios finales de la lesién, no pueden ser conside-
radas como un biomarcador de prediccién y de diag-
néstico precoz del cancer.

Proteina de unién a calcio S100p

Las proteinas S100 estén localizadas en el citoplas-
ma o el nicleo de una amplia variedad de células y
estan implicadas en la regulacién de diversos proce-
sos celulares tales como la progresién del ciclo celu-
lar y la diferenciacién celular (62).

El mayor uso de estas proteinas ha sido el de marca-
dores tumorales. Esto ha permitido resolver diag-
nosticos de tumores indiferenciados. Lo anterior se
ha basado principalmente en la premisa de que es-
tas proteinas participan en diversos procesos celula-
res claves tanto para la transduccién de senales,
motilidad y diferenciacién celular. Es asi como en
muchos tumores la expresiéon de S100 se ha visto
alterada en comparacion a los niveles normales, in-
cluso respondiendo a diferentes estadios de la pro-
gresion tumoral, relacionéndola principalmente con
la metéstasis tumoral (39).
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MARCADORES ENZIMATICOS
La lactato deshidrogenasa (LDH)

En un medio anaerdbico, el piruvato se reduce a
lactato en una reaccién reversible catalizada por LDH
que utiliza la nicotinamida adenina dinucleétido como
coenzima. La LDH es una enzima detectable en el
citoplasma de casi todas las células del ser humano,
que se convierte extracelular después de la muerte
celular. Por lo tanto, su presencia extracelular esta
siempre relacionada con la necrosis celular y lesién
tisular. La similitud entre el perfil de isoformas de la
LDH en toda la saliva y el epitelio oral apoya la hip6-
tesis de que la LDH salival es predominantemente
de origen extraglandular, por consiguiente, la con-
centracién de LDH en la saliva, como una expresién
de necrosis celular, podria ser una indicador especi-
fico para las lesiones orales que afectan al integridad
de la mucosa oral (63).

La LDH generalmente se encuentra aumentada en
varias afecciones orales como la enfermedad perio-
dontal, procesos trauméticos y el cancer oral (63), en
este Gltimo ha sido asociada a un pronéstico desfavo-
rable y la recurrencia de las lesiones (64-66). Las iso-
formas de la LDH méas predominante en saliva son la
LDH-4 y la LDH-5, del mismo modo autores asegu-
ran que sus nivel son similares en plasma (67, 68);
teniendo en cuenta esto la LDH es considerado como
un biomarcador inespecifico para el cancer oral debi-
do a que se puede encontrar aumentada por diversos
procesos que ocurren en la cavidad oral.

MARCADORES INTRACELULARES
Cyfra 21-1

Es un fragmento soluble de la citoqueratina 19
(CK19), la cual es un componente de la proteina del
citoesqueleto con un peso molecular de 40 kDa, es
una citoqueratina de tipo 4cido con un pH isoeléctri-
co de 5.2. Sheard (69) reporté una elevacion de Cyfra
21-1 extracelular concomitantemente con un aumen-
to significativo de Cyfra 21-1 intracelular durante la
apoptosis; ademas, la muerte celular independiente
de caspasas se da en presencia de la Z-VAD inhibi-
dor de las caspasas, el cual no permite medir la Cyfra



21-1. Por lo tanto, la liberacién de Cyfra 21-1 se ha
sugerido que se produce en las células durante la
etapa intermedia de la apoptosis, como consecuen-
cia de la activacién de las caspasas y el consecuente
aumento extracelular. Segiin Zhong (28) un aumen-
to en la concentraciéon de Cyfra 21-1 en saliva es un
valor clinico potencial para la deteccién del cancer
oral, asi como la prediccién de la recurrencia del
tumor. Sin embargo, la determinacién de la concen-
traciéon de Cyfra 21-1 en saliva en los pacientes con
cancer oral no es de gran alcance para prediccién de
la supervivencia.

CONCLUSIONES

El cancer oral es una enfermedad asociada a cam-
bios moleculares, genéticos y tisulares; por lo tanto,
es indispensable que su diagnéstico se realice pre-
cozmente, en este sentido el descubrimiento de bio-
marcadores en saliva proporciona una herramienta
para el diagndstico, prondstico y seguimiento al tra-
tamiento.

Existen diferentes biomarcadores salivales reporta-
dos, por lo cual se sugiere el andlisis de varios bio-
marcadores en un mismo tiempo para crear un po-
sible perfil bioquimico de céancer oral, diferencial para
cada uno de los estadios de la enfermedad.
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